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1.TTT; 1. Trimester Tarama Testi

aCGH: Array Comparative Genomic Hybridisation (Dizinle karsilastirmali genomik
hibridizasyon)

ACOG: American College of Obstetricianc and Gynecologists’ Komitesi

AS: Amniosentez

AVSD: Atrio-Ventrikiiler Septal Defekt

AY: Ileri Anne Yasi

BAC: Bacterial Artificial Chromosome (bakteri kdkenli yapay kromozom)

CBG: C Bant, Baryum hidroksit Giemsa

CCFDN: Konjenital Katarakt, Fasiyal Dismorfizm ve Noropati

CCR: Complex Chromosomal Rearrangements (kompleks kromozom yeniden
diizenlenmeleri)

CGH: Comperative Genomic Hybridization (karsilagtirmali genomik hibridizasyon)
CNV: Copy Number Variation (Kopya say1st degisimi)
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OZET

Toksoy, G. (2010). Fetal kromozom anomalilerinin tanisinda multiplex ligation-
dependent probe amplification tekniginin etkinliginin arastirilmasi. istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Genetik ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Kromozom anomalileri MKA/MR olgularinin %15-20" sinde saptanan onemli
etiyolojik faktorlerden biridir. Klasik sitogenetik tekniklerle gosterilemeyen <5 Mb
anomalilerin tanisinda molekiiler genetik teknikler kullanilmaktadir. Subtelomerik FISH
calismalar1 ile MKA/MR olgularinda taniya ilaveten %@4-8 oraninda katki
saglanmaktadir. Postnatal olgularda klinik bulgularin yonlendirmesi ile 6zgiin problar
kullanilarak FISH ile taniya gidilmekte oysa prenatal olgularda bu miimkiin
olamamaktadir. Fetal ultrasonografide anomali saptanan ancak kromozom anomalisi
saptanmayan olgularda molekiiler tekniklerin tamiya Onemli katkilar saglamasi
beklenmektedir.

Molekiiler tekniklerden biri olan MLPA ile farkli anomalilerin tanisina yonelik
cesitli prob setleri kullanilmaktadir. PO70 prob seti subtelomerik bolgelerin, P245 ise
bilinen mikrodelesyon / duplikasyon sendromlarinin arastirilmasina yonelik
hazirlanmustir.

Bu calismada, prenatal USG de major anomali saptanan ancak herhangi bir
kromozom anomalisi gosterilemeyen olgularda subtelomerik yeniden diizenlenmelerin
ve bilinen mikrodelesyon/duplikasyon sendromlarinin MLPA teknigi ile arastirilmasi
amaclandi.

Prenatal siirecte elde edilen 66 doku 6rnegi (amniotik sivi, fetal kordon kani ve
korionik villus 6rnegi) PO70 ve P245 prob setleri kullanilarak MLPA teknigi ile
incelendi.

Bu olgulardan 3 iinde (%4,5) submikroskobik kromozom anomalisi saptandi.
Anomalilerden del 18p ve del 7q11.2 FISH teknigi ile dogrulanirken dupl18q olgusu
mikrodizin teknigi ile incelendi ve polimorfizm olup olmadigi belirlenemeyen ~75kb lik
tetra allelik bir degisim gdzlendi.

Literatiirde MLPA teknigi ile yapilmis 4 benzer prenatal ¢alismasinda bildirilen
anomali oran1 (%1,3-%6,5) calisma sonuglarimizla uyumlu bulunmustur. MLPA teknigi
alternatif tekniklerle karsilastirildiginda; MLPA ¢oklu olgu ve lokus inceleyebilme
olanag ile FISH’e gore, mikrodizin teknigi ise tiim genomu inceleme ve dngoriillemeyen
anomalileri tanima olanagi ile MLPA’ya gore daha {istiin goriinmektedir. Buna karsin,
mikro dizin tekniginin maliyet, yogun biyoinformatik ve parental ¢alisma gereksinimi
degerlendirildiginde rutin prenatal kullanim i¢in heniiz tartisiimali  oldugu
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: MLPA, kromozom anomalisi, patolojik fetal ultrasonografi,
mikrodelesyon/duplikasyon, subtelomer

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:3751 ve 1515
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ABSTRACT

Toksoy, G. (2010). The efficiancy of multiplex ligation-dependent probe amplification
technique in the diagnosis of fetal chromosomal anomalies

Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Medical Genetics.
Thessis of PhD. Istanbul.

Chromosome abnormalities are found in 15-20% of MCA/MR patients, and
FISH studies can unveil subtelomeric aberrations, which constitute an additional 4-8%
in MCA/MR etiology. Molecular techniques can be used to identify chromosomal
abnormalities smaller than 5 Mb. Postnatally, clinical findings guide the clinician in
choosing syndrome-specific FISH probes. This is usually impossible in prenatal cases.
Employed molecular techniques provide edge in diagnosis of chromosomal anomalies
undetectable by classical methods.

MLPA is based upon the utilization of different probe-sets designed for
diagnosing different chromosome anomalies. P070 probe-set is used to screen
subtelomeric regions and P245 set for known microdeletion / duplication syndromes.

In this study, we aimed to search for subtelomeric aberrations and syndrome-
related microdeletions/duplications by MLPA, in fetuses with major ultrasonographic
abnormalities, where no chromosomal abnormalities could be identified by
conventional methods.

Tissue samples from 66 fetuses were studied with P070 and P245 probe-sets.

In 3 cases (4.5%), a submicroscopic chromosomal aberration was found. Among
these, the 18p and 7q11.23 deletions were confirmed by FISH. Another case with a 18q
subtelomeric duplication was studied with microarray techniques for confirmation, and
the duplication was shown to be a tetra allelic gain of ~75kb. The duplication can be a
polymorphism rather than being causative however, the parental status is not
investigated.

In our study, the frequency of chromosomal aberrations (%0-6.5) revealed by
MLPA was compatible with the literature. MLPA is superior to FISH in providing the
advantage of multiple patient and loci screening, while microarray techniques are better
qualified for whole genome screening since can detect unpredictable anomalies.

Key Words: MLPA, Chromosome abnormalities, Subtelomere, Pathological fetal
ultrasonography, microdeletion / microduplication

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 3751 and 1515



1. GIRIS VE AMAC

Yenidogan popiilasyonunda ~%3 oraninda saptanan major konjenital anomaliler, bu
gruptaki mortalite ve morbiditenin en 6nemli etmenlerinden biridir. Bu orantiya, ilk sekiz
yas grubunda ortaya c¢ikan genetik hastaliklar ve zeka gerilikleri de eklendiginde yaklasik
iki kata kadar ¢ikabilmektedir. Konjenital anomalilerin kromozom anomalileri ile birlikte,
yenidogan oOliimlerinin %19,5’ inden sorumlu oldugu bildirilmektedir (Milunsky ve
Milunsky 2010). Teknolojik gelismeler, major konjenital anomalilerin biiyiik bir kismina
gebeligin herhangi bir evresinde ultrasonografi, manyetik rezonans v.d. teknikler ile
taninabilme olanagi sunmustur. 1970’11 yillardan beri amniyosentez (AS), koryon villus
(KVO) ve fetal kan 6rneklemesi (FKO) ile elde edilen dokularda klasik sitogenetik
yontemlerle yapilan fetal kromozom analizleri, konjenital anomalilerin etioyolojisinin
aydinlatilmasma onemli katkilar saglamistir. Multipl konjenital anomalili fetuslarda
kromozom anomali siklig1 %18-29 olarak bildirilmektedir. Prenatal calismalarda klasik
sitogenetik yontemlerle saptanan kromozom anomalilerinin %98-99° luk bolimiinii
sayisal kromozom anomalileri ve geri kalan %1-1,5’ini yapisal kromozom anomalileri
olusturmaktadir (Van Dyke ve ark. 1983; Jacobs ve ark. 1992; Luquet ve ark.2002; Leung
ve ark. 2002). Tek gen hastaliklarinda ~%0,4 ve multifaktoryel hastaliklarda~%S5 olarak
bildirilen oranlar, yenidogan ¢alismalarina bakildiginda da ¢ok farkli degildir (Milunsky
ve Milunsky 2010). Yenidoganda kromozom anomali sikliklari sayisal anomalilerde
%0,6 yapisal anomalilerde ise %0,07 olarak bildirilmektedir (Jacobs ve ark. 1992). Bu
oranlar calisma grubunu olustururken uygulanan se¢me kriterlerine gore farkliliklar
gostermektedir. Ornegin sadece kardiak anomaliler acisindan bakildiginda fetal
kromozom anomali siklig1 %49,3 iken, ense cilt kalinlig1 kriter olarak alindiginda %3-6
ya da koroid pleksus kisti varlig1 gibi ¢ok 6zgilin bulgulara gore degerlendirildiginde% 1
gibi farkli oranlara ulasilmaktadir (Stoll ve ark. 2001; Nicolaides ve ark. 1992; Sahinoglu
ve ark. 2004; Beke ve ark. 2008). Her ne kadar prenatal donemde &zgiin bulgular
varliginda bazi tek gen hastaliklarina yonelik testler yapilabiliyor olsa da, ailede daha
onceden tek gen hastaligina yonelik artmis risk bilinmiyorsa bu tip hastaliklara yonelik
yapilabilecek testler ¢cok smnirhidir (6rnegin; hiperekojenik barsak bulgusu varliginda
kistik fibroz agisindan CFTR geninde mutasyon arastirilmasi, kemik mineralizasyon

eksikligi ve tipik iskelet bulgular1 varliginda hipofosfataz agisindan 7TNSALP geni



mutasyon analizi v.b.)(Scotet ve ark. 2010; Simon-Bouy ve ark. 2008). Bu nedenle fetal
ultrasonografi taramasinda konjenital anomali saptanmast durumunda ilk bagvurulan test
fetal kromozom analizidir. Kromozom anomalilerinin hemen hemen tamaminda zihinsel
Oziir birlikteligi oldugundan kromozom anomalisi saptamanin 6nemi de artmaktadir.
Kromozom anomalilerinin tanisinda duyarlili§i arttirmak amaciyla gelistirilen “High
Resolution Banding Technique (HRBT)” prometafaz kromozomlarinin incelenmesine ve
3-5 Mb Dbiyiikliigiindeki  mikrodelesyonlarin ~ ve  kriptik  translokasyonlarin

taniabilmesine olanak saglamistir.

Postnatal donemde, multipl konjenital anomali ve mental retardasyonlu
(MKA/MR) olgu grubunda, bu yontemlerle yapilan c¢alismalarda kromozom anomali
orant %4-28 bulunmustur (Tablo 2-9). Ancak asil gelisme, klasik tan1 yontemleri ile
tanisi ¢ok zor olan subtelomerik bolge anomalilerinin incelenmesine olanak saglayan
FISH teknigi ile elde edilmistir. Bu grupta subtelomerik kromozom anomalilerinin orani -
klinik se¢im kriterleri ve kromozom c¢oziiniirliiliigiine bagl olarak degisiklikler gosterse
de - ortalama %6 olarak verilmektedir (Tablo 2-4). Giliniimiizde, mikro anomalilerin
tanisinda kullanilan belli bash teknikler; subtelomerik problarin kullanimi ile yapilan
FISH incelemeleri, Multicolor FISH/Spectral karyotyping, multiplex amplifiable probe
hybridization (MAPH), multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA),
comparative genomic hybridization (CGH), high resolution-comparative genomic
hybridization (hr-CGH), microarray-comparative genomic hybridization, primed in situ

labeling (PRINS) ve QF-PCR’dir (Strachan ve Read 2010).

Prenatal donemde USG ile malformasyon saptanan fetuslarin kromozom
analizlerinde; sitogenetik kalitenin postnatal kan 6rnegindeki kadar yiiksek olmamasi,
yeterli materyal eldesinin giic olmasi ve klinik yonlendirmenin yetersiz kalmasi
nedenleriyle zorluklar yasanmaktadir. Array-CGH (aCGH) ve subtelomerik FISH
tekniklerinin uygulandig1 49 olguluk bir calismada, yaris1 subtelomerik bolge anomalileri
(delesyon, dupikasyon, kriptik translokasyon) olmak iizere toplam ~%10 oraninda
anomali bulunmustur (Thuresson ve ark. 2007). Konjenital anomalilerin prenatal
donemde tani almasi perinatal bakim ve tedaviye hazir olunmasini, tedavisi olmayan

kromozom anomalileri ve genetik hastaliklarin tan1 almasi ise tekrarlama riskleri



konusunda dogru rakamlarin elde edilmesi ve ayni zamanda aileye tibbi tahliye sansi

tanimasi agisindan dnemlidir.

Bu ¢alismada; prenatal USG incelemelerinde intra uterin gelisme geriligi (IUGG)
ve/veya multipl anomali saptanan, 550-600 bant diizeyindeki kromozom analizlerinde
herhangi bir anomali saptanmayan olgularda subtelomerik yeniden diizenlenmelerin ve
bilinen mikrodelesyon/duplikasyon sendromlarinin “multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA)” teknigi ile arastirilmasi planlandi. Calismada elde edilen veriler
ile prenatal olgularda kromozomlarin subtelomerik ve bilinen mikrodelesyon/duplikasyon
sendrom bolge degisimlerinin arastirilmasinda  MLPA  tekniginin  etkinligini
degerlendirmek ve calisilan popiilasyonda, ilgili bolgelere ait kopya say1 degisikliginin

siklig1 konusunda bilgi birikimi saglamak amaclandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. INSAN KROMOZOMLARI

Kromozomlari inceleyen bir bilim olan sitogenetik i¢cin milad, Tjio ve Levan’in
1956 yilinda insan kromozom sayisinin 46 oldugunu gostermesi olarak kabul
edilmektedir. 1959 yilinda Lejeune ve arkadaslarinin ilk kromozom hastaligi olarak
tanimladig1 trizomi 21°den giiniimiize kadar gegen siirecte gelisen teknoloji ve bilgi

birikimi kromozomlarin submikroskobik diizeylerde de arastirilabilmesini saglamistir.

Gilinlimiizde, kromozomlarin fiziksel ve molekiiler yapisi, tasidiklar1 bilginin
dagilimi, genomun organizasyonu, dengesiz diizensizlikler ve bunlarin fenotipe etkileri
gibi bir¢ok bilgiye ulagilmistir. Bununla birlikte, anomalilerin olusum mekanizmalari,
hiicre siklusunun interfaz evresinde kromozomlarin organizasyonlari, tanimlanmamis
kromozomal diizensizliklerin fenotipe etkileri gibi pek¢ok alanda arastirmalar devam
etmektedir (Miller ve Therman 2001). Insandaki kromozom diizensizliklerinin
aragtirtlmasi, bu amaca yonelikyeni tekniklerin uygulanmasi ve saptanan yeni
anomalilerin klinik etkilerininin (fenotip-genotip iliskileri) ortaya konulmasi Tibbi

Genetigin giincel ve dnemli bir konusu olmaya devam etmektedir.

2.2. KROMOZOM ANOMALILERI

Kromozom anomalisi, kromozomlarin say1 ve/veya yapilarinda meydana gelen
degisimler olarak tanimlanmaktadir. Bu anomalilerin 6nemli bir kismi genlerde doz
degisimlerine ve fenotipik etkilenmeye yol acarken, bir kismu da islevsel genlerde doz
degisimine yol agmadigindan fenotipi etkilememektedir. Kromozom anomalileri kusaktan
kusaga aktarilabildigi (ailevi) gibi, gonad hiicrelerinin olusumu sirasinda (mayotik) veya

dollenmeden sonraki bir evrede (postzigotik) mitoz boliinmelerde ortaya ¢ikabilmektedir.



2.2.1. Kromozom Anomalilerinin Simiflandirmasi

Kromozom anomalileri, fenotipe etkisi agisindan “dengeli” ve “dengesiz”, kalitim
sekli agisindan “ailevi” ve “de novo”, dokusal yayginligi a¢isindan “mozaik” ve “non-

(3

mozaik” bi¢iminde siniflandirilmaktadir. Sitogenetik agidan ise “sayisal” ve “yapisal’
olarak iki ana grupta degerlendirilmektedir. Sayisal ve yapisal kromozom anomalilerinin

sikliklar1 farkli popiilasyonlarda 6nemli degisiklikler gostermektedir (Tablo 2-1) .

Kromozom anomalisinin fenotip iizerindeki etkisi dort farkli mekanizma ile
aciklanmaktadir. Bunlardan biri doz etkisidir; kromozomlarda artis veya kayip olan
bolge/lerde yer alan genlerdeki dozaj degisimi sonucunda fenotipin etkilenmesi
durumudur. Ikinci mekanizma, yapisal kromozom anomalisinin olusumu sirasinda kirik
noktasinin islevsel bir geni bdlmesi ile anlatimi bozmasidir. Uglincii mekanizma,
uniparental dizomi olayinda gézlenen anormal kromozom ya da kromozom segmentinin
uyumsuz parental kokenden kalitilmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Dordiincii mekanizma ise
genin olusan anomali ile yeni yerinde farkli islev ya da anlatim modeli kazanmasi ile
ortaya ¢ikan fiizyon genlerinin etkisidir (Gardner ve Sutherland 2004). Kromozom
anomalisinin fenotipe olan etkisinin agirlig1 yasam siiresini de belirlemektedir. Otozomal
monozomiler ve trizomilerin ¢ogu mozaik olmadig: siirece genellikle canli doguma
ulasamazlar. Ornegin; trizomi 1 saptanan 4 abort olgusunda da embriyonik kutup ya da
fetal kalp atim1 gozlenmeden gebeligin abortus ile sonlandig bildirilmistir (Vicic ve ark.
2008). Oositler iizerinde yapilan calismalar A ve C grubu kromozomlarin daha diisiik
oranda anodploidi gosterdiklerini bildirmektedir (Pellestor ve ark. 2004). Baz1 kromozom
anoOploidilerinin daha ender goriilmesinde, agir fenotipik etki gdstermelerinin yani sira
secici olarak daha az mayotik hataya maruz kalmalarmin da etkili oldugu
vurgulanmaktadir. Spontan abortus materyallerindeki kromozom analizlerinde saptanan
dengesiz kromozom anomalileri i¢inde sayisal anomalilerin yapisal anomalilere gore
daha sik (%50-70) oldugu belirtilmektedir. Ilerleyen gebelik haftalar1 ile bu oranmn
azaldig1 bilinmektedir (Nussbaum ve ark. 2004).



Tablo 2-1: Sayisal ve yapisal kromozom anomalilerinin farkh ¢alisma gruplarindaki

dagilim

Anormal 1.trimester Fetus Canl

Karyotip gebelik kayiplar (anne yas1 >35) dogum
Total insidans 12 1/50 1/160
Sayisal anomaliler o 0 o
(anBploidi, poliploidi) /096 /085 /060
Yapisal anomaliler
Dengeli - %10 %30
Dengesiz %4 %S5 %10

(Nussbaum ve ark. 2004) 'den alinmistir

2.3. SAYISAL KROMOZOM ANOMALILERI

Saglikli bir insanda haploid kromozom setinde n:23, diploid kromozom setinde
ise 2n:46 kromozom bulunmaktadir. Bu kromozom sayisinda meydana gelen tiim artis ve

azalmalar sayisal kromozom anomalisi olarak degerlendirilmektedir.

2.3.1. Poliploidiler

Diploid (2n) kromozom setinin haploid (n) set olarak artislarima poliploidi
denilmektedir. Bu artis 1 haploid set oldugunda “triploidi” (3n), iki haploid set oldugunda
“tetraploidi” (4n) olarak isimlendirilmektedir. Poliploidiler genel olarak abortus materyali
incelemelerinde ve fetal kromozom analizlerinde saptanmaktadir. 1. trimester gebelik
kayiplarinda saptanan kromozom anomalilerinin % 20’sinden poliploidilerin sorumlu
oldugu bildirilmektedir (Milunsky ve Milunsky 2010). Triploidi ve tetraploidiler hem
fetus hem de plasentada agir bulgular gostermektedir. Yenidogan evresine ulasmis non-
mozaik tetraploidi olgusu olaganiistii ender goriilmektedir. Bu olgularda intrauterin
gelisme geriligi, hipotoni, kardiyak anomaliler 6ne ¢ikan bulgulardir (Stefanova ve ark.
2010). Triploidiye yol agan ilave haploid setin baba kdkenli (diandric-Tip 1) ve anne
kokenli (digynic-Tip 2) olmasina gore klinik bulgular degisebilmektedir. Daha ender
saptanan baba kokenli triploidilerde agir gelisme geriligi, kol-bacak gelisiminde gerilik,

mikrosefali, dismorfik yiiz bulgulari, biiyiik plasenta ve parsiyel hidatiform bulgusu 6ne



cikarken, olgularin ¢ogunlugunu olusturan anne koékenli triploidilerde, asimetrik gelisme
geriligi (goreceli makrosefali) ve kiigiik plasenta bulunmaktadir (McFadden ve Kalousek

1991; Hasegawa ve ark. 1999; Baumer ve ark. 2000; Daniel ve ark. 2001).

Triploidi ve tetraploidi letal oldugundan ilk yili dolduran olgu sayisi nadirdir
(Stefanova ve ark.2010; Daniel ve ark. 2001).

2.3.2. Anoploidiler

Diploid kromozom sayisinin haploid setten az olan artis ya da azalmalari
“andploidi” olarak tanimlanir (2n+1, 2n+2, 2n+3, 2n+4, 2n+5 vb.). Andplodilerde fazla
olan kromozomlar i¢in trizomi, tetrazomi, pentazomi ve eksik olan kromozomlar i¢in ise
monozomi, nullizomi terimleri kullanilmaktadir. Otozomal monozomi ve polizomiler
kanser dokularinda yapilan kromozom incelemeleri disinda non-mozaik olarak insanda
rastlanmayan kromozom anomalileridir, ancak mozaik olarak nadir de olsa
gozlenebilmektedir. Mozaisizm yasamla bagdasmayan kromozom anomalilerine yagam
sans1 vermektedir. Mozaik trizomi 22, trizomi 8, trizomi 9 ve trizomi 10 canli doguma
ulasabildiginden bu anomalilerin klinik fenotipleri de bilinmektedir (Tinkle ve ark. 2003;
Schinzel ve ark. 1993a, 1993b, 2001). Andploidilerin i¢inde en sik gozlenenler, X ve Y
kromozomlarinin trizomileri 47, XXX, 47, XXY, 47,XYY ve bir otozomal trizomi olan
trizomi 21 (47, +21)’ dir. Trizomi 21 yasam siiresi en uzun olan otozomal trizomidir.
Trizomi 13 ve 18 canli dogabilen ancak agir klinik bulgular nedeniyle yasam olasiligi ¢ok
kisa olan otozomal trizomilerdir (Miller ve Therman 2001). Monozomiler i¢cinde Turner
sendromu olarak tanimlanan X kromozom monozomisi canli dogabilen tek monozomidir.
45,X kromozom yapisi tagtyan fetuslarin %95 inden fazlasi spontan abortus veya IUMF

ile sonlanir (Cockwell ve ark. 1991).

Kanser dokularinda ise ¢ok farkli sayisal ve yapisal kromozom anomalilerine

rastlanabilmektedir (Porfiri ve ark. 1993).



2.4. YAPISAL KROMOZOM ANOMALILERI

Yapisal kromozom anomalisi kromozomlarda meydana gelen yapisal degisimlerin
tiimiine verilen genel bir tanimlamadir. Bir ya da birden fazla kromozomda kirik olugmasi
ve bunun kromozomun yapisim1 degistirmesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Germinal hiicre
dizilerinde olusmalar1 kalitsal yapisal anomalilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Somatik hiicrelerde (mitotik) olustuklarinda ise kanser riskini arttirabilmektedir. Kirik
noktalar1 rastgele bolgelerde olusabilmekte ancak kiriga egilimli bolgelerde daha siklikla
goriilmekte ve bu bolgeler “Hotspot bolgeler olarak adlandirilmaktadir (Miller ve
Therman 2001). Kromozom anomalileri materyal kaybi olup olmamasina gore “dengeli”
veya “dengesiz” olarak smiflandirilmaktadir. Giiniimiizde, yapisal kromozom
anomalilerinin  gosterilebilirligi, bant tekniklerinin kullanilmasi ve kromozom

¢ozlinlirliiligiiniin yiikselmesi ile artmistir (Jacobs ve ark. 1992).

2.4.1. Dengeli Yapisal Kromozom Anomalileri

Fenotipik olarak normal olan bireylerde saptanan ve mikroskobik incelemede
genetik materyalde dengesizlik gosterilemeyen anomaliler “dengeli yapisal kromozom
anomalileri” olarak isimlendirilmektedir. Bu anomaliler, intra-kromozomal ya da inter-
kromozomal olugabilirler. Dengeli yapisal kromozom anomalisi en az iki kirik ile olusur.
98 farkli merkezden 98.118 amniyosentez materyalinden elde edilen sonuglarin
derlendigi insidans calismasinda inversiyon sikligi 1/1126, resiprokal translokasyon
sikligr 1/563, dengeli Robertsonian translokasyon sikligi 1/1.186 ve dengesiz
Robertsonian translokasyon sikligi 1/5.931 olarak bulunmusur (Forabosco ve ark. 2009).

Dengeli kromozom anomalileri, olusumu sirasindaki kirik noktalarinin herhangi
bir genin anlatimini bozmasi ya da degistirmesi, submikroskobik diizeyde doz degisimine
yol acmasi ya da degisimin bir fiizyon proteini olusturmasi gibi istisnai durumlarda
fenotipik etkiye yol acabilmektedir. Bu nedenle fetal kromozom analizlerinde de novo
olarak dengeli yapisal kromozom anomalisi saptanmasit durumunda az da olsa etkilenme
riski literatiirde kirik basina %2-3 olarak belirtilmektedir (Sutherland ve Gardner- 2004).

Warburton” un (1991) ¢ok merkezden 377.357 amniotik sivi drneginde yapilan fetal



kromozom analiz sonuglarim1 derledigi calismasinda, yapisal de novo kromozom
anomalisi sikliklarint ve dogum sonrasi agir konjenital anomali olusturma oranlarini
irdelemistir. 1:2.000 siklikla goriilen resiprokal translokasyonlar i¢in %6,1, 1/9.000
siklikla goriilen Robertsonian translokasyon igin %3,7, 1:10.000 siklikla goriilen
inversiyonlar i¢in %9,4, orjini bilinmeyen 1:2.500 siklikla goriilen satellit igermeyen
marker kromozomlar i¢in %14,7 ve satellit iceren marker kromozomlar i¢in %10,9
oranlarinda fenotipik etkilenme saptandigini bildirmistir. Mikroskobik olarak dengeli
yapisal kromozom anomalisi saptanmig zihinsel 6ziirlii 47 olgunun (33’ ii de novo ve
14’1 ailevi) yiiksek rezoliisyonlu oligoniikleotid dizin teknigi ile yapilan ¢alismasinda; 20
olguda (16 de novo ve 4 ailevi) 60 Kb ile 15.37 Mb biiytikliiglinde degisik kriptik
delesyon saptandig bildirilmektedir. Ilging olan bilgi, saptanan bu delesyonlarmn yaklasik
yarisinin olgularin bilinen yapisal kromozom anomalilerinden farkli bir bolgede yer
almasidir. Bu calisgma sonuglarina gore bilinen kromozom anomalisi ile iligkili
submikroskobik dengesizligin orani de novo olgularda ~%20 ve ailevi olgularda ise ~%14
olarak verilmistir (Schluth-Bolard ve ark. 2009). Kirik noktasi ile iliskili dengesizlik
saptanan olgularin 6nemli bir boliimiiniin paternal gecis gosterdigi ve anomalinin
spermatogenez rekombinasyonlar1 ile olustugu saptanmistir. Literatiirde, mikroskobik
olarak dengeli ancak fenotipik olarak etkilenmis de novo olgularda molekiiler diizeyde
yapilan dizin ¢aligmalar1 sonuglarina dayanarak, anomalilerin kirik noktalar: ile iligkili
sub mikroskobik dengesizlik saptanma sikligr ~%20, anomaliden bagimsiz bir bolgede
herhangi bir dengesizlik saptanma olasilig1 da ayni oranda verilmektedir (Schluth-Bolard

ve ark. 2009; Baptista ve ark. 2008; De Gregory ve ark. 2007; Gribble ve ark. 2005)

Dengeli yapisal kromozom anomalilerinin diger 6nemli bir etkisi de, tastyicilarin
ylksek orandaki dengesiz gamet ve buna baglh olarak dengesiz embriyo/fetus/cocuk
riskidir. Risk belirleme caligmalar1 bir¢ok farkli olgu grubunda yapilmistir. 150 farkh
merkez ve 1.833 ailevi kromozom anomalisi tagtyicist ¢iftin amniyotik sivida kromozom
analiz sonuglariin irdelendigi ¢ok merkezli bir ¢alismada dengesiz iriin riski, ilgili
kromozomu tasiyan ebeveyn ve anomali tipine gore hesaplanmis ve risklerin ihmal
edilebilir diizeyden %50’ye kadar farkliliklar gosterdigi bildirilmistir (Daniel ve ark.
1989).
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2.4.1.1. inversiyonlar

“Inversiyon”, ayn1 bir kromozomda iki kirik olusumu ile serbest kalan kromozom
parcasinin 180 derece donerek ayni bolgeye yapismasi ile ortaya ¢ikan yapisal bir
kromozom anomalisidir. Inversiyon kirik noktalar1 farkli kollarda ise “perisentrik”, tek
bir kolda olugmugsa “parasentrik” inversiyon olarak isimlendirilir. Genel olarak
inversiyonlar, tasiyicilar: i¢in dnemsizdirler, ancak kirik noktasinin bir genin anlatimini
bozmasi durumunda tasiyicilarda da fenotipik etki ortaya ¢ikabilmektedir (Shashi ve ark.
1996). Kirik noktalar1 perisentromerik alanlardaki heterokromatin bolgelerden gegen
perisentrik inversiyonlar polimorfiktirler, ¢ogunlugunu olustururlar ve herhangi bir
anomaliye yol agmadan nesiller boyu aktarilabilmektedirler. Bu polimorfik inversiyonlar
icerisinde 9. kromozoma ait perisentrik inversiyon toplumda %0.8-2 (Lee ve ark. 2010)
siklikla rastlanan ve sadece heterokromatin bdlgeden gegen kirik noktalari ile olusan
inversiyondur. Bu nedenle tasiyicilarin bir sonraki kusaga bu inversiyonu dengesiz
rekombinant iirlin olarak aktarmasi riski bulunmamaktadir (Nussbaum ve ark. 2004).
Perisentrik inverisyonlar en sik sirast ile 9, 2, 8, 3, 1, 5 ve 6. kromozomlarda
gorilmektedir (Kaiser 1984). Parasentrik inverisyonlar ise en siklikla sirasi ile 1, 3, 5, 6,
7, 11 ve 14. kromozomlarda gozlenmektedir (Madan 1994; Pettenati 1995).
Inversiyonlarda rekombinasyon riski, tipine ve biiyiikliigiine bagh olarak degismektedir
(Fryns ve ark. 1986; Pettenati ve ark. 1995; Madan 1995). Perisentrik inversiyonlarda
genel rekombinasyon riski %0,8-15 arasinda verilmekte ancak inversiyon segmentinin
her iki kirik noktasinin terminal uglara yaklastigi durumlarda yani segmentin biiylimesi
ile bu oran (% 75-80) artmaktadir. Parasentrik inversiyonlarin rekombinasyonlarinda
asentrik ve disentrik iiriin olustugundan yasayabilen dengesiz {irlin olasiliginin ¢ok diisiik
oldugu bildirilmektedir (Kaiser ve ark. 1984; Roberts ve ark. 1989; Daniel ve ark. 1989;
Gardner ve Sutherland 2004).

2.4.1.2. Translokasyonlar

Translokasyonlar, homolog olmayan kromozomlar arasinda parca degisimi
(resiprokal translokasyon), kromozomun ara bir segmentinin koparak ayni ya da farkl bir

kromozomun ara bdlgesine katilmasi (insersiyonal translokasyon) ya da bagimsiz 2
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akrosentrik kromozomun sentromer ya da p kollarindan birlesmesi (Robertsonian
translokasyon) ile olusan yapisal kromozom anomalileridir (Miller ve Therman 2001;

Nussbaum ve ark. 2004)
2.4.1.3. Resiprokal Translokasyonlar

Resiprokal translokasyonlar genelikle iki homolog olmayan kromozom arasinda
karsilikli parca degisimleri ile olugsmaktadir. Translokasyon tasiyicilarinin gametogenez
sirasinda olusacak kromozom dagilimina gore farkli {rtinler ortaya c¢ikmaktadir.
Resiprokal translokasyonlarin mayoz bdliinmenin pakiten evresinde kuadrivalent
olusturup ardindan kutuplara ¢ekilmesi esnasinda her iki kutba translokasyona katilan
kromozomlardan birer kromozomun gitmesi ile 2:2 dagilim, bir kutba 3 diger kutba ise 1
kromozom gitmesi ile 3:1 dagilim ve dort kromozomun da bir kutba cekilmesi ile 4:0

dagilim gerceklesir (Nussbaum ve ark. 2004).

2:2 dagilimda, homolog kromozomlarin ayristig1 ve normal kromozomlarin bir
kutba translokasyon kromozomlarimin diger kutba gittigi alternate dagilim modelinde
olusan gametlerden dengeli tasiyici veya normal iiriinler olusur. Ayrisimda bir normal ve
bir translokasyon kromozomunun ayni bir kutba gitmesi ile adjacent 1 ve 2 modeline gore
irlinde parsiyel monozomi ve trizomiye yol acan gametler olusacaktir. 3:1 dagilimda ise
tersiyer trizomi/monozomi ya da interchange trizomi/monozomi tasiyan, 4:0 dagilimda

cift trizomi ya da ¢ift monozomi tasiyan iirlinler ortaya ¢ikacaktir (Sekil 2-1 ve Tablo 2-

2).
U | .

|

A

BJ’

Sekil 2-1: Resiprokal translokasyonun pakiten kuadrivalent konfigiirasyon semasi ; Iki
normal (A, B) ve iki translokasyon (A’ , B”) kromozomlari homolog
segmentlerinin karsilikli yerlesimi (Gardner ve Sutherland 2004 , p 61, tablo 4-2)
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Tablo 2-2: Resiprokal translokasyonun dagilim modelleri tablosu (Sekil 2-16rnegi icin)

Gamet 1 Gamet 2 Dagilim modeli
2:2 dagilim
A&B A’&B’ Alternatedagilim
A&B’ B&A’ Adjacent-1 dagilim
A&A’ B&B’ Adjacent-2 dagilim
3:1 dagilim
AB&A’ B’ _ . .
Tersiyer trizomi veya monozomi igeren 3:1 dagilim
AB&B’ A’
A’B’&A B Interchange trizomi ya da monozomi igeren 3:1
A’B’&B A dagilim
4:0 dagilim
AB&A’B’ - Duble trizomi vaya monozomi igeren 4:0 dagilim

(Gardner ve Sutherland 2004, p61, tablo 4-3)

Dengesiz iirlin olasiliklari, translokasyona katilan kromozom segmetinin
biiylikliigli, kirtk noktasinin yeri, bu segmentlerin tasidigi islevsel genlerin miktari,
tastyicinin  disi ya da erkek olmasina gore oOnemli degisiklikler gostermektedir.
Translokasyon tasiyicilarinda, dengesiz iirlin tasiyan gamet riski, etkilenmis cocuk
dogurma riski ve gebelik kaybi riski ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir. Transloke olan
segment biyiikligi arttikca dengesiz iirliniin yasamla bagdasma orani diigmektedir.
Translokasyon segmentinin kiigiik olmasmin adjacent 1 dagilim modeline, sentrik
segmentin kiiclik olmasinin adjacent 2 dagilim modeline, akrosentrik kromozomlarin
kiiciik segmentle katildig1 translokasyonlarda 3:1 dagilim modeline yatkinlik olusturdugu,
hem transloke olan hem de geri kalan kromozom segmentinin biiylik oldugu
translokasyonlarda ise yasamla bagdasabilen dengesiz iiriin olasiliinin olmadigi 6ne
stiriilmektedir. Resiprokal translokasyonlarda hasta ¢cocuk dogurma riski ¢ogu otozomal

translokasyonlar i¢in %5-10 araliginda verilmektedir (Gardner ve Sutherland 2004).

2.4.1.4. Insersiyonlar (Insersiyonal Translokasyonlar)

Insersiyonal translokasyonlar, bir kromozomdan iki kirikla kopan bir parganin
olusan yeni bir kirik bolgesine intra veya inter kromozomal olarak yerlesmesi ile
olusmaktadir (Gardner ve Sutherland 2004). Bu yerlesim eger 6zgiin konumunun tersi

yoniinde ise “inverted insersiyon” denir. Insersiyonlarin ~%14’ ii de novo olusmaktadir %
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86’ s1 ise ailevi kaliim gostermektedir. Teorik olarak dengesiz gamet riskleri %50
olmasma karsin 86 insersiyon tagiyicisinin hasta ¢ocuk ve gebelik kaybi sayilarinin
derlendirildigi bir ¢aligmada, hasta ¢ocuk riski erkek tasiyicilarda %32, disilerde ise %36

bulunmustur (Van Hemel ve Eussen, 2000).

2.4.1.5. Robertsonian Translokasyonlar

“Robertsonian translokasyonlar”, akrosentrik kromozomlarin p kollarindan ya da
sentromerlerinden ug¢ uca birlesmesi ile olusmaktadir. Robertsonian translokasyonlarin
olusumunda ii¢ mekanizma One siiriilmektedir. Birincisi sentromerlerin birlesmesi,
ikincisi bir kisa kol ve bir uzun kolda olusan kiriklarin birlesmesi (tam kol resiprokal
translokasyon) ve iglinclisi ise her iki kisa kolun kirilip birlesmesi sonrasi
translokasyonun ortaya ¢ikmasidir (Nussbaum ve ark., 2004; Gardner ve Sutherland,
2004).Bu translokasyonlar non-homolog kromozomlar arasinda daha siklikla gériilmekle
birlikte ender olarak homolog kromozomlar arasinda da goriilebilmektedir. Yenidoganda
en siklikla (%75) rob(13q14q) translokasyonu saptanmaktadir. 14. ve 21. kromozomlar
arasindaki Robertsonian translokasyon ise Down sendromlu olgularda daha sik

gozlenmektedir.

Robertsonian tipi translokasyon tasiyicilarinin sperm ve oositlerinde yapilan
segregasyon analizlerinde, homolog olmayan 13. ve 21. kromozomlar i¢in, dogum sansi
olan dengesiz liriin oranlariin spermlerde %3 ile %26 arasinda, oositlerde ise %32 ile
%68 arasinda degistigi bildirilmektedir (Munne ve ark. 2000; Roux ve ark. 2005;
Frydman ve ark. 2001; Durban ve ark. 2001). Ancak gebelik {iriinleri ve dogan ¢ocuklar
incelendiginde bu oranlarin ¢ok diistiigii goriildiigiinden, dengesiz iirlinlerin gebelik
Oncesi ve/veya gebeligin baglangicinda kayboldugu kabul edilmektedir (Tablo 2-3).
Robertsonian translokasyon tasiyicilarinin dengesiz iirlin tagiyan gamet riskinin yani sira
trizomik baslayan ancak sonradan mitotik diizeltme yolu ile serbest homolog
kromozomlardan birini kaybetmesi ile ortaya ¢ikan uniparental dizomi (UPD) riskleri
bulunmaktadir. Robertsonian translokasyon tasiyanlarda dengesiz liriin veya UPD’li
cocuk sahibi olma riski disilerde erkeklere gore daha yiiksektir (Gardner ve Sutherland,
2004).
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Tablo 2-3: Robertsonian translokasyon tasiyicilarinin cinsiyetine goére dengesiz {iriin
ve/veya UPD li ¢cocuk sahibi olma riskleri

ANNE BABA
Translokasyon Dengesiz UPD Dengesiz UPD
(%) (%) (%) (%)
13ql4q 1 <0,5 <1 <0,5
13q15q 1 <0,5 <1 <0,5
13q21q 10-15 - <1 ;
13229 1 ; <1 -
14q15q - 0,5 - <0,5
14q21q 10-15 <0.5 <1 ;
14q22q ; <05 ; <0,5
15g21q 10-15 <0,5 <1 <0,5
15922q - <0,5 - <0,5
21q22q 10-15 - <1 -

(Gardner ve Sutherland 2004, 200p 128, tablo 6-3)

2.4.2. Dengesiz Kromozom Anomalileri

Fenotipik bulgu/lara yol acan, mikroskobik incelemede de saptanabilen ve genetik
materyalde segmental artis ya da kayba neden olan kromozom anomalileri “dengesiz
yapisal kromozom anomalisi” olarak siniflandirilmaktadir. Genomda yol agtig
dengesizligin biiyiikligi ve Onemine gore fenotipik etki siddeti degismektedir.
Delesyonlarin duplikasyonlardan daha agir fenotip gosterdigi ve yasamla bagdasabilme
siirmin delesyonlarda genomun %3, duplikasyonlarda ise genomun % 10’ u oldugu
genel olarak kabul edilmistir (Brewer ve ark. 1998, 1999). Bu anomaliler de novo
olusabildikleri gibi translokasyon ve inversiyon tasiyicilarinin dengesiz tiriinleri olarak da
ortaya c¢ikabilmekte ve kromozomda parsiyel kayip (delesyon), parsiyel artis
(duplikasyon) ya da her ikisi de birlikte goriilebilmektedir. Dengesiz yapisal kromozom
anomalisi, normal kromozom setine ilave olarak da bulunabilmekte, bazen ii¢ ya da daha
fazla kromozomu ilgilendirebilmektedir (kompleks kromozom anomalisi). Prenatal
karyotiplemede goriilme siklig1 %0,12 ile %0,22, yenidogan goriilme siklilig1 %0,01 ile
%0,06 arasinda degismektedir (Jacobs ve ark. 1992; Ferguson-Smith ve Yates 1984;
Forabosco ve ark. 2009; Milunsky ve Milunsky 2010).
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2.4.2.1. Delesyon

“Delesyon” genetik materyalde (kromozomal ya da DNA diizeyinde) belli bir
bolgenin eksikligine verilen genel bir tanimlamadir. Delesyon, genomda kayba ugrayan
bolge/segment i¢in “parsiyel monozomi” ye yol agmaktadir. Yenidoganda 1:7.000
siklikta goriilmektedir (Jacobs ve ark. 1992). Otozomal delesyonlar icerisinde en sik
rastlanan 5p, 4p ve 18p delesyonlaridir (Forabosco ve ark. 2009). Literatiirde 6zellikle sik
goriilen delesyon sendromlarinin 6zgiin fenotipik bulgular1 tanimlanmistir (6rn: 4p, Sp,
9p, 17p ve 18p delesyon sendromlar1). Bazi delesyonlar yiiksek ¢oziiniirliiklii kromozom
analizleri ya da FISH ve/veya molekiiler tekniklerle arastirildiginda kompleks bir yeniden
diizenlenme {iriinii oldugu ve farkli segment/kromozom igerebildikleri goriilmiistiir. Bu
nedenle saptanan delesyona 6zgiin olmayan fenotipik bulgularin varliginda molekiiler
tekniklerle inceleme yapilmasi 6nerilmektedir (Davies ve ark. 2003; Gunn ve ark. 2003;

Gardner ve Sutherland 2004).

2.4.2.2. Duplikasyon

“Duplikasyon”, genetik materyalde (kromozomal ya da DNA diizeyinde) belli bir
bolgenin artisina verilen genel bir tanimlamadir. Duplikasyon, genomda artis goriilen
bolge/segment igin “parsiyel trizomi” ye yol agmaktadir. Yenidoganda 1:7.000 siklikla
goriilmektedir (Jacobs ve ark. 1992). Ozellikle bant kalibi 6zgiin olmayan ve kiiciik
miktarlardaki (<5mb) duplikasyonlar bantlama teknikleri ile taninamamaktadir. Bu
nedenle mikroduplikasyon sendromlar1 mikrodelesyon sendromlarina gore cok daha

sonralar1 6zellikle molekiiler tekniklerle tanimlanabilmistir.

2.4.2.3. izokromozom

Kromozomun sentromerinin her iki tarafinda, ayna goriintlisiinde ayni kolun
bulunmasi ile olusan kromozoma “izokromozom” adi verilmekte olup disentrik ve
monosentrik goriilebilmektedir. Disentrik formda olanlar1 siklikla mozaik olarak
gozlenmektedir. Yasamla bagdasabildigi icin en c¢ok cinsiyet kromozomlarinda

(izokromozom Xq ve Y) goriilmektedir. Izokromozomlar normal kromozom setine ek
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olarak da bulunabilmektedir. Marker kromozomlarin da bir bolimii izokromozom
yapisindadir. En iyi bilinen otozomal izokromozomlara 6rnek 18. kromozomun kisa
kolunun izokromozomudur. Izokromozom 12p’ nin ilave kromozom olarak bulunmasi
Pallister-Killian sendromu olarak adlandirilmaktadir (Schinzel 1991). Bu sendromda bu
giine kadar ilave izokromozom kan dokusunda gosterilememis, yanlizca fibroblast
dokusunda, amniyotik siv1 hiicrelerinde ve kemik iliginde mozaik olarak saptanmistir
(Ward ve ark. 1988). Klinik etkileri bildirilmis diger bir izokromozom i(9p)’ dir (Tonk
1997).

2.4.2.4. Ring Kromozom

Kromozomun her iki kolunda meydana gelen kirilma sonrasi asentrik parcalarin
kaybolmasi ve sentomer iceren par¢anin uglarinin birlesmesi ile ortaya ¢ikan halka
gorintiisiindeki kromozoma ring kromozomu adi verilmektedir. Normal kromozom
sayisinda bir kromozomun ring formunda bulunmasi kayip olan terminal segmentler i¢in
parsiyel delesyona neden olmaktadir. Delesyon segmentinin biiyiikliigl ile orantili olarak
fenotipik etki artmaktadir. Literatiirde telomerik bolge kiriklari ile olusan ve fenotipik
etki gostermeyen ring kromozomlu olgular bildirilmistir (Melnyk ve ark. 1995;
Papoulidis ve ark. 2010). Bu duruma karsin, normal fenotipli ring kromozom
tastyicilarinin mitotik instabilite nedeni ile mozaik monozomi olugmasimin yol actigi
fenotipik etkilenmis ¢ocuk sahibi oldugu olgular da bildirilmistir (Flejter ve ark. 1996).
Ring kromozomlarinda yiiksek mitotik hata olasiligt vardir ve oOzellikle yasamla
bagdasmasi nedeniyle ring formundaki cinsiyet kromozomlarmin 45,X’ li hiicrelerle
birliktelikleri siklikla bildirilmektedir (Kosztolanyi ve ark. 2010; Bertini ve ark. 2008;
Lopez-Valdes ve ark. 2009). Ring kromozomlar normal kromozom setine ilave olarak da
gozlenmekte, parsiyel trizomilerin olustugu bu durumlar marker kromozom olarak da

tanimlanabilmektedir (Callier ve ark. 2009).

2.4.2.5. Marker Kromozom

Klasik bantlama teknikleri ile tanm1 konulamayan kromozomlar “marker

kromozom” olarak isimlendirilmekte ve genellikle diploid kromozom setine ilave olarak
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bulunmaktadir (sSMC: small supernumerary marker chromosomes). Prenatal
calismalarda 0.5-1-5/1.000 siklikla gdzlenirler (Blennow ve ark. 1994; Liehr ve ark.
2004, 2006; Warburton ve ark. 1991; Forobosco ve ark. 2009). X ve Y kokenli kiigiik
marker kromozomlar kromozom setinde ikinci cinsiyet kromozomu olarak da karyotipte
bulunabilirler, kromozomun kokeninin klinik Oonemi nedeni ile bu kromozomlarin
kokeninin aydinlatilmas1 gerekmektedir (Lopez-Valdes ve ark. 2009; Liehr ve ark. 2006).
sSMC’ lerin 6nemli bir kism1 sadece sentromer satellit yapilardan olusmakta ve islevsel
gen icermediklerinden fenotip iizerine etki gostermemektedirler. Bu tip kromozomlar
fenotipik olarak normal bireylerde saptanabilmekte ve ailevi olarak kalitilabilmektedir.
Marker kromozomlar fetal kromozom analizlerinde saptandiklarinda bu kromozomun
okromatin materyal igerip igermedigi ve buna bagl olarak fenotipik etkisinin olup
olmadig1 ¢ok biiyiik 6nem tasidigindan de novo olusmus marker kromozomun kdkeninin
belli bir algoritma ic¢inde arastirilmasi sitogenetik laboratuvarlarinin 6nemli bir
sorumlulugudur (Karaman B ve ark. 2006; Liehr ve ark. 2010). sSMC lerin %30’ u 15.
kromozom, %11’ i izokromozom 12p (Pallister-Killian sendromu), %7’ si inv dup(22)
(cat-eye sendromu), %6’ s1 1(18p) ve %7’ si 15 hari¢ diger akrosentrik kromozomlardan
olugmaktadir. Prenatal calismalarda saptanan marker kromozomun anormal fenotipe yol
acma riski %13 olarak verilmektedir (Warburton 1991). sSSMC”’ lerin ~%10’ unun ring
yapisinda oldugu ve bu olgularin % 60’ min fenotipik olarak etkilendigi bildirilmektedir
(Liehr ve ark. 2006).

2.4.2.6. Kompleks Kromozom Anomalileri

Kompleks kromozom anomalileri (CCR: complex chromosomal rearrangements)
en az ¢ kirik ile 2 ve daha fazla kromozom anomalisinin goriilmesine verilen bir
isimlendirmedir (Pai ve ark. 1980). Kompleks kromozom anomalilerinin bir boliimii
goriintirde dengeli kompleks translokasyonlardir. Dengeli kompleks translokasyonlarin
~%68’ 1 konjenital malformasyon tasiyan yenidogan ya da iireme sorunu olan olgularda,
~%23’1 fenotipik bulgular tasiyan olgularda ve ~%9’ u da prenatal karyotiplerde
saptanmaktadir. 246 de novo yapisal kromozom anomalisinin derlendigi 269.371 olguluk
pranatal tani calismasinda de novo CCR sikligit % 0.03 oldugu ve disi tasiyicilarin
erkeklerden 3 kez fazla oldugu bildirilmektedir (Giardino ve ark. 2009). Fenotipik olarak



18

normal CCR tagtyan bireylerin, ~%50 spontan gebelik kaybi riski ve ~%20 dengesiz iiriin
tagiyan ¢ocuk sahibi olma riski tasidigr bildirilmektedir (Madan ve ark. 1997). Erkek
CCR tastyicilarinin 6nemli bir kisminda oligospermi ve azosperminin yol actig infertilite
sorunu oldugu bildirilmektedir (Kim ve ark. 2010). FISH ve molekiiler incelemeler ile
mikroskobik olarak dengeli goriinen translokasyonlar ve kompleks kromozom
anomalilerinin bir bdliimiinde kirik noktalar1 ya da 6nceden belirlenmemis baska bir
lokus tizerinde yeniden diizenlenmeler oldugunu ortaya konulmustur (Ballarati ve ark.

2009).

2.4.2.7. Submikroskobik Yapisal Kromozom Anomalileri

Mikroskobik olarak goriilebilecek yapisal anomalilerin biiyiikliigli degerlendirilen
kromozomun bant ¢oziiniirliig, kalite ve degerlendirenin deneyimine gore degismekle
birlikte yaklasik >3-5 Mb dir. Yapisal kromozom anomalisinin klasik bantlama teknikleri
ile goriintiilenemeyecek kadar kiiciik olmasi durumunda bu anomali “submikroskobik
anomali” olarak tanimlanmaktadir. Bu anomaliler ancak molekiiler sitogenetik ya da

molekiiler genetik tekniklerle gosterilebilmektedir.

Yiiksek c¢Oziniirliiklii bantlama teknikleri (HRBT: High resolution Banding
technique) ve FISH tekniklerinin uygulanmasi ile birgok submikroskobik
delesyon/duplikasyon sendromu tanimlanmistir (Orn: DiGeorge sendromu, Williams
sendromu, Smith Magenis sendromu, Miller Dieker sendromu, Angelman/Prader willi
sendromu, 1p36 delesyon sendromu, 17q21.31 delesyon sendromu, 22qll1.21

duplikasyon sendromu, 16p13.3 delesyon sendromu v.d).

Kromozomlarin telomerik bolgeleri islevsel genler i¢in son derece zengin bdlgeler
olmasina karsin bantlama teknikleri ile 06zglin bant kalibi gdstermediklerinden
degerlendirilmesi ¢ok zor bdlgelerdir. Son yillarda kromozomlarin subtelomerik
bolgelerinin arastirilmasi amaciyla gelistirilen molekiiler sitogenetik ve molekiiler genetik
testler bir¢cok farkli olgu grubunda uygulanmis ve farkli sikliklarda subtelomerik yeniden
diizenlenmeler bulunmustur (Knight ve ark.,1999). Saptanan anomali sikliklar1 arasinda

olgu grubunun secim kriterlerine ve ¢alisma metoduna bagli olarak oldukca farkliliklar
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bulunmaktadir. Bir¢ok sayisal ve yapisal kromozom anomalisinin farkli konjenital
anomalilerin yan1 sira zihinsel yetersizlige de yol actig1 bilinmektedir. Bununla birlikte
zeka geriligi olgularinin ¢calisma grubu olarak secildigi arastirmalarda yapilan kromozom
analizlerinde %4-34.1 arasinda degisen oranlarda kromozom anomali insidansi
saptanmistir (Xu ve Chen 2003). Ote yanda kromozom analizleri normal sonuglanmig
zeka Oziirlii olgularda yapilan subtelomerik FISH, SKY, MAPH ve MLPA teknikleri ile
yapilan subtelomer incelemelerinde %0-29,4 arasinda degisen oranlarda telomerik
yeniden diizenlenmeler saptanmistir (Tablo 2-4). Kromozom analizleri ve Frajil X
calismast normal sonuglanmis 11.688 olguluk subtelomerik FISH c¢aligmasinda
subtelomerik anomali oran1 %2,5 olarak bulunmustur (Ravnan ve ark, 2006). Kromozom
anomalisi saptanmamig konjenital anomalili olgulardaki subtelomerik FISH
caligmalarinda subtelomerik yeniden diizenlenmelerin oranm1  %4-13.3  olarak

bildirilmektedir (Popp ve ark. 2002; Gignac ve ark. 2006).

Submikroskobik kromozom anomalilerinin molekiiler tekniklerin de kullanildig1
yeni ¢aligmalarda, icerisinde 17q21.31, 15q13.3, 15q24, 1g41-1q42, 16pl11-12.1, 2p15-
16.1, 9922.3 kromozom lokuslarmin da bulundugu bir¢ok yeni sendrom tanimlanmistir
(Slavotinec 2008; Rosello ve ark. 2010; Spengler ve ark. 2010; Goumy ve ark. 2010).

Tablo 2-4: Zihinsel 6ziirlii olgularda farkh tekniklerle subtelomerik bolge arastirmalari ve
literatiirle karsilastirmasi

Referans Olgu sayis1 Anomali sayist %
Subtelomerik FISH

Viot ve ark.(1998) 17 4 23
Vorsanova ve ark.(1998) 209 8 3,8
Lamb ve ark.(1999) 43 1 2,3
Knight ve ark.(1999) 28?8(;?;; fgi\r/lll\{AR 211 g:g
Uhrig ve ark. (1999) 20 2 10,0
Joyse ve ark.(2001) 200 0 0
Rossi ve ark.(2001) 200 13 6,5
Hersh ve ark (2001) 44 3 6,8
Fan ve ark (2001) 150 6 4,0
Riegel ve ark (2001) 254 13 5,1
Sismani ve ark (2001) 70 1 1,4
Anderlid ve ark (2002) 111 10 9,0
Baker ve ark (2002) 250 9 3,6
Clarkson ve ark (2002) 50 2 4
Sogaard ve ark.(2005) 132 9 7
Baroncini ve ark (2005) 219 12 5,5

Ravnan ve ark.(2006) 11.688 303 2,6
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CGH

Joly ve ark (2001) 17 5 29,4
Kirchhoff ve ark (2001) 144 4 2,8
PRINS

Bonifacio ve ark (2001) 65 2 3
GENOTIPLEME

Flint ve ark (1995) 99 3 3
Slavotinek ve ark (1999) 27 2 7,5
Colleaux ve ark (2001) 24 2 8,3
Borgione ve ark (2001) 30 2 6,7
Rooms ve ark.,(2004) 75 3 4
MLPA

Rooms ve ark.(2004) 75 4 5,2
Koolen ve ark.(2004) 210 14 6,7
Kirchhoff ve ark.(2007) 258 15 5,8
DiZiN (ARRAY)

Menten ve ark (2006) 140 11 8
Shao ve ark.(2008) 1.813 69 3,8
Thuresson ve ark. (2007) 48 3 6

(Xu ve Chen. 2003’ den alinarak degistirilmistir)

2.5. KROMOZOM ANOMALILERININ TANI YONTEMLERI

Kromozom analizlerinde hedef, sayisal anomalilerin yani sira olasi tiim yapisal
dengesizliklerin de arastirilmasidir. ilk sayisal anomalinin tanimlandigi 1959 yilindan
giinimiize kadar bu alanda biiylik asamalar kaydedilmis, gelistirilen yeni tekniklerin
kullanim ile birgok mikrodelesyon/duplikasyon sendromu tanimlanmistir (Bonnet 2010;
Van bon 2010; Portnoi 2005; Somerville 2005; Berg 2009). Glinlimiizde, bu tekniklerin
birlikte kullanimi ile daha etkin fakat maliyet agisindan da daha uygun olan yontem ve
algoritmalarin gelistirilmesine c¢alisilmis ve ¢alisilmaktadir. Insan kromozomlarinin
analizleri sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler yontemlerle yapilabilmektedir.
Sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemlerle metafazlar incelendiginde ¢alisma
hassasiyetine bagli olarak sayisal ve yapisal anomaliler hem dengeli hem de dengesiz
olarak arastirilabilirken, molekiiler yoOntemlerle dengeli yapisal anomaliler

gosterilememektedir.
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2.5.1. Kromozom Anomalilerin Tamisinda Klasik Sitogenetik Yontemler

Klasik sitogenetik incelemelerde, hiicreler kiiltiir edilmeden veya hiicre kiiltiirii ile
cogaltilarak elde edilen metafaz plaklar1 kullanilmaktadir. Bunun i¢in kiiltiir hiicrelerinin
mitoz boliinmeleri, inhibe edici ajanlarla (kolsisin, vinblastin v.b.) durdurulmakta
ardindan hipotonik bir soliisyon ile hiicreler sisirilip fikse edilerek preparatlara
yayilmaktadir. Bantlama tekniklerinin heniiz bilinmedigi ilk yillarda kromozomlar
konvasiyonel olarak boyanip sayisal ve biiylik yapisal anomaliler agisindan incelenmekte
idi. Giinlimiizde kromozomlar farkli bantlama teknikleri (GTG, HRBT, RBG, NOR,
CBG, QFA vd.) ile bantlanip 151k mikroskobu ile incelenmektedir. Elde edilen
kromozomlarin rezollisyonu haploid set icin 250 ile 850 bant diizeyine kadar
degisebilmektedir. Ortalama 550 bant diizeyi ~5SMb lik bir rezoliisyonla kromozomlarin
yapisal anomalilerinin taninmasina olanak saglamaktadir (Schaffer ve Bejjani 2004). Bu
durum aragtirllan bodlgenin 6zgiin bir bant kalibi1 igerip igermemesi ile de
degisebilmektedir. Ballif ve ark.” nin (2007) GTG, subtelomerik ve lokus spesifik FISH
calismasi normal sonuglanmis 6.946 olguluk aCGH c¢alismasinda, SMb dan daha biiyiik
bir bolgeyi iceren yeniden yapilanma tasiyan olgularin gozden kagabildigi ve bu
bolgelerin daha ¢ok subtelomerik bolgeler oldugu dikkat c¢ekicidir. Yu ve ark. (2003) ayni
deneyimi paylasmis ve rutin analizlerde yaklasik 10-15Mb kadarlik degisikliklerin dahi

gozden kagabilecegini ileri siirmiislerdir.

Bu nedenle incelenen olguda test istemi sirasinda herhangi bir mikrodelesyon i¢in
6zglin klinik bulgunun olmasi ve klinisyenin bunu endikasyonda belirtmesi segici analiz
sagladigindan yapisal degisimin daha dikkatli arastirilmasina olanak sunmaktadir. GTG
ve HRBT gibi klasik bantlama tekniklerinin yeterli gelmedigi 5 Mb’den daha kiigiik
yapisal anomalilerin tanimlanabilmesi i¢in molekiiler sitogenetik ya da molekiiler genetik

yontemlerle arastirma yapilmasi1 gerekmektedir (Shaffer ve ark. 2004).

2.5.2. Kromozom Anomalilerin Tanmisinda Molekiiler Sitogenetik Yontemler

Klasik yontemler ile 550 bantlik rutin analizlerde 5Mb’ dan daha kiiciik

kromozomal degisimlerin taninmasi miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle, 6zellikle
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bilinen mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlarinin tanisinda kullanilan
yontemler igerisinde en pratik, hizli ve maliyet agisindan uygun olan yontem bu
sendromlara 0zgiin problarin kullanimi ile gerceklestirilen FISH teknigidir. Bu problar
ancak sendroma oOzgiin klinik bulgularin varliginda kullanilabilmektedir. Kanser
dokularinda da, klasik yontemlerle birlikte kullanilan FISH teknigi tanida ¢ok &nemli
katkilar saglamaktadir. Kromozomlarin subtelomerik boélgeleri genler agisindan ¢ok
zengin olmakla birlikte bant kaliplar1 6zgiin degildir ve anomalilerinin tanis1 klasik
bantlama teknikleri ile hemen hemen imkansizdir. Bu bolgelerin 6nemi anlagildiktan
sonra gelistirilen subtelomerik bdolgelere 6zglin FISH problar, klasik yontemlerle
kromozom anomalisi gosterilemeyen non-spesifik MKA/MR olgularinda anomalinin
arastirilmasinda onemli katkilar saglamistir. Ravnan ve ark. (2006) 11.688 olguda
yaptiklar1 subtelomerik FISH c¢alismasinda %3 oraninda subtelomerik yeniden
diizenlenme saptamistir. Literatiirde MKA/MR olgularinda bu oran 9%0-23 arasinda
verilmektedir (Joyce ve ark. 2001; Viot ve ark. 1998). Saptanan anomali oranlarindaki

farkliliklar 6zellikle olgu se¢im kriterlerine bagli olmaktadir.

Dizin ¢alismalarinin 6nciisii sayilan “kromozomal CGH” yontemi de molekiiler
sitogenetik teknikler arasinda sayilmaktadir. Bu ydntem, incelenen DNA ile normal
yapidaki kontrol DNA nin farkli fluoresanli boyalar ile isaretlenerek metafaz
kromozomlarinda hibridizasyonu ve flouresan sinyallerinin mikroskopla goriintiilenerek
sinyallerin birbirine oranmin karsilastirilmasi esasina dayanmaktadir. Her iki flouresan
renginin kromozom tizerinde olusturdugu dengenin bozulmasi ile delesyon/duplikasyon
tanisina gidilmektedir. Bu teknik, ilk olarak tiim genomun incelenmesine olanak
saglamas1 bakimindan devrimsel bir nitelik tasimasina karsin kromozomlarin
perisentromerik ve terminal bolgelerinde hassasiyetin diisiik olmasi, rezolusyonunun
kisith olmasi uygulama ve analiz zorlugu, yaygin kullannmina engel olmaktadir

(Bryndorff ve ark. 1995; Nacheva ve ark. 1998; Jacobsen ve ark. 2000).

2.5.2.1. FISH Analizleri

In situ hibridizasyon islemi; isaretli DNA dizilerinin (prob) lam iizerinde bulunan

metafaz ya da interfaz nukleuslarindaki dentiire edilmis DNA dizilerine hibridize
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edilmesi ve probun tasidigi isaretin goriintiilenmesine dayanmaktadir. Probun flouresanl
boyalar ile isaretlenmesi nedeniyle, “Flouresan in situ hibridizasyon (FISH)” tanimlamas1
kullanilmaktadir. Problar YAC, BAC veya kozmid kiitiiphanelerinden elde edildigi gibi,
ozellikle satellit dizilerinde PCR ile de ¢ogaltilabilmektedir. Bir¢ok prob ¢esidinin ticari
formu bulunmaktadir. Genomda istenen bdlgeler i¢in 6zel prob tasarimi laboratuvar
ortaminda degisik isaretleme ve klonlama metodlar1 ile de yapilabilmektedir. Uretilen

problar hedef aldiklar1 kromozom bolgelerine gore isimlendirilmektedir. Bunlar;

Satellit problari: kromozomlarin satellit dizilerini igeren problardir. Sentromerik

satellit (alfa satellit), heterokromatik satellit (Yq, 1q) dizilerine yonelik hazirlanmistir.

Boyama problart: Bir kromozomun bir kolunu ya da tim kromozomu

isaretleyebilen problardir.

Lokus spesifik problar: Kromozomlarin sadece belli lokuslarina yonelik
hazirlanan problardir. Ozellikle mikrodelesyon sendromlarina yénelik problar bu gruba

girerler (Di George lokus spesifik probu, Elastin gen lokus spesifik probu vb).

Telomerik problar: Bunlar telomerik tekrar dizilerini igeren problardir. Pan
telomerik FISH problar1 olarak da isimlendirilirler. Ayni prob tiim kromozomlarin

telomerik bolgelerine eslenik oldugundan tiim telomerlerde sinyal verirler.

Sub telomerik problar: Kromozomlarin telomerik uglarina yakin olan 6zgiin gen
bolgelerindeki lokuslart hedef olan problardir. Her bir kromozomun subtelomeri i¢in ayri

olarak uretilmektedir.

Translokasyon problari: Bilinen bazi translokasyonlarin yeniden diizenlenmis
pozisyonuna gore lretilen, flizyon {riiniinii tantyan problardir. Onkolojik ¢aligmalarda

bilinen translokasyonlarin tanisi i¢in kullanilmaktadir.
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Breakapart (pargalara ayrilan) problar: Kirik beklenen bdlgede komsu iki alani
hedef alan ve kirikla birlikte ikiye ayrilarak, ayri renk ile farkli sinyal veren problardir.

Onkolojik ¢aligsmalarda bilinen translokasyonlarin tanisinda kullanilirlar.

Ticari problarda yapilan yeniliklerle, problarin 5 farkli renkte floresan boyalarla
isaretlenebilmesi bu problarin 6zellikle fetal kromozom calismalarinda hizli anéploidi
tanisinda kullanilmasini saglamistir. Tepperberg ve ark.’nmin (2001) yayinladiklar
retrospektif bir ¢aligmada; sik rastlanan sayisal kromozom anomalileri olan 13, 21, 18, X
ve Y kromozomlar1 i¢in Aneuvysion probu ile toplam 6.576 olguda interfaz FISH
incelemesi yapildigi ve klasik sitogenetik metodla %99,8 uyum goriildiigii bildirmistir.
Ayni ¢alismada o giine kadar yapilan tiim aneuvysion taramalarinda kendi ¢aligmalari da
dahil 29.039 olguda %0.003 yanlis pozitiflik orant ve %0.024 yanlis negatiflik orani
saptandigini bildirmistir. Goriildiigli iizere ilgili 5 kromozom i¢in yiiksek dogruluk ve
hassasiyette tarama amagli FISH incelemeleri yapilabilmekte fakat diger kromozomlarin
olas1 sayisal anomalileri (6zellikler mozaisim agisindan) ve tiim kromozomlarin yapisal

anomalilerini tanimaya yetersiz kalmaktadir.

Ozel olarak tasarlanmis lam ve lamellerle ayn1 lam {izerinde 24’e kadar farkli
bolgeye hibridizasyon yapilabilen multiprobe FISH (Multiprobe®-Cytocell) yontemi de
ayn1 preparatta birden fazla lokus/kromozomun, flouresan mikroskopla bir program ve
bilgisayar destegi olmadan incelenebilmesine imkan tanimaktadir. Bu metod bir¢ok
amacla kullanilabilmekte, marker kromozomlar, marker kromozomlarin ve yapisal
kromozom anomalilerinin aydinlatilmasinda siklikla kullanilabilmektedir. Bundan baska
kendilerine 0zglin programlarla analizleri yapilabilen o6zel spektral kamera ile
kromozomlarin tiimiiniin farkli bir spektrumda boyandigzi SKY® ve kromozomlarin
floresan renklerle bantlanarak ayrildigi, birden fazla ticari firmanin satisin1 yaptig farkl
marka M-FISH problar1 da molekiiler sitogenetikte daha seyrek de olsa kullanilmaktadir
(Sung ve ark. 2009; Lee 2010).

Rutin  uygulamada mikrodelesyon sendromlarinin, yapisal kromozom
anomalilerinin ve marker kromozomlarin detayli olarak arastiriimasi, onkolojik amagli

yapisal ve sayisal kromozom anomalileri, prenatal amacli andploidi taramalar1 ve
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preimplantasyon genetik tarama ¢aligsmalarinda FISH tekniginden yararlanilmaktadir (Xu

J, Chen. 2003; Karaman ve ark. 2006).

2.5.3. Kromozom Anomalilerinin Tanisinda Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler genel olarak DNA ve RNA diizeyindeki degisimlerin
arastirmalarinda kullanilmaktadir. Ancak kromozom analizleri ile gosterilemeyecek kadar
kiigiik (<3-5 mb) kromozom anomalilerin tanisinda da uygulama alani bulmustur.
Ozellikle de homolog kromozomlar arasindaki farkliliklarin taninmasina yonelik
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda ger¢ek zamanli dongii cihazi (real time PCR) ve kapiler
jel elektroforezinin de kullanimi ile uygulanan doz c¢alismalari 6ne ¢ikmaktadir.
Andploidi taramalari i¢in kulanilan kantitatif (QF) PCR, Y mikrodelesyonlarinin tanisi
icin kullanilan multipleks PCR 6n plana ¢ikmaktadir. Bu teknikler yapisal kromozom
anomalilerinin ayrintili olarak incelenmesine de olanak saglamaktadir (Duno ve ark.
2004; Boehm ve ark. 2005; Balakrishnan ve ark. 2006). Giinlimiiz ilerlemeleri ile dolayl
olarak kromozomlardaki doz degisikliklerinin arastirildigi bazi aragtirmacilarin sanal
karyotipleme (virtual karyotyping) olarak da isimlendirdigi mikrodizin analizleri de
molekiiler sitogenetik alaninda degerlendirilmektedir (Zhang ve ark. 2009; Alvarez ve

ark. 2010).

Yapisal anomalilerin aydinlatilmasinda kullanilan molekiiler teknikler olarak;

kantitatif PCR, MAPH, MLPA ve mikrodizin sayilabilir.

2.5.3.1. Kantitatif PCR

Kantitatif PCR yontemi, fluoresan boyalarla isaretli primerler kullanilarak, gercek
zamanli PCR {iriinii olan DNA’nin belirlenmesi ve miktarinin gosterilmesi esasina
dayanan bir tekniktir. Fluoresan sinyali PCR {iriin miktariyla dogru orantili olarak
artmakta, DNA veya RNA’nin miktarlarinin PCR analizi sirasinda ya da kapiler
elektroforez ile belirlenmesi ile sonu¢ elde edilebilmektedir. Kantitatif PCR hizli
andploidi taramasi i¢in uygun bir yontemdir. Bu yontemde, sayisal olarak taranacak her

bir kromozomun, belirli STR (short tandem repeat) bolgesine yonelik farkli isaretli
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primerleri ile termal dongii cihazinda belirli sayidaki siklusta (20-30 siklus) PCR
gerceklestirilmektedir. Siklus sayisinin belli bir sayida tutulmasi, iiriiniin deneydeki kalip
dizisinin miktar1 ile orantili olmasini saglamaktadir. Elde edilen PCR firiinii, kapiler
elektorforez cihazinda yiiritiiliir, doz miktar1 ve STR uzunluk farkliliklarina bakilarak
incelenen kromozomlar i¢in sayisal olarak bilgi edilinilir. Kantitatif PCR teknigi ayni
zamanda polimorfik olmayan o6zgiin dizilerin dozunu arastirmak amach da
kullanilmaktadir. Baz1 yapisal kromozom anomalilerinin dogrulanmasi (konfirmasyonu)
bu yontemle yapilmaktadir (Van der Aa ve ark. 2009; Merla ve ark. 2010; Sommerville
ve ark. 2005). Bu durumda, olguda arastirilacak bolgeye ilaveten farkli bir bolge de
secilir. Ayn1 bolgeler kontrol birey/lerinde de secilip farkli DNA yogunluklarinda PCR
islemleri gergeklestirilir. Iislem sonrasi kontrol bireyindeki iki iiriiniin orani ile olgudan
elde edilen iirlinlerin oranlar karsilastirilarak rolatif olarak arastirilan bodlgenin dozunda

artma ve azalma olup olmadigina karar verilir.

2.5.3.2. MAPH (Multiplex Amplification and Probe Hybridization)

Aragtirilacak bolge i¢in farkli uzunluklarda hazirlanmis problarin naylon
membran {izerinde, genomik DNA ile hibridizasyonu sonrasinda yapilan, yikama ve
kantitatif PCR temeline dayanan bir tekniktir. Sonuclar multipleks olarak tek calismada
elde edilmektedir. Elde edilen fragmanlar jel ya da kapiler elektroforezde yiiriitiilerek
degerlendirilebilmektedir (Sellner ve ark. 2004; Patsalis ve ark. 2007). MAPH degisik
calisma gruplarinda kullanilan bir teknik olmakla birlikte, 6zellikle agiklanamayan zeka
geriligi olan olgularda sub telomerik bolgelerin delesyon ve duplikasyonlarinin
arastirilmasinda, tek gen hastaliklarinin (Duchenne Muskular Distrofi. vb.) delesyon ve
duplikasyon tipi mutasyonlarinin taranmasinda (Hollox ve ark., 2002) ve bazi kanser

olgularinin gen taramalarinda (Rakha ve ark.2004) kullanilmaktadir.

2.5.3.3. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

MLPA®(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) Tiirk¢e’ ye “Cogul
ligasyon bagimli arttirim” olarak da terciime edilebilecek bu teknik, Iniikleotidlik farki
bile ayirt edebilecek etkinlikte olup, genomik DNA veya RNA 0Orneginin 50 den fazla
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bolgesi i¢in kopya sayist degisikliklerini multipleks PCR teknigi kullanarak
arastirilmasina olanak vermektedir (Schouten JP ve ark. 2002). MLPA teknigi, termal
dongii cihazi ve kapiler elektroforez cihazi bulunan laboratuvarlarda uygulanabilecek
kolay bir tekniktir. Bu teknik ile ayni ¢alismada 96 6rnek birlikte ¢alisilabilmekte ve 24

saat icinde sonug¢ alinmasina olanak vermektedir.

MLPA tekniginin uygulamasi asagida sematik olarak (Sekil 2-2) de

gosterilmektedir.
MLPA, Multi igati Probe ification
1.DEHATURASYOHEHIBRIDIZAS YON +— PCR primer dizisi X
PCR primer dizisi ¥ ——4 +— Dolgu dizisi ther hedst
*—_Hibridizazyon 5y bilge icin ayr uzunlukta)
dizizi
5 g

. |
¥ HedefDizid 5 3 HedefDiziB 5
2.LIGASYON

X

oy X Probun her bir parcas komsu hedef
dizilere hibridiza olur ve termostable

37 edet DizI 5 ligaz iki prob parcasin ligasyonla

S birlestirir
¥ HedefDiziB 5
3PCR ) ) . . "
©Ayn primerle gasyon gergeklegmig tim prablar PCR ile godattir
' X ¥ X Her probun amplifikasyon Qrind
g 7 5 ¥ Gzgln uzunluktadir £130-430 bg)

4. AMPLIFIKASYON URUHLERININ ELEKTROFOREZ ILE AYRISTIRILMASI
Amplifikasyon irinleri elektroforez ile aynildikitan sonra, ¢odattilmig problar Kontrol

drnedin ile kargilagtinldigimda hedef bélgenin kopya sayisi hakkinda géreceli olarak
artma azalma yada denklik gosterir

ol elektrogram

.‘ | J_ | |’ | J--Il.J' II _,|| ll \ | |I || :_'| II__ hoA _,||_ LA _!'I y _-I'._

J—

RITIy

I

Kontrol elektrograrn

(Schouten ve ark. 2002 yaymindan uyarlanmistir)
Sekil 2-2: MLPA teknigi uygulamasinin sematik anlatim
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Genlerin parsiyel ya da total delesyon/duplikasyonlarinin birgok genetik hastalikta
iliskili oldugu bilinmektedir. Bu kopya sayis1 degisiklikleri bazen bir¢ok komsu gen
bolgesini bir arada igerecek sekilde (DiGeorge sendromu, Williams sendromu, Williams
bolgesi duplikasyon sendromu vb.) gozlenmektedir. Kopya sayisinda ortaya ¢ikan bu
degisimlerin varliginin arastirtlmasinda FISH, CGH, dizin teknikleri, Southern blotting
ve doza bagimli metodlar (kantitatif PCR, real time PCR, MAPH vb) kullanilmaktadir.
Uygulama kolaylig1 nedeni ile, MLPA teknigi genlerdeki kopya sayist degisikliklerinin
sorumlu oldugu tek gen hastaliklarinda tan1 koyma oranlarini ylikseltmektedir (Aretz ve
ark. 2007; Redeker ve ark. 2008; Kanno ve ark. 2007; Aldred ve ark. 2006; Dikow N.
2007; Bittel ve ark. 2007; Procter ve ark. 2006)

Postnatal olgularda MLPA kullanimi, telomerik bolgelerdeki kopya sayisi
degisikliklerinin taranmasi, Duchenne miiskiiler distrofisinde, meme ve kolon kanseri
(Schouten ve ark 2002) ve fetal andploidi taramalarinda yaygin olarak kullanilmaya
baglanmistir (Kirchhoff ve ark 2007). Giiniimiizde, prenatal olgularinda andloidi
taramasi, metilasyona 6zgiin problar ile Prader Willi/Angelman sendromu, Fragile X
sendromu ve bazi metilasyon iliskili kanser arastirmalari ile sub telomerik ve
mikrodelesyon /duplikasyon sendromlarindaki genis olgu gruplarinda kullanilmaktadir.
Son yillarda subtelomerik ve mikrodelesyon/duplikasyon sendromik problari prenatal
olgularda da kullanilmaya baglanmistir (Hoppman-Chaney ve ark. 2010; Madrigal ve
ark. 2007; Park ve ark. 2011; Goumy ve ark. 2010).

Ticari olarak 2010 yili sonunda ~350 den fazla MLPA prob seti bulunmaktadir.
MLPA problar1 nérogenetik hastaliklar, mental retardayon, tiim andoplidi taramasi,
sentromerik tarama, onkolojik taramalar, tiimor karakterizasyonu, metilasyon gosteren
genlerin arastirilmasi, farmakogenetik arastirmalar gibi farkli konulara yonelik olarak,

~10.000 den fazla lokus kapsamaktadir.

Ayrica, bilinen mikrodelesyon/duplikasyon sendromlarmi tanimaya yonelik
problarin yani sira, submikroskobik yapisal kromozom anomalilerinin taranmasina da
hizmet edecek subtelomerik lokuslari hedef alan prob setleri de ticari olarak

bulunmaktadir. MRC Holland firmas1 tarafindan kullanima sunulan subtelomerik prob
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setinden calismada kullanilan PO70 prob seti ve sendromik setlerinden P245 prob seti
lokuslari, hedef aldig1 fragmanlarin uzunluklari, her bir lokusda hedeflenen gen bdolgesi,
prob numarasi ve “mapview built 36” genomik harita pozisyonlar: sirasiyla tablo2-5 ve
tablo 2-6" da gosterilmektedir. Subtelomerik prob setinde, akrosentrik kromozomlarin p
kollar1 yerine q kollar1 proksimal bolgelerindeki lokuslar taranmaktadir.
Mikrodelesyon/duplikasyon sendromlarina yonelik hazirlanmis P245 prob setinin hedef
aldig1 sendromlar, bunlarin kromozomal lokuslari ve bu sendromlarla iligskilendirilen

klinik bulgular tablo 3-2” de sunulmaktadir.

Subtelomerlerin taranmasina yonelik MLPA problari, kromozomlarin sub
telomerlerinde farkli lokuslar1 kapsayacak sekilde cesitlendirilmis olarak sunulmaktadir.
Bu problardan P036 ve PO70 prob setleri en ¢ok kullanilan subtelomerik bdlge tarama
problar1 olup birbirlerinin dogrulama ¢alismasinda kullanilmaktadir. Literatiirde zeka
geriligi tastyan olgu gruplarinda, subtelomerik tarama problar1 kullanilarak yapilan
MLPA calismalarinda %1,8 ile 5,9 arasinda degisen oranlarda subtelomerik yeniden

diizenlenme bildirilmektedir (Tablo 2-10).

Tablo2-5:MLPA SALSA P070-A2 Human Telomere-5 Prob setinin lokus detaylar:

Uzunluk | Kromozom Aragtrdii gen Migkspéob Mapvie}’v build 36
(nt) pozusyonu numarasi poziisyonu

64_;(;76_ Q-fragmanlari: DNA kalite kontrol fragmanlari

88-92-96 | D- fragmanlari: Denaturasyon kontrol fragmanlari
100 X- fragmanlari: Cinsiyet kontrol fragmani
105 Y- fragmanlari: Cinsiyet kontrol fragmani
118 Y- fragmanlari: Cinsiyet kontrol fragmani
130 1q SH3BP5SL(KIAA1720) 4084-1L.03605 01-247.08
137 2q ATG4B(=APG4B) 2781-L03168 02-242.25
144 3q KIAA40226 2690-L02842 03-198.88
151 4q FRG1 2691-1.02843 04-191.10
158 5q GNB2LI 2790-L02232 05-180.60
165 6q TBP 2694-1.02844 06-170.71
172 7q VIPR2 2793-L03167 07-158.63
179 8q RECQL4 2695-L00610 08-145.71
186 9q EHMTI 2792-1.02846 09-139.78
194 10g ECHSI 2696-1.02847 10-135.03
202 11q IGSF9B(=KIAA1030) 2697-1.02848 11-133.29
210 12q ZNF10 2686-1.02849 12-132.24
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Uzunluk | Kromozom Arastirdign gen Migkspéob Mapvie}’v build 36
(nt) pozusyonu numarasi poziisyonu
218 13q CDClI6 2698-L00753 13-114.03
226 14q MTAI 2699-L02850 14-104.99
234 15q TM2D3(=FLJ22604) 2701-L02851 15-100.01
242 16q GASS8(=GASII) 2702-L00734 16-088.64
250 17q SECTM1 2703-L03169 17-077.87
258 18q CTDPI 2704-L03607 18-075.58
266 19q BC-2 2705-L02853 19-063.76
274 20q UCKLI(=FLJ20517) 2706-L00642 20-062.05
282 21q S100B 2587-L02854 21-046.85
290 22q ARSA 2707-L00661 22-049.41
208 | X YAUPAR2 | pavpr(=sysLi) 2708-L02855 | AR Ho S
306 Ip TNFRSF18 2270-L01762 01-001.13
314 2p ACPI 2709-L02856 02-000.27
322 3p CHLI 2896-L02363 03-000.34
330 4p ZNF141 2779-L02221 04-000.32
338 5p LOC133957 2791-L02233 05-000.26
346 6p IRF4 4077-L03462 06-000.34
354 Tp UNC844 2780-L02857 07-000.84
362 8p FBXO025 2715-L00973 08-000.40
370 9p DOCKS(=FLJ00026) 2716-L00688 09-000.38
378 10p ZMYNDI1(=BS69) 5180-L02227 10-000.22
386 11p BETIL 2784-1.02226 11-000.20
394 12p JARIDIA(=RBBP2) 2787-1.02229 12-000.29
402 “13p”* | PSPCI 2717-L03608 13-019.25(Acrocentric)
410 “14p™* ADPRTL?2 2718-1L.00732 14-019.90(Acrocentric)
418 “15p7* NDN 4026-L01542 15-021.48(Acrocentric)
426 16p DECR2 2720-L00648 16-000.40
434 17p RPH3AL 4081-L03465 17-000.18
442 18p THOCI 2789-L02231 18-000.20
450 19p PPAP2C 3501-L02880 19-000.23
458 20p ZCCHC3(=FLJ22115) 2723-L00641 20-000.23
466 “21p”* | STCH 2724-1.00334 21-014.68(Acrocentric)
474 “22p”* | IL17RA 2725-L00660 22-015.96(Acrocentric)
482 X/Yp (PARI1)SHOX 3714-L00910 X/Y-000.52(PAR region)

*13, 14, 15, 21 ve 22. kromozomlarin belirlenen tarama bolgeleri kolu olarak belirtilen bolgeler i¢in q kolu
perisentromerik lokuslar kullanilmaktadir.
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Tablo2-6:MLPA SALSA P245A2 Mikrodelesyon Sendromlar: Prob setinin lokus-sendrom

iliskileri

Uzunluk SALSA MLPA prob numarasi Kromozom iligkili Sendrom

(nt) pozisyonu
64-70-76-82 | Q-fragmanlari: DNA kalite kontrol fragmanlari

88-92-96 D- fragmanlari: 88 ve 96 Denatiirasyon kontrol fragmanlar1 92 ligasyon kontrol fragmani
100 X- fragmanlari: Cinsiyet kontrol fragmani
105 Y- fragmanlari: Cinsiyet kontrol fragmani
118 Y- fragmanlari: Cinsiyet kontrol fragmani
130 TNFRSF4 Probe 2269-L01761 1p36.33 1p36 delesyonsendromu
136 GATA3 Probe 7632-L07317 10p DiGeorge bolgesi 2 (10p)
142 PAFAHIBI Probe 4120-L03532 17p13.3 Miller-Dieker bolgesi
148 MECP2 Probe 9310-L09999 Xq28 MECP2/ Xq28 duplikasyonu
154 NSDI Probe 2595-L08077 5g35.3 Sotos sendromu
160 UBE3A Probe 4620-L00863 15q12 Prader-Willi/Angelman
166 GABRD Probe 4690-L07966 1p36.33 1p36 deletion sendromu
172 CREBBP Probe 3087-102487 16p13.3 Rubinstein-Taybi sendromu
178 GNBI Probe 2890-L07968 1p36.33 1p36 delesyonsendromu
184 MECP2 Probe 9311-L10002 Xq28 MECP2/ Xq28 duplikasyon
190 SEMA7A Probe 8380-L10003 15g24.1 “15g24 delesyonsendromu
196 CLDNS Probe 1218-L06270 22ql1.21 DiGeorge sendromu
202 MECP2 Probe 3409-L02797 Xq28 MECP2/ Xq28 duplikasyonu
208 GP1BB Probe 5464-1L10114 22ql11.21 DiGeorge sendromu
214 NDN Probe 6282-L01542 15q11.2 Prader-Willi/Angelman
220 PAX6 Probe 3253-1.02690 11p13 WAGR sendromu
226 MAPT Probe 7856-L08385 17¢21.31 17921 mikrodelesyon sendromu
232 LETM1I Probe 4190-L05920 4p16.3 Wolf-Hirschhorn bolgesi
238 PAFAHIBI Probe 1443-1.08394 17p13.3 Miller-Dieker bolgesi
247 SNRPN Probe 2026-1.10004 15q12 Prader-Willi/Angelman
253 SHANK3 Probe 10181-L11409 22q13.33 22q13 /Phelan-Mcdermid
260 NFI Probe 3778-L11180 17q11.2 NF1 mikrodelesyon sendromu
267 FANCL Probe 8386-L11411 2pl6.1 2pl6.1 delesyon sendromu
274 LRRC48 Probe 1452-1.00936 17p11.2 Smith-Magenis sendromu
283 CRR9 Probe 1126-1L00684 5pl5.3 Cri du Chat sendromu
292 SNRPN Probe 1318-L07970 15q12 Prader-Willi/Angelman
297 DMD Probe 1412-1.01059 Xp21.2 Kromozom X kontrol probu
303 LLGLI Probe 1453-L08499 17p11.2 Smith-Magenis sendromu
310 ELN Probe 1333-L.00876 7q11.23 Williams sendromu
319 TGFBRI Probe 4652-1.04036 9g22.33 9922.3 delesyon sendromu
325 CYP1A1 Probe 6811-L06406 15g24.1 15924 delesyon sendromu
335 NFI Probe 2508-L02620 17q11.2 NF1 mikrodelesyon sendromu
342 MAPT Probe 7857-L08501 17921.31 17921 mikrodelesyon sendromu
349 Hs.538604 Probe 1232-1.07388 10p15.1 DiGeorge 2 (10p)
359 DLG1 Probe 8395-1.08249 3929 “3929 delesyon sendromu"
364 ELN Probe 1336-L00878 7ql1.23 Williams sendromu
373 SNAP29 Probe 1235-L00773 22ql1.21 DiGeorge sendromu
382 SHANK3 Probe 10182-L11174 22q13.33 22q13/Phelan-Mcdermid
391 LIMK 1 Probe 1337-102333 7ql1.23 Williams sendromu
401 TRPS1 Probe 3081-L07411 8q24.12 Langer-Giedion sendromu
409 TGFBRI Probe 4653-L10006 9q22.33 9922.3 delesyon sendromu
418 DLG1 Probe 8401-1L.08255 3929 3929 delesyon sendromu
427 EIF3S3 Probe 1108-L00679 8q24.11 Langer-Giedion sendromu
436 TERT Probe 3761-102477 5pl5.33 Cri du Chat sendromu
445 WHSC1 Probe 6058-L05513 4p16.3 Wolf-Hirschhorn bolgesi
454 NSDI Probe 2600-L02071 5q35.3 Sotos sendromu
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Uzunluk | g oy A MLPA prob numaras | Kromozom fligkili Sendrom
(nt) pozisyonu
465 RAII Probe 9440-111412 17pl1.2 Smith-Magenis sendromu
472 CRHRIProbe 7859-L07620 17921.31 17921 mikrodelesyon sendromu
486 REL Probe 9860-L10628 2pl6.1 2p16.1 delesyon syndrome

MLPA tekniginin MAPH tekniginden farki, MLPA ¢aligmasinda problarin iki
parcali olusu, uclarinda uzunluklarini belirleyici ligand bulunmasi, hibridizasyonun deney
tiiptinde gerceklesmesi ve hibridizasyon sonrasinda ligasyon islemi ile probun eksik
bazinin tamamlanmasidir. MAPH tekniginde DNA 6rneginin Southern blotta oldugu gibi
birgok kez yikama isleminden ge¢mesi 6rnek DNA nin kaybina neden olabilmekte bu da
rutin uygulamada zorluk olusturmaktadir (Schouten ve ark. 2002). MLPA ¢alismasinda
hibridizasyon sonrasi ligasyon isleminin olmasi teknigin yanls baglanmalara karsi

istiinliigii olarak spesifitesini yiikseltmektedir.

2.5.3.4. Microdizin incelemeleri

Mikrodizin analizi, FISH ve CGH tekniklerinde de kullanilmakta olan isaretleme
ve hibridizasyon iglemleri ile birlikte bilgisayar teknolojisinin yogun olarak kullanildig,
cogul tarama (multipleks dizin) olanagi sunan yeni bir analiz yontemidir. Mikrodizin
materyalleri (¢ip,lam, boncuk) her biri pikomol diizeyinde onbinlerce tarama noktasi
icerebilmektedirler. Bu noktalara yerlestirilmis 6zgiin DNA dizileri ile hibridize olan
isaretli test orneklerinin (DNA, cDNA) sinyal yogunlugu karsilastirmali veya dogrudan
olarak Olgiilmektedir. Bu veriler karmasik istatistiksel hesaplamalar yapan 06zgiin
bilgisayar programlarinda degerlendirlerek taranan noktalara 6zglin bagil doz miktarlar
elde edilmektedir. Bu sonuglar veritabanlarinda karsilastirilarak biyoinformatik analizleri
yapilmaktadir. Mikrodizin ¢ipleri ile kopya sayis1 degisiklikleri, ekspresyon analizleri,
SNP analizleri, baglant1 analizleri, CGH analizleri, haritalama, 6zgiin protein veya flizyon
genlerinin aragtirilmasi gibi bircok amagla kullanilabilmektedir (Lee 2007; Shaikh 2007;
Strachan ve Read, 2010).
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2.6. POSTNATAL SURECTE KROMOZOM ANOMALILERINE TANISAL
YAKLASIM

Kromozom anomalileri cogunlukla prezigotik evrede olusmakla birlikte, postzigotik
asamada da ortaya c¢ikabilmekte ve bu durum da mozaisizme yol agmaktadir. Kromozom
anomalisi tagiyan bir bireyin yasam siiresi, klinik etkisi ve buna bagli olarak genetik
polikliniklerine bagvuru nedeni, kromozom anomalisinin fenotipe yaptig1r etkinin
agirhigima gore degisebilmektedir. Dengeli kromozom anomalileri fenotipik etki
gostermemekle birlikte gebelik kayiplari, infertilite ya da rastlantisal olarak ailevi bir
kromozom anomalisi saptanmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Dengesiz kromozom anomalileri
fenotipik bulgulara yol actigindan sirasi ile, yenidogan donemi, ergenlik donemi ve

fertilite doneminde endikasyon olusturarak ortaya ¢ikmaktadir.

Tekrarlayan fetal kayiplar1 olan ¢iftlerde yapilan kromozom analiz ¢aligmalarinda
dengeli yapisal kromozom anomalisi tasiyiciligl %2-3 oraninda saptanmaktadir (Tablo 2-
7). Dengeli kromozom anomalisi tasiyicilarinin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde
disilerde, erkeklere oranla ~3:2 oraninda daha sik saptandigi ve anne yasi arttikga
tastyicilik saptanma oraninin diistiigii bildirilmektedir (Hsu ve ark. 1996; Franssen ve ark.
2002; Elghezal ve ark. 2007). Franssen ve ark.” in (2002), 2 ve daha fazla diisigii olan
669 cift lizerine yaptigi kromozom analiz ¢alismasinda anne yasi <23 olan ciftlerde
tastyicilik saptanma orant % 4,4 (birey bazinda %2,2) iken, 35-36 yas aralifinda %?2,4
(birey bazinda %1,2) ve>39 yasinda %0,9 (birey bazinda %0,45) olarak saptanmustir.
Aragtirmaci, yasa gore degisen bu oranlarin nedenini anne yasi ileri olan gebelik
kayiplarinda andploidi frekansinin, gen¢ annelerin gebelik kayiplarindakine gore daha
yiiksek olmasina baglamaktadir. Ote yandan, spontan gebelik kaybi materyallerinde
yapilan kromozom analizlerindeanne yasinin artigi ile sayisal kromozom anomalisi

saptanma orani artmaktadir (Elghezal ve ark., 2007).

Tablo 2-7: Tekrarlayan gebelik kaybi olan ciftlerde yapilan kromozom analiz
calismalarimin karsilastirilmasi

Literatiir Olgu Sayis1 Kromozom Anomalisi
n n (%)
Makino ve ark. (1990) 1278 29 (%2,27)

Fryns ve Van Buggenhout (1998) 3486 93 (%2,67)



34

Literatiir OlgunSaylsl Kron:lozom A?(;)I;lalisi
Goddijn ve ark. (2004) 38099 942 (%2,47)
Azim ve ark. (2003) 600 16 (%2,67)
Franssen ve ark. (2005) 23178 382 (%1,65)
Elghezal ve ark. (2007) 2800 56 (%2,04)
Meza-Espinoza ve ark.(2008) 1084 23 (%2,12)
Basaran ve ark. (2011) 5043 113 (%2,2)

Infertil olgu gruplarinda yapilan kromozom analizlerinde, cinsiyet
kromozomlarinin sayisal anomalileri ve fertilizasyonu etkileyen yapisal kromozom
anomalileri sikliklari, caligma gruplarina gore farklilik gostermektedir. Cinsiyet
kromozomlarinin sayisal anomalilerinden Turner sendromu, Klinefelter sendromu ve
bunlarmn varyantlar1 infertil olgularda en sik rastlanan anomalilerdir. Infertil olgu gruplar
agirlikli olarak yardimci iireme teknikleri alan olgularda ve spermatogenik kusuru olan
erkeklerde calisilmaktadir. Basaran ve ark. (2004), basarisiz ICSI (In Vitro Sperm
Injection) sonrasi ¢iftlerde yapilan kromozom analizlerinde 270 bireyin 8’ inde %2,96
oraninda yapisal kromozom anomalisi saptamistir. Ayn1 ¢alismada agir erkek infertilitesi
nedeni ile incelenen 121 olgunun 28’inde cinsiyet kromozom andploidisi, 4’linde yapisal
kromozom anomalisi olmak iizere, toplam 32 olguda (%26,45) kromozom anomalisi
bulundugu saptanmustir. Farkli literatiirler karsilastirildiginda kromozom anomali
insidanslar1, yardimer tireme tekniklerine basvuran c¢iftlerde %2,96-6,37 arasinda ve erkek
infertilitesi ile bagvuran olgularda ise %6,8-26 oldugu (Tablo 2-8) goriilmektedir. Yapisal
kromozom anomalisi tastyicilarinda kirik noktalarinin ortaya ¢ikaridigi diizensizlikler
ve/veya gametogenezde yol actiklart defektler nedeni ile de infertilite ortaya
¢ikabilmektedir. 13 ve 14. kromozomlarin Robertsonian translokasyon tastyicilar, CCR
ve bazi diger translokasyon/inversiyon tasiyicilar1 bu gruba o6rnek olarak verilebilir.
Robartsonain translokasyon tasiyicis1 erkeklerde yapilan histolojik c¢alimalarda
spermatogenezin komple veya parsiyal olarak kesintiye ugradigi saptanmistir (Sasagawa
ve ark. 1989; Kim ve ark. 2011), Benzer sekilde Salahshourifar ve ark’ nin (2009)
yayinlandigi 135 CCR tasiyicist erkek olgu sonucunun degerlendirildigi bir caligmada

olgularin %46’ sinda spermatogenez kaybi oldugu belirlenmistir.
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Tablo 2-8 Yardimci iireme tekniklerine basvuran ciftlerde ve erkek infertilitesinde

kromozom anomali oranlari

Ciflerde yapilan Erkek infertilite
Literatiir calismalar caligsmalari
Anomali n/Toplam n (%) Anomali n/Toplam n (%)
Morel ve ark.(2004)* 613/12557 (%4.9) 569/3555 %16
Liang ve ark.(2009) 658/10325 (%6,37) - -
Gekas ve ark.(2001) - - 21/1766 (%6,85)
Basaran ve ark.(2004) 8/270 (%2,96) 32/121 (%26,5)

*Birgok ¢alismanin derlenmesi ile elde edilen sonuglar

Dengesiz kromozom anomalilerinin saptanma yasi, fenotipik etkisinin agirligina
gore prenatal donemden fertil donem olan erigkinlige kadar degisebilmektedir. Yanidogan
doneminde olgulara gelisme geriligi, konjenital anomali, dismorfizm, ndromotor
anormallikler v.b. farkli klinik bulgularla sitogenetik analizler uygulanmaktadir. Ileri
yaslarda bu klinik bulgulara mental retardasyon ve ergenlik problemleri de
eklenmektedir. Yenidogan doneminde yapilan kromozom analiz ¢alismalarinda, oli
dogum ve cocukluk ¢agi 6liimlerinde %5-7, yapisal konjenital malformasyonlu olgularda
%4-8, konjenital kalp hastaliklarinda ~%13 multiple konjenital anomali (MKA) dogum
defekti (3 ve daha fazla) ve zeka geriligi (MR) olgularinda ~%35.5, zeka geriliginde 1Q<20
~%3-10, 1Q 20-49~%12-15, 1Q~50-69 ve diger ndro-gelisimsel yetersizliklerde ~%1-3
oraninda kromozom anomalisi saptandigi bildirilmektedir. Zeka geriligi olgularinda
yapilan ¢aligmalarda saptanan kromozom anomalilerinin ¢esitleri irdelendiginde; %76 ile
Down sendromunun en sik saptanan anomali oldugu bunu siklik sirast ile %8
mikrodelesyonlar, %4 cinsiyet kromozom andpoidileri, %3 dengeli, %3 dengesiz
kromozom anomalileri, %2 duplikasyonlar, %2 ring ve marker kromozomlar, %1 diger
otozomal andploidiler ve %1 de diger anomalilerden olustugu gosterilmektedir (Gardner
ve Sutherland 2004). Ardisik olarak MKA/MR endikasyonu ile ¢ocuk klinigi ve genel
kliniklerden refere edilen 600 olguda yapilan sitogenetik analizin derlendigi diger bir
calismada (Rauch ve ark., 2006), olgularin %18,2” sinde kromozom anomalisi saptandigi
ve bunlarin %11,3’ {inde sayisal kromozom anomalisi (trizomi 21 %9,2), %3.,2’ sinde
parsiyel anozomi (delesyon, duplikasyon, insersiyon vb. dengesiz yapisal anomalileri),

%0,05” inde dengeli yapisal anomali ve %1,3’ inde mikrodelesyon sendromu (FISH ile)
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oldugu seklinde gosterilmistir. Ayni calismada sitogenetik laboratuvarina basvuran
hastalara ilave olarak klinik genetik konstiltasyon sonras1 570 olgunun % 25,8’ inin tani
aldig1 bildirilmektedir. Klinik genetik inceleme sonrasi tani alan bu olgular
incelendiginde; %12,2’ sinin kromozom anomalisi, %7,4’ iinlin monogenik hastaliklar,
%1,6° smin diger sendromlar ve geri kalaninin ¢evresel etmenlerle olustugu
goriilmektedir. Kromozom anomalisi saptanan grup irdelendiginde %4,7’ lik paymn klinik
yonlendirme sonucu FISH ¢alismalart sonucu bulunan mikrodelesyon sendromlari, %
3,9’ unun molekiiler karyotipleme (dizin) ile saptanan anomaliler ve %1,8’ inin ise FISH
taramalar1 ile saptanan subtelomerik degisimlerden olustugu anlasilmaktadir. Bu
calismada klinik genetigin postnatal olgularin tetkik secimine sagladigr katkilar
goriilmektedir. MKA/MR olgularinda klinikk muayene bazi kromozom anomali
sendromlarina 6zgii bulgularin saptanmasina ve yapilacak test se¢iminde yonlendirmeye
yardimc1 olmaktadir. Bircok mikrodelesyon sendromunun 06zgiin fenotipik bulgulari
bilinmektedir. Klinik inceleme sonrast saptanan bulgular olguda 06zglin bir
mikrodelesyon/duplikasyon sendromunu isaret ettiginde, 6zgiin FISH problari ile sub
mikroskobik degisimler arastirilabilmektedir. Ornegin; Williams Sendromu klinik 6n
tanis1 alan olguda klasik sitogenetik test normal sonug¢landiginda oOn taninin
yonlendirmesi nedeni ile sendroma 6zgiin lokus spesifik FISH probu ile mikrodelesyon

arastirmasi yapilabilmektedir.

Xu ve Chen (2003) zeka geriligi olgularinda farkli tekniklerle yapilan birgok
calismanin sonuc¢larini  derledikleri bir arastirmalarinda, kromozom anomalisi
prevalansinin %4-34,1 arasinda degistigini, benzer sekilde farkli tekniklerle yapilan
subtelomerik bolge taramalarinda da anomali prevalansinin %0-29,4 arasinda (Tablo 2-9)
degistigini  belirlemiglerdir. Aragtirmacilar zeka geriligi olgularinda kromozom
anomalileri ve subtelomerik diizenlenmelerin ger¢ek prevalansinin belirlenmesinin zor
olduguna deginmekte ve bu duruma, olgu se¢im kriterleri, ¢calismaya alinan olgularin
sitogenetik analiz ¢oziiniirliikleri, sinirli sayida olguda ¢aligilmasi ve segilen test ¢esidinin

hassasiyet farkliliklarinin yol a¢tigini belirtmektedir (Tablo2-4).



Tablo 2-9: Zihinsel 6ziirlii olgu gruplarinda kromozom anomalisi frekanslari™*
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Olgu - - Anomalisi
Referans a Klinik Bulgu Ulke n (%)
Bourgeois and Zeka geriligi (Psikiyatri
Benezech [1977] 600 hastanesi) Fransa 349)
Kodama [1982] 197 Agir Zeka geriligi Japonya 8(4)
Opitz et al. [1982] 168 Agir Zeka geriligi ABD 42 (25)
Rasmussen et al. oo .
1.905 Zeka geriligi Danimarka 359 (18.8)
[1982]
Wuu et al. [1984] 470 Zeka geriligi Tayvan 38 (8.1)
Gustavson et al. 171 Orta Zeka geriligi fsve 20(11.9)
[1987] geriig ¢ .
Srsen et al. [1989] 324 Zeka geriligi Cekoslavakya 92 (28.4)
Zeka geriligi
Wuu et al. [1991] 1.323 1Q50-70 Tayvan 104 (7.87)
1Q <50 231 (17.5)
Curry et al. [1997] 1.314 Zeka geriligi Hindistan 311 (23.7)
Schwartz [1988] 350 Zeka geriligi/ ABD 42 (11.9)
Gelisme geriligi
Phelan et al. [1996] 4485 Zeka geriligi ABD 538 (12)
Hou et al. [1998] 11.892 Zihinsel 6zirli Tayvan 1889 (15.9
Felix et al. [1998] 202 Zeka geriligi Brezilya 69 (34.1)
Hong et al. [1999] 604 Cocuk psikiyatri olgulari Kore 69 (11.4)
Battaglia et al. Zeka geriligi/Gelisme ;
[1999] 120 seriligi Italya 18 (15)
Cora et al. [2000] 604 Zeka geriligi Tirkiye 23 (19)
Toplam 24.245 3.906 (16.1)

Dagilim (4-34.1)

*Xu ve Chen. American Journal of Medical Genetics Part C (Semin. Med. Genet.) 117C:15-24 (2003) ¢alismasindan

alinmgstir.

Yeni tekniklerin rutin uygulamalara girmesi MKA/MR olgu gruplarinda

kromozom anomalisi saptanma oranlarini arttirmaktadir.

Stoeva ve ark. (2008) MKA/MR olgularinda yaptig1 ¢aligmada klasik sitogenetik
tekniklerle normal sonug¢ almig 76 olgunun 15° inde (%19,7), FISH, MLPA ve aCGH

kullanarak sub telomerik yeniden diizenlenme saptamistir. Bu olgularin 3’ 1 (%3,9)
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subtelomerik FISH caligmasi, 5° 1 MLPA ¢alismasi (47 olguda uygulanmais) (%9,4) ve 7°
si (%32) ise aCGH c¢alismasi (23 olguda uygulanmis) ile tani almistir. Agir ve orta zeka
geriligi, dismorfizm ve multiple konjenital anomalisi olan, sitogenetik analizleri normal
sonuglanmis 95 olguda yapilan baska bir calismada olgularin 34’ 1 subtelomerik
diizenlenmeler ac¢isindan hem FISH hem de MLPA c¢alismasi ile taranmis, kalan olgular
sadece subtelomerik MLPA problart (P069 ve P070) ile taranmis ve 9 olguda
subtelomerik yeniden diizenlenme saptanmistir. Bu olgulardan 8’ i hem FISH hem de
MLPA ile saptanabilirken 1 olgu sadece MLPA calismasi ile saptanabilmistir; 14.
kromozomun uzun kolu qll bandinin duplikasyonu, subtelomerik FISH probunun
lokusunun disinda kaldigi i¢in FISH caligmasinda gosterilememistir (Monfort ve ark.

2006).

Farkli aragtirmacilarin zeka geriligi, gelisme geriligi ve multiple konjenital
anomali tasiyan olgu gruplarinda yaptigit calismalarin sonuglarina bakildiginda (tablo
2.10) zeka geriligi bulgusuna multiple konjenital malformasyon bulgusu eklendiginde
anomali saptanma oranlar1 yiikselmektedir. MLPA teknigi klasik sitogenetik ya da FISH
caligmalarinda saptanan kromozom anomalilerinin ayrintili incelenmesi amaci ile de
kullanilmaktadir (Cho ve ark. 2009). Van Hagen ve ark. (2007) Williams sendromu tanis1
almis 63 olguyu hem ticari FISH problart hem de MLPA ile taramig 53 olgu her iki teknik
ile delesyon tanis1 alirken, kiiciik ve atipik delesyon alan 1 olgu sadece MLPA teknigi ile
saptanmistir. MLPA teknigi ayni zamanda incelenen bdlgelerde doza dayali bir sonug
verdiginden mikroduplikasyon sendromlarinin tanisinda da etkin olarak kullanilmaktadir
(Baunder ve ark. 2010). Fernandez ve ark. (2005) FISH c¢alismasinda DiGeorge sendromu
tanist alan 30 olguyu STR analizi ve MLPA teknigi kullanarak delesyon boyutlarini
inceledikleri bir calismada, MLPA’ nin STR analizlerine gére daha ucuz, degisikliklerin
boyutlarinin arastirilmasinda daha etkin ve DiGeorge sendromunda %?2 oraninda saptanan

atipik delesyonlarin saptanmasinda daha etkin oldugunu bildirmislerdir.
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Tablo2-10: MKA, MR ve Dismorfizm bulgulu olgu gruplarinda, MLPA ve MAPH calisma

sonuclari
- Saptanan  Saptanan
Referans soalgllsll (")i(elllllilll(l;er Tarama bolgesi  polimorfizm Anomali
¥ n(%) n(%)
MLPA
- Sub tel
Koolen ve ark. (2004) 210 MR, Dismorfizm (P036) 5(2,4) 9(4,3)
Sub tel ve sendromik
Kirchhoff ve ark. (2007) 258 MR, Dismorfizm (P064-P023) ? 15(5,8)
Stegmann (2008) 466 MR, Dismorfizm Sub tel 17(3.6) 25(5,4)
’ (P036-P070) ’ ;
Stoeva ve ark. (2008) 47 MKA, MR Sub tel 2 5(10,6)
Monfort ve ark. (2006) 95 MKA, MR, Dismorfizm Sub tel 18(20) 9(10)
' P (P036-P019-P020)
MAPH
Sismani ve ark. (2001) 70 MR Sub tel ? 1(1,42)
Kriek ve ark. (2004) 188 MKA, MR, Dismorfizm Sub tel ? 11(5,85)

Molekiiler tekniklerle ve 6zellikle de genom boyu taramalarin kullanildig dizin
calismalari ile yapilan analizlerde, farkli anomali oranlar1 saptanmakla birlikte, saptanmis
olan degisimlerin bir boliimiiniin polimorfik degisimler oldugu ve bu polimorfik
degisimlerin oranlarinin uygulanan teknigin ¢oziiniirliigli ile dogru orantili olarak arttigi
goriilmektedir (Tablo 2-10 ve 2-11). Analizlerde saptanan degisimlerin fenotip iliskisini
netlestirmek icin anne ve baba calismalari, ek testler ile dogrulama ve veritabani
aragtirmalart yapilmaktadir. Genom boyu analizlerin sayisinin artmasi ile ilgili
veritabanlarindaki polimorfik degisimlerin (SNP, CNV vb.) ve hastalik iliskilerinin
bulundugu verilerin zenginlesmesi, saptanan degisimlerin genotip fenotip iliskisinin

belirlenmesinde yardimcei olacaktir.
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Tablo2-11:Zihinsel 6ziirlii olgularda farkh molekiiler calismalar ile saptanan kromozom
anomalisi ve polimorfizm oranlar

Olgu Klinik Saptanan  Saptanan

Referans - Hedef Rezoliisyon  Polimorfizm Anomali
Sayis1 Ogzellikler n (%) n (%)
STR
Slavotinek ve ark. STR
(1999) 27 MR Sub tel analizi 1(3,7) 2(7,4)
Colleaux ve ark.,( STR
2001) 29 MR Sub tel analizi 1(3,4) 2(6,9)
STR
Rooms ve ark. (2004) 70 MR Sub tel . 34,2 0(0)
analizi
. STR
Rio ve ark. (2002) 150 MR Sub tel . 3(2) 16(10,6)
analizi
MIKRODIZIN
Menten rk (2006) 140 MR BAC 3431 9(6,4) 19(13,6)
enfenvea BAC/PACclone : .
Sub tel, pericent, >70 853 BAC
Shao ve ark.(2008) 5316 MR sendrom clone/sub tel 88(1,7) 190(3,6)
BAC 10MB
Thuresson ve ark.
(2007) 48 MR BAC IMB 2(4) 3(6)
BAC 2600
Aradhya ve ark. (2007) 20 Dismorfizm Oligo 44290 3(15) 7(35)
Ballif ve ark. (2007) 6946 MKA, MR Sub tel BAC 1120 126(1,8) 169(2,4)
Friedman ve ark.(2006) 100 MR SNP 100K 1(1) 11(11)
Gijsberg ve ark (2009) 318 MR, MKA SNP 317K 10(3,14) 52 (16,4)
Hayashi ve ark. (2010) 349 MR, MKA BAC 244K 9(2,6) 48(13,8)
BAC, 835
Lu ve ark. (2008) 638 MR, MKA Oligo 42640 62(9,7) 109(17)
Pickering ve ark.
1176 MR, MKA BAC 2600 47(3,9) 91(7,9)

(2008)

MR; Zeka geriligi, GG; gelisme geriligi, MKA; Multiple konjenital anomali

Postnatal donemde kromozom anomalilerinin aragtirilmasi, klasik sitogenetik,
FISH ve molekiiler ¢alismalarin 6zgiin bulgulara gore uygulanmasi ile yapilmaktadir.
Dengeli kromozom anomalisi icin risk tasiyan, infertil ¢iftler, tekrarlayan fetal kaybi
olanlar ve yapisal kromozom anomalili ¢ocuklar1 olan ¢iftler ile fenotipik olarak
etkilenmis olgular icinde, Oncelikle sayisal kromozom anomali sendromlarinin
yonlendirdigi olgularda klasik sitogentik caligmalar halen 6nemli bir tani araci olarak

ortaya c¢ikmaktadir. Bunun yaninda bilinen mikrodelesyon ve mikroduplikasyon
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sendromlar1 i¢in fenotipik bulgular tasiyan olgularda spesifik FISH problar1 ve 6zgiin
molekiiler tekniklerle (MLPA vd.) hizli ve fiyat etkin incelemeler kesin taniya ulagsmak
icin etkin yontemler olarak kullanilmaktadir. Fenotipik bulgu tasiyan ve bu tekniklerle
tan1 alamayan olgularda molekiiler tarama yontemlerinde MLPA, MAPH ve dizin
calismalar1 belirli fiyat etkinligi, c¢alisilan merkezin altyapr yeterliligi igerisinde
uygulanmaktadir.  Molekiiler incelemelerde, olgularda saptanan anomalilerin
patojenik/polimorfik , ailevi/de novo olup olmadiginin anlasilmasi i¢in degisen oranlarda
teknik ve c¢alismalarin kullanilma zorunlulugu bulunmaktadir (Vermeesch 2007;

Thuresson 2007; Pickering 2008).

2.7. PRENATAL DONEMDE KROMOZOM ANOMALILERINE TANISAL
YAKLASIM

Fetal kromozom anomalilerinin goriilme sikliklar1 calisilan hasta populasyonuna
gore degismektedir. En yiiksek kromozom anomali oran1 gebeligin ilk 12 haftasinda
olusan spontan abortus materyallerinde saptanmaktadir. Fetal anomali orami1 gebelik
haftasi ilerledikge azalmaktadir. Olii dogumlarda anomali oran1 %5-10 canli dogumlarda

ise 1:156’ dir.

Gebeliklerde “kromozom anomalisi agisindan artmis risk” olup olmadiginin
belirlenmesi prenatal tan1 amagh invaziv girisim karar1 i¢in son derece onemlidir. Her
gebelikte kromozom anomali riski vardir ve bu risk bazi durumlarda daha da artar. Bu
nedenle “riskli” gebelik “artmus riskli” gebelik anlaminda kullanilmaktadir. Bu risk,
invaziv girisime bagli 1:200” likk gebelik kayb1 riskinden daha biiyiik olmasi durumunda
tibbi acidan tan1 amaciyla invaziv girisim Onerilir. Prenatal donemde fetal doku eldesi
i¢in gerekli invaziv girisimin gebelik kaybina yol agma olasihig AS igin 1:200 ve KVO
icin %1-2’ dir. Bu nedenle tiim gebeliklerde invaziv girisim her gebelikte az ya da ¢ok
risk olmasina karsin rutin olarak uygulanmamaktadir. Genetik danigma siirecinde gebeye
artmig riskleri, kromozom anomalileri, invaziv girisimler ve riskleri konusunda bilgi
verilmekte, tibbi agidan endikasyon varsa girisim Onerilmekte ve gebenin karar vermesi
saglanmaktadir. Ciftin alacagi karar fetal kromozom analizi yaptirma yoniinde olursa,
secilen invaziv yontem ile perinatalog fetal doku i¢in invaziv girisimi uygulamakta ve

elde edilen doku sitogenetik ve/veya diger analizler i¢in laboratuvarda incelenmektedir.
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Fetal doku eldesinin zorlugu ve gebelik kaybi riski nedeni ile elde edilen 6rnek ¢ok
degerli olup, endikasyona uygun olarak taniya yonelik uygun testlerin yapilmasi
onemlidir. Gebelikte fetal kromozom anomali riskini arttiran baglica endikasyonlar

sunlardir;

e Ileri anne yas1 (> 35 yas)

e Biyokimyasal tarama testlerinde kromozom anomalisi i¢in artmis risk
saptanmasi

o Kromozom anomali tasiyicisi ebeveyn
e Kromozom anomalili ¢ocuk sahibi olmak

e Fetal ultrasonografide patolojik bulgular (Ensede cilt kalinlig1 artisi, gelisme
geriligi, kalp anomalisi, merkezi sinir sistemi (MSS) anomalisi, renal anomali
vb.)

e In vitro fertilizasyon gebelikleri (ICSI)

o Kotii obstetrik Oykiisii olan gebeler.

2.7.1. invaziv Girisim Yontemleri

Genetik hastaliklarin prenatal tanisinda fetal doku eldesi amaciyla diinyada 3
temel yontem (korion villus 6rneklemesi, amniosentez ve kordosentez) uygulanmaktadir.
Bu tekniklerden KVO ile elde edilen koryon dokusu, amniyotik s1v1 hiicreleri ve fetal kan
hiicrelerine goére embriyonik donemde fetusdan daha erken donemde ayrildigi icin fetusa
en uzak dokudur. KVO ¢alismalarinda saptanan mozaisimin fetal dokulardaki varligmin
arastirilmasi i¢in amniyosentez ve kordosentez islemleri ile fetal hiicreler elde edilmesi
gerekmektedir. Benzer sekilde KVO ya da amniyotik sivi calismalarinda saptanan
mozaisizmlerin ya da yapisal anomalilerin arastirilmasinda yeni hiicre kaynagi olarak
fetal kan hiicreleri kullanilabilmektedir. Bu nedenle ii¢ yontemin o6zellikleri birbirlerini
tamamlayabilir oldugundan, her ii¢liniin de bir merkezde uygulanabilir olmas1 prenatal
tan1 uygulamalarini kolaylastirmasinin yanisira taninin hizlanmasini ve giivenilirligin
artmasinit  saglamaktadir. Bu yOntemlerin karsilastirllmalar1  asagidaki tabloda

sunulmaktadir (Tablo 2-12).



43

Tablo 2-12 : Fetal girisim yontemlerinin karsilastirilmasi

Korionik Villus Amniotik Siv1 Fetal Kan

Girisime bagh disiik % 0.5 - 2 % 0.5 % 1-2
riski
Girisim haftasi >10 GH > 14+ GH >19 GH
Tam Siiresi 1 giin — 2 hafta 9 giin — 2 hafta 3 -5 giin
Kiiltiirde iireme kaybi Var Var Var
Kromozom Kalitesi Orta — Cok iyi Cok iyi Cok iyi
Sitogenetik zorluk
derecesi ve deneyim En zor Zor Kolay
gerekliligi
Maternal Hiicre Direkt g:allnsmada
. yok / Hiicre Cok az Var

Kontaminasyonu Sk

kiiltiiriinde var
Yalanci negatif Var Yok Yok
Yalana pozitif Var Kiiltiir efekti Yok
Maliyet Yiiksek Orta Diisiik
Yedek materyal Miimkiin Miimkiin Yok

Amniyosentez ¢alismalarinda Down sendromu ve tiim kromozom anomalileri
oranlari sirast ile %5,83 ve %6,97 iken, bu oranlar KVO calismalarinda %10,2 ve %13,4
olarak gosterilmektedir (Bray ve ark. 1998 Kaynak: Milunsky ve Milunsky 2010 p197;
tablo 6.2). Bu farklilik KVO calismalarinin erken gebelik haftasinda uygulandiginda,
spontan olarak 2. trimestere ulasamayacak letal kromozom anomalilerini de saptamasinin
yam sira, KVO serilerinde daha yiiksek oranda saptanan mozaisizm nedeni ile ortaya
¢ikmaktadir. “Plasenta ile smirli mozaisizm” olarak tanimlanan bu olgular korionik villus
dokusunda %1-2 oraninda saptanir ve gergek tani ancak fetal dokularin (amniotik sivi ve
fetal kan hiicreleri) incelenmesi ile olabilir. Hahnemann ve Vejerslev (1997) 62.865 KVO
olgusundan 2.321’inde (%3,7) ger¢ek pozitif ve non-mozaik kromozom anomalisi,
952’sinde (%1,51) ise belirsiz (mozaik, slipheli) kromozom anomalisi saptandigini
bildirmislerdir. Bu belirsiz grupta yapilan ileri ¢alismalarda, 77 olguda (% 0,12) hem
fetus hem de plasentada gercek mozaisizm, 656 olguda (%1.04) ise plasenta ile sinirh
mozaisizm oldugu gosterilmistir. Soler ve ark.” nmn (2008) 3.868 korionik villus
orneginden 333’ linde (%8,6) kromozom anomalisi saptanmis, bu anomalilerden 67’ sinin

(%1,7) plasenta ile sinirlt mozaisizm oldugu gosterilmistir. Diger 266 (%6,88) olgunun
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199’unda (%5,15) sayisal kromozom anomalisi (%4,21 otozomal andploidi, %0,78
cinsiyet kromozom andploidisi) ve 67 olguda (%1,7) yapisal kromozom anomalisi
(%]1,45 dengeli, %0,28 dengesiz) saptamislardir. Bir baska randomize ¢alismada 35 yas
ve lizeri 318 KVO ve 363 amniyotik siv1 &rnegi incelenmis ve sirast ile 11(%3,46) ve 10
(%2,75) oraninda kromozom anomalisi saptanmustir (Borrell ve ark. 1999). KVO’ nin
1.trimesterde uygulanmasi ve direkt preparasyon teknigi ile ilk 24 saatte kromozom elde
edilebilmesi sayesinde erken tani énemli bir avantaj saglarken olgularin ~% 1,5 inde
goriilen mozaisizm nedeniyle gereken dogrulama testleri taniy1 geciktirdigi gibi maliyeti

de arttirmaktadir (Milunsky ve Milunsky 2010).

fleri gebelik haftalarinda (>18) 6zellikle patolojik USG bulgusu nedeniyle hizli
tan1 gerektiginde, baz1 fetal hematolojik hastaliklarin ve fetal enfeksiyonlarin tanisinda,
fetal kan transfiizyonunda, amniosentez ya da KVO dokusunda saptanan mozaisizmin
dogrulanmasi gibi durumlarda fetal kan drneklemesi (FKO ya da KS) iyi bir alternatif
tekniktir. Zhang ve ark. (2010a), 233 fetal kan 6rneginde girisim endikasyonunun %78,6’
sinda patolojik ultrason bulgusu, %50’ sinde ileri anne yasi, %10,7’ sinde kromozom
anomali tastyiciligi ve %7,1° inde ise tarama testinde yiiksek risk saptanmasi oldugunu

bildirmistir.

2.7.2. Fetal Kromozom Analizleri

Fetal kromozom anomalileri acisindan artmis risk tasiyan gebeliklerde yapilan
sitogenetik analizlerde endikasyona, girisim haftasina, kullanilan teknige ve incelenen
dokuya bagli olarak degisen anomali oranlar1 saptanmaktadir. Kromozom anomalilerinin
endikasyonlara gore dagilimina bakildiginda (Tablo 2-13, Tablo 2-14) yapisal kromozom
anomalisi tasiyicilii dislandiginda en yiiksek fetal kromozom anomali riski patolojik
ultrason bulgusu endikasyonunda saptanmakta ve kromozom anomalileri incelendiginde
en sik andplodiler one ¢ikmaktadir. Fetal kromozom analizleri sirasinda en siklikla
saptanan kromozom anomalisi yenidoganlarda oldugu gibi trizomi 21’ dir. Bunu
otozomal andploidilerden trizomi 18 ve 13, cinsiyet kromozom andploidisi olan 45,X

izlemektedir.
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Tablo 2-13: Prenatal kromozom analiz sonuglarinin girisim ve endikasyona goére dagilimi

Endikasyon . KVO . AS

Anomali /n (%) Anomali/n (%)
Tek gen 7/627 (%1,12) 4/311 (%1,29)
Pat USG 64/292 (%21,92) 280/2.558 (%10.95)
IAY 3/161 (%1,86) 151/5.790 (%2.60)
KAE 47/91 (%51,65) 75/144 (%52.08)
L.TTT 12/76 (%15,79) 11/142 (%7.75)
KAC 3/50 (%6) 13/544 (%2.38)
KOO 1/1 (%100) 1/50 (%2)
Toplam 137/1.298 (%11,55) 535/9.539 (%5,6)

(Basaran ve ark., 2008)
Tek gen: Molekiiler genetik tan1 amaci ile girisim yapilan olgular, Pat USG; Patolojik ultrasonografik bulgu,
AY; Ileri anne yas1 (>35), KAE; Kromozom anomalisi tastyisi ebeveyn, 1.TTT; 1. Trimester tarama testinde
kromozom anomalisi igin artnus risk, KAC; Kromozom anomalili ¢ocuk &ykiisii, KOO; Kétii obstetrik dykii

Tablo 2-14 Prenatal kromozom analiz sonuglarinin endikasyona gore dagilimi

Milunsky Yang ve ark. Tseng ve ark. Han ve ark.  Basaran ve ark.*

(2010)** (1999) (2006) (2006) (2008)
o 1197/52965 224/4651 93/4026 o 124/4909
Ileri anne yas1 (%2.26) (%2.66) (%2.31) 196/5817 (%3,4) (%2.5)
Tarama testi - o 0 615/21972 51/2172
pozitiflii 83/3720 (%2,23) 39/1500 (%2,6) (%2.8) (%2.34)
Patolojik - o o o 162/1737
ultrasonografi 12/322 (%2,74) 49/553 (%8,86) 106/1802 (%5,9) 9.3)
Kromozom -
anomalili cocuk ? ? 7/190 (%3,7) 101 /492
o L (%2,2)
Oykiisii
K&tii obstetrik - 6/744

? ? 9

oykii ? ? 23/790 (%2.9) (%0.8)

*Tek endikasyonlar ileri anne yasindan armdirilmigtir
**Ferguson-Smith ve Yates 1984, Kaynak:Milunsky 2010 p198; tablo6.4

Sik rastlanmalar1 nedeniyle gebelikte trizomi 21 ve 18/13” e yonelik gelistirilen
tarama testleri sayesinde bu anomalilerin daha yiiksek oranda saptanmasi beklenmektedir.
Klasik sitogenetik yontemlerle (korion villus direkt preparasyonu harig) tan1 12-15 giine
uzadigindan ozellikle bu anomalilerin hizli tanisina yonelik hizli tani testleri

gelistirilmistir.
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Fetal kromozom anomalilerinin hizli tanisinda molekiiler sitogenetik ve molekiiler
yontemler (sentromerik ve lokus spesifik FISH problar1 ve kantitatif PCR ile STR
analizleri) yaygin olarak kullanilmaktadir. FISH calismalarinda kiiltiir edilmemis fetal
hiicrelerin interfaz niikleuslarina sik goriilen kromozomlarin (21, 18, 13, X ve Y
kromozomlar1) anoploidilerini arastirmak icin sentromerik ve lokus spesifik problari
uygulanmakta, QF PCR calismalarinda da ilgili kromozomlarin her biri i¢in birkag STR
marker, kantitatif PCR yontemi ile ¢ogaltilarak hizli andploidi tanisi i¢in kullanilmaktadir
(Cacheux ve ark. 1994; Baig ve ark. 2010). Ward ve ark (1993) sitogenetik laboratuvarina
refere edilen 4.500 amniyotik sivi 6rneginde 5 prob ile (13, 21, 18, X ve Y) yaptiklar
calismada olgularin 171" inin (~%4) maternal hiicre kontaminasyonu, materyal azlig
nedeni ile dislandigi, kalan 4.329 olgunun FISH ¢alismasina alindigi, bu olgulardan
3.901” inde (%90) informatif sonu¢ alinabildigi gdsterilmistir. Sonu¢ alimamayan % 10
olguda basarisizlik nedeni olarak maternal hiicre kontaminasyonu, rapor kriterinin altinda
hiicre ve/veya sinyal sayisi, teknik problemler gosterilmistir. informatif sonu¢ alinan
olgularda taranan otozomal andploidleri i¢in hi¢ yanlis pozitif sonu¢ goriillmedigi ancak 7
olguda yanlis negatif sonug¢ gézlendigi, taranan otozomal trizomiler i¢in andplodi saptama
oran1 %92,5 olarak bildirilmistir. Cinsiyet kromozomlar1 agisindan 1 olguda yanlis pozitif
sonug goriilmiis (46,XY kromozom yapili fetus interfaz FISH ¢alismasinda 45,X olarak
belirlenmisg) 6te yandan cinsiyet kromozomlarinda yanlis negatif sonu¢ saptanmamustir.

Bu kromozomlar i¢in andploidi saptama oran1 %100 olarak bildirilmektedir.

Eiben ve ark. (1998) 798 olguluk prenatal interfaz FISH ¢alismasinda sitogenetik
olarak anomali saptanan 71 olgudan 48’ inin (%68) >%60 sinyal orani ile saptandigini,
15 inin (%21) ise %10-%60 sinyal araligr ile ek test gerektirecek dogrulukta
gosterilebildigini 8 olgunun (%11) ise <%]10 sinyal oran1 ile saptanamadigini
gostermislerdir. Bu 8 olgunun 2’ sinin dengeli Robertsonian translokasyon [t(13q:21q) ve
t(13q:14q)] ve diger 6 olgunun da yapisal kromozom anomalisi oldugunu gostermisler,
Ote yandan normal kromozom yapisinda 14 olgu ve anormal kromozom yapisindal5 olgu
(~%4) sinyal orani agisindan %10-%60 araliginda kalmig ve bu olgularda dogrulama
ihtiyact ortaya ¢ikmistir. Arastirmaci, %96 basar1 orani1 ile uygulanabilen, tiim
anomalilerin yaklasik 3/2 sini taninabildigi, interfaz FISH tekniginin bu amagla tek basina

kullanilmaya uygun olmadigi ancak acil olgularda kulanilmasmin uygun oldugunu,
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normal ¢ikan olgularda maternal anksiyetenin ortadan kalkmasina yardimci olacagini,
ancak ara bolgede kalan %4 olguda saptanan siipheli sonuglarin maternal anksiyeteye
neden oldugunu bildirmektedir. Witters ve ark. (2002) maternal hiicre kontaminasyonu
olan ~%?2 disindaki 5.049 olgunun tiimiine 21. kromozoma 06zgiin interfaz FISH
uygulamig ve tiim trizomi 21° 1i fetuslar1 %100 saptama orani ile yakalamistir. Ayni
calismada perinatoloji linitesinin ultrason bulgularini dikkate alarak yonlendirmesi ile 13,
18, X veY kromozomlarina ozgiin interfaz FISH ¢alismalart yapildiginda, bu
andploidlerinin %65’ inin saptanabildigi, %35’ inin ise FISH caligmasina alinmadig,
diger bir deyisle olgularin yaklagitk 1/3 {inde USG nin yonlendirici olamadigi
gosterilmistir. Prospektif ve multisentrik 2.000 olgu igeren bir Fransiz ¢aligmasinda sik
rastlanan 5 kromozom i¢in interfaz FISH ve klasik kromozom analizleri ile elde edilen
sonuglar karsilastirilmis ve FISH tekniginin giivenilirligi ve sinirlart arastirilmistir
(Luquet ve ark., 2002). Bu ¢alismada 43 ve iistii anne yasi, maternal biyokimyasal tarama
testinde kromozom anomalisi i¢in 1/25 ve istii yiiksek risk, ense cilt kalinlig1 6l¢limiinde
3mm ve {lizeri kalinlik olan gebelikler, fetal USG de kalp anomalisi, sindirim sistemi
anomalileri, omfalosel, ¢oklu konjenital anomali ve intra uterin gelisme geriligi
endikasyonlar1 ile fetal kromozom analizi yapilan gebeliklerdeki fetal kromozom analiz
sonuclart karsilastirilmistir. Klasik analizlerle 1.969 olguda sonug¢ alinmis, bunlardan
242’ sinde kromozom anomalisi saptanmis ve bu anomalilerin 213’ FISH teknigi ile
arastirilan kromozomlardan en az biri i¢in andploid oldugu belirlenmistir. Geri kalan 29
olgunun 7’ si diger kromozomlar i¢in trizomik, 14’ iiniin dengeli ve 15’ inin dengesiz
yapisal anomali oldugu anlasilmistir. Yapilan bu ¢alismada uygulanan FISH teknigi ile
anomalilerin %12’ sinin saptanamadig1 gosterilmistir. Leung ve ark. (2004) 1.589 ardisik
amniyotik sivi  Ornegi hiicrelerinde hizli andploidi taramasi ve karyotipleme
karsilastirmasi yaptig1 ¢alismasinda; 1.548 olguda hem hizli tarama hem de kromozom
analizi basari ile ¢aligmis, bu olgulardan 521° ini 5’li FISH probu (13, 21, 18, X ve Y) ,
1.068’ ini QF PCR (13, 21, 18, X ve Y kromozomlarina 6zgii ) ile arastirmislar, bu iki
tarama tekniginin kromozom analizi ile gosterilen anomalilerden %27 ‘sini (13/73)
saptayamadigini, ancak hedef alinan 5 kromozomun non-mozaik trizomilerinin tiimiiniin
bu iki tarama teknigi ile saptanabildigini bildirmislerdir. Gene ayni ¢alismada FISH
tekniginin olgularin %4’ iinde QF PCR tekniginin de %]1,4’ ilinde maternal hiicre

kontaminasyonu ve teknik nedenlerle basarisiz oldugunu bildirmislerdir. Prenatal
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andploidi taramasi1 amaci ile 5 kromozom i¢in andploidi saptama etkinligi farkl
calismalarda %100’ den %60’ a kadar degisen oranlarda verilse de bu oranin ortalama
%80-98 araliginda oldugu, biiyiik prenatal serilerde saptanan kromozom anomalisi oran
ve c¢esitleri gbéz Oniine alinarak, teorik olarak interfaz FISH uygulanmasi halinde
kromozom anomalilerinin ~%65’ inin gosterilemeyecegi bildirilmektedir (Evans ve ark.
1999; Lewin ve ark. 2000). Cirigliano ve ark. (2004) 18.000 prenatal tan1 6rnegi ile
calistig1 bliytik seride olgularin 17.986° sina (%99,9) sik rastlanan 5 anoploidi i¢in QF
PCR teknigi uygulamis, 14 olguda amplifikasyon basarisizlig1 ve 111 olguda da maternal
hiicre kontaminasyonu nedeni ile sonug alamamugtir. Ote yandan sitogenetik olarak kiiltiir
kayb1 ya da maternal hiicre kontaminasyonu nedeni ile sonu¢ alinamayan 26 olgunun 12’
sinde QF PCR ile 5 kromozom i¢in normal sonug¢ alinmis ve olgular tekrar girisimden
kacinmiglardir. QF PCR caligmasi bu seride % 93,2 hassasiyetle tamamlanmis ve

sitogenetik caligmada saptanan 800 kromozom anomalisinin 746’ s1 gosterilmistir.

Prenatal donemde sayisal kromozom anomalilerinin arastirllmasinda MLPA
teknigi de kullanilmaya baslanmistir. Gerdes ve ark. (2008) 2.400 KVO ve 1.525
amniyotik sivi 6rneginde sik rastlanan 5 kromozom anéploidisine yonelik prob seti
(SALSA P095) MLPA calismasinda 139 olgu, maternal hiicre kontaminasyonu ve teknik
nedenlerle dislanmis diger 3.786 olguda MLPA ¢alismasi uygulanmis ve elde ettikleri
kesin sonug oranlarim KVO igin 2.330 (%97.1), AS i¢in 1.417(%92,9) olarak vermisler,
39 olguda (%2,1) ise mozaisizm, triploidi, maternal hiicre kontaminasyonu ve yapisal
anomaliler nedeni ile kesin sonug elde edilemedigini bildirmislerdir. Van Opstal ve ark.
(2009) andploidi tarama prob seti (SALSA P095) kullanarak sitogenetik analiz ile paralel
uyguladiklart MLPA c¢alismasinda 4.000 amniyotik sivi 6rnegi incelenmis olgularin
3.932° sinde (98.3%) calisma basarili olmus, 68’ inde (1.7%) basarili sonug elde
edilememis, bu olgularin 58’ inde maternal hiicre kontaminasyonu, 8’ inde yetersiz DNA
eldesi ve 2’ sinde ise teknik nedenler ile basarisiz olundugunu bildirmislerdir. MLPA
teknigi ile saptanan 149 anomalinin 146’ s1 hedef alinan 5 kromozomun anéploidisi (7 si
<%14 mozaik), 3’1 ise taranan bolgelere rastlayan yapisal kromozom anomalileri olarak
bildirilmistir. Klasik sitogenetik ile saptanan ancak MLPA ile gosterilemeyen 76
anomaliden 56’ sinin yapisal kromozom anomalisi, 4’ iiniin triploidi, 8 inin mozaik

marker kromozom ve 2’ sinin diislik oranli cinsiyet kromozom mozaisizmi ve 6’ sinin ise
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taranan 5 kromozom disindaki kromozomlarin mozaik andploidileri oldugun
bildirilmistir. Calismada mozaik olgularin saptanabildigi bunlarin yan1 sira probun hedef
aldigr bolgelerin de yapisal dengesiz anomalilerinin saptanmasi islemin hassasiyetini
gostermektedir. Bu ve benzer ¢alismalarda (Kooper ve ark. 2009; Boormans ve ark.
2010) ¢alisilan MLPA prob setinin (SALSA P095) hassasiyeti ve spesifitesi %100 olarak
bildirilmektedir.

Prenatal kromozom analizlerinde sayisal kromozom anomalilerinin yani sira
calisilan teknige bagli olarak degisik detaydaki yapisal kromozom anomalileri de
saptanmaktadir. Yiiksek rezoliisyonlu sitogenetik calismalarda her ne kadar ~5 megabaza
kadar yapisal anomalilerin saptanabilecegi kabul edilse de rutin ¢alismalarda 15 Mb’ lik
anomalilerin de gozden kacabildigi bilinmektedir (Yu ve ark., 2003). Prenatal
caligmalarda postnatal analizlerden farkli olarak submikroskobik anomalilere 6zgiin
klinik muayene bulgularinin saptanmasi miimkiin olmadigindan, bu sendromlara 6zgiin
analizlerin yapilma olanagi oldukc¢a kisithdir. Bu durum ancak ailevi bilinen yapisal
kromozom anomalisi arastirilmasinda ve/veya bir kromozom anomalisine 0zgiin fetal
ultrason bulgusu ortaya ¢iktiginda miimkiin olabilmektedir. Ornegin fetal kromozom
analizleri normal saptansa da fallot tetralojisi varliginda DiGeorge Sendromu, supra
valvular aort stenozu (SVAS) saptandiginda Williams Sendromu ya da lizensefali
bulgusu varliginda Mille-Dieker Sendromu’ na 6zgiin FISH probu ile ya da ilgili MLPA
problar1 ile mikrodelesyon tanisina gidilebilmektedir (Hartge ve ark. 2010; Sleurs ve ark.
2004; Krzeminska ve ark. 2009; Lenzini ve ark. 2007; Kontos ve ark. 2008).

Benzer sekilde delesyon ve duplikasyonla iliskili tek gen hastaliklarinin
(Duchenne/Becker miiskiiler distrofisi, Spinal miiskiiler artrofi, Konjenital adrenal
hiperplazi vd) tasiyicilik varhiginda ve saptanan yapisal kromozom anomalilerinin
ayrintili incelenmesi amaci ile de MLPA teknigi kullanilmaktadir (Arkblad ve ark. 2006;
Concolino ve ark.2009; Chen ve ark. 2010; Zhang ve ark. 2010).

Yukarida sozii gecen caligsmalar sonrasinda fetal kromozom analizlerinde
kromozom anomalisi saptandiginda, aile genetik danismanlik ile prognoz hakkinda

bilgilendirilir ve ailenin gebeligin devami ya da sonlandirilmasi konusunda yardimci
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olunur. Genetik danigsma siireci, bilinen kromozom anomali sendromlar1 i¢in kolay ve
anlagilma diizeyi yiiksek olan bir siiregtir. Ancak mozaisim, marker kromozom, de novo
dengeli yapisal anomaliler gibi nadir durumlar s6z konusu oldugunda danigsman ve aile
icin daha zor anlasilir, net karar vermeyi zorlastiracak siiregler ortaya c¢ikmaktadir.
Benzer bir durum patolojik ultrason bulgusu varligt s6z konusu oldugunda klasik
sitogenetik tekniklerle yapilan fetal kromozom analizlerinde anomali saptanmamasi,
etiyolojinin aydinlatilmamig olmasi nedeni ile ailenin ve klinisyenin alacag: kararlarda da
yasanmaktadir. Prenatal donemde saptanan patolojik bulgularin etiyolojilerinin
aydinlatilmas1 gebeligin devami ve ailenin yasadigi stresin azaltilmasi acisindan ¢ok

Onemlidir.

Fetal ultrasonografide saptanan patolojik bulgular 6zglin bir mikrodelesyon/
duplikasyon sendromunu igaret etmiyorsa etiyolojiye yonelik ¢alismalar ve tan1 genellikle
miimkiin olamamaktadir. Bu tiir olgularda fetal ultrasonda saptanan anomalilerin agirligi,
yasamla bagdasip bagdasmadigi ve mental geriligin eslik edip etmedigi gibi faktorler de
géz Online alinarak aileler bilgilendirilmekte, etiyolojiyi aydinlatan kesin bir tani
olmamasina ragmen fetuslarin énemli bir kism1 bulgular nedeni ile tahliye edilmektedir.
Tahliye sonrasi tekrarlama riskleri agisindan genetik danisma, kesin tani olmadigindan

genel ampirik riskler goz oniine alinarak verilebilmektedir.

Bir ¢ok mikrodelesyon/duplikasyon sendromunda prenatal ve natal Gykiiye
bakildiginda intrauterin gelisme geriligi, diisiik dogum agirhgi, kardiyak anomali ve
merkezi sinir sistemi anomalilerinin bir veya birkaginin varligi gériilmektedir (Tablo 3-2)
(de Vries 2001; Popp 2002; Souter 2003; Vialard 2009; Thuresson 2007; Slavotinek
2008; Engels 2009). Postnatal evrede MKA/MR grubunda yapilan c¢alismalarda
subtelomerik FISH, MLPA ve dizin c¢alismalar1 ile elde edilen sonuglarda
submikroskobik diizeydeki anomalilerin saptanmasi, prenatal evrede aydinlatilamayan
olgularin bir boliimiiniin de submikroskobik yapisal kromozom anomalileri tasiyor
olmasimi diisiindlirmektedir. Prenatal donemde ultrason bulgusu saptanan, kromozom
analizleri normal sonuglanmis, patolojik ultrason bulgularmin = 6zglin  bir
mikrodelesyon/duplikasyon sendromunu isaret etmedigi olgularda farkli tekniklerle

yapilan subtelomerik, sendrom spesifik ve genom boyu tarama c¢alisma sonuglari
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yaymlanmaktadir. Cok sayida prenatal oOrnekle yapilan ilk subtelomerik tarama
calismasinda (Chen ve ark., 2006) fetal kromozom analizleri normal ya da dengeli yapisal
kromozom anomalisi saptanan [UGG ya da en az 1 major patolojik ultrason bulgusu olan
27 olguda 6nce Di George sondromuna yonelik FISH probu (TUPLEI) ve ardindan
subtelomerik FISH probu(MultiprobeT- Cytocell) ile ¢alisilmis, 3 olguda (%11) 22q11.2
delesyonu, lolguda 1p36.3 ve 1 olguda da 21g22.3 delesyonu saptamistir. Di George
bolge delesyonu saptanan 3 olguda da konotrunkal kalp anomalisi bulunmasi dikkat
cekmektedir. Bu calismada submikroskobik kromozom anomalisi %18,5 olarak
bulunmustur. 48 major patolojik ultrason bulgusu ile yapilan diger bir subtelomerik FISH
calismasinda (Gignac ve ark. 2006) 2 kalitsal dengesiz kromozom anomalisi (%4) ve 3
polimorfizm bildirilmektedir. Faas ve ark. (2008) patolojik ultrason bulgusu olan ve 2’
sinde normal 1’ inde USG bulgularin1 agiklamayan Xp terminal delesyonu saptanan 3
olguda p036 ve P070 prob seti ile MLPA teknigi uygulamislar her ii¢ olguda da sub
telomerik anomali saptadiklarini bildirmisler. Literatiirde 2010 yilinda MLPA teknigi ile
cok sayida olgu iceren ilk ¢aligmalar yaymlanmis bu 4 ¢alisma ve bulgulari tablo 2.15” de
Ozetlenmistir. Bu calismalarda kromozom analizleri normal sonu¢lanmis patolojik
ultrason bulgusu olan fetuslarin Ornekleri ¢alismalara dahil edilmis, %1,3 ile %6,5
arasinda degisen anomali oranlar1 bildirilmistir. Yalnizca 1. trimester tarama testinde
artmig risk saptanan 49 olguda yapilan bir c¢alismada ise kromozom anomalisi

saptanmamustir (Rosello ve ark. 2010).

Tablo 2-15: Prenatal donemde patolojik ultrason bulgusu varhginda uygulanan MLPA
caliyma sonuclari (Sik rastlanan andéploidiler haric)

. .. Olgu Sec¢im Calisilan Kullanilan prob Anomali
Literatiir n Kriteri* bolge setleri n (%)
Patolojik Ultrason Bulgusu | del/dup
Kjaergaard (NT > 3.5 mm) parental Sendromlar P064 (470 olgu)
ve ark., [530 translokasyon tagtyiciligi ve 9 (%1,7)
(2010) mikrodelesyon/duplikasyon | gybtelomerik | P036-P069 (441 olgu)
sendromlu ¢ocuk dykiisii bolgeler
1. Trimester usg de patoloji Del/dup P064-P096 (49 olgu)
Rosello ve . N Sendromlar o
49 veya tarama testinde yiiksek 0(%0)
ark. (2010) risk
P036 (49 ol
Subtelomerik (49 olgw)
bolgeler




52

. .. Olgu Secim Caligilan Kullanilan prob Anomali
Literatiir n Kriteri* bolge setleri n (%)
Mademont- 5322111(31111; U(llt{?éoclil %2}5282 Subtelomerik
Soler ve 229 . ya St P036 —P070(229 olgu) | 3 (%1,3)
NT (>99P) ve diger major|bolgeler
ark., (2010)
bulgular)
Subtelomerik PO36 —PO70
Goumy ve Patolojik ultrason bulgusu bolgeler a o
61 . . 4 (%6,5)
ark., (2010) (major ve multiple) Del/dup P45
Sendromlar

*NT(Nucal transluciency);ense cilt kalinligi, [UGG;intra uterin gelisme geriligi

Prenatal kromozom analizlerinde ileri molekiiler teknikler olan dizin teknikleri de
uygulanmaya baglamistir. Vialard ve ark. (2009) ¢oklu konjenital anomalisi nedeni ile
tahliye olan 39 fetusa ait doku Ornekleri 6nce klasik yontemlerle incelenmis, 37 olguda
normal kromozom yapisi, 1 olguda Yq+, 1 olguda da 9p+ anomalisi saptanmistir. Bu
olgularda, 287 lokus tarayabilen “The Genosensor TM Array 300" (Abbott Molecular,
Abbott Park, Ill. USA) kullanarak dizin teknigi ile incelenmis ve sitogenetik olarak
saptanan Yq+ olgusunda derivatif Y kromozomundaki ilave materyalin yaklasik 30 Mb
uzunlugunda 20. kromozomun q koluna ait oldugu ve sitogenetik olarak saptanan
derivativ 9. kromozomda p kolunda ~10Mb biiyiikliigiinde bir delesyon ve 11.
kromozomun kisa koluna ait 10Mb’ lik parsiyel bir trizomi gosterilmistir. Sitogenetik
olarak normal kromozom kurulusu saptanan 1 olguda 8. kromozomun q terminal
bolgesinde ~5Mb biiyiikliigiinde duplikasyon ve 11. kromozomun q terminal bolgesinde
~1Mb biiyiikliigiinde bir delesyon saptanmis ve bu olguda babanin 8. ve 11. komozomlar
arast telomerik bir translokasyon tasidigi gosterilmistir. Diger bir olguda 22.
kromozomun q11.2 lokusunda delesyon ve baska bir olguda da 1. kromozomun p36
bandinda delesyon saptanmis bu son iki olgu FISH caligmalar1 ile dogrulanmistir. Bu
calismada, calismanin tahliye sonrasi yapildigini, benzer ¢aligmalarin prenatal olarak
yapildiginda (ticari FISH problarinin yetersiz olmasi nedeni ile) saptanan anomalilerin
dogrulanmasinin prental taninin kisith stirecindeki zorluguna dikkat ¢ekilmistir. Yazarlar,
bu nedenle de dizin ¢alismalarinin bilinen delesyon/ duplikasyon sendromlarina yonelik
yapilmasinin dogrulanma ve uygulamasinda kolaylik saglayacagini vurgulamistir.
Sitogenetik caligmalarda normal kromozom saptanmig klinisyen tarafindan 6zellikle dizin

yapilmasi i¢in refere edilen 15 olguluk 1Mb ¢oziiniirliikle yapilan aCGH ¢aligmasinda 2
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olguda (%13,3) kopya sayis1 degisimi saptanmis bu olgulardan ensede cilt kalinlig: artist
endikasyonu olan 1 olguda (%6,6) klinik bir sendrom iliskili (22q11.2 mikroduplikasyon
sendromu) duplikasyon saptandigi ancak anne ve baba c¢alismasi yapilamadan intrauterin
fetal oliimle sonuglandigi, hipoplastik nazal kemik bulgusu olan diger olguda ise
polimorfizm oldugu klinik bulgu tasimayan ebeveynde de varligi gosterilmistir
(Evangelidou ve ark. 2010). Kleeman ve ark.(2009) normal karyotip saptanan ancak fetal
ultrasonografik taramada patoloji gozlenen 50 olguluk aCGH ¢alismasinda 1 olguda (%2)
klinik olarak anlamli degisim ve 2 olguda da polimorfik CNV saptandigi bildirilmistir.
Shaffer ve ark. (2008) normal karyotip saptanmig, 110’ u patolojik ultrason bulgulu
toplam 151 fetal dokuda yaptigt aCGH c¢alismasinda 2 olguda (%]1,3) klinik olarak
anlamli degisim, 12 olguda polimorfik CNV ve 1 olguda da klinik etkisi belirsiz kopya
sayis1 degisimi saptandigini bildirmektedir. Klinik olarak anlamli degisim saptanan her
iki olgunun da patolojik ultrason bulgusu tasidigin1 ve anomali saptanma sikligini

patolojik ultrason bulgulu olgular i¢inde (2/110 ve %1,8) olarak bildirmistir.

Patolojik ultrason bulgulu fetuslarin etiyolojik arastirmalarinin genom boyu
taramalarla yapilmasi durumunda varyasyon ve polimorfizm dogrulanma islemleri
nedeniyle ek calismalar gerekecegi, taninin gecikecegi ve ek maliyetler olusacagina baska
calismalarda da dikkat ¢ekilmistir (Iafrate ve ark. 2004; Sebat ve ark, 2004; Vissers ve
ark, 2010). Amniyotik siv1 siipernatantlarindan elde edilen fetal DNA ile fetal kromozom
anomalilerinin tanisinin yapilabilecegini gosteren caligmalar da bulunmaktadir (Miura ve
ark. 2006; Lapaire ve ark. 2007). Prenatal olgularda farkl dizin tipleri ve olgu gruplar ile
yapilan baslica caligmalar asagida Ozetlenmistir (Tablo 2-16). Dizin c¢alismalarinin
anOploidi taramalarinda sitogenetik sonuglarla tam uyumlu oldugu ancak mozaik
olgularda oran-sonug iligkisinin degerlendirilmesi i¢in daha fazla deneyim gerektigi kabul
edilmektedir. Sayisal kromozom anomalilerinin yani sira gerek sitogenetik olarak
saptanan yapisal anomalilerin ayrintilandirilmasi, gerekse de yeni dengesiz yapisal
anomalilerin saptanmasinda dizin c¢alismalar1 ¢ok hassas bir sekilde sonuca
ulasabilmektedir. Ancak bu hassasiyet dizin tipinin ¢ozlnirligi ile dogru orantili
olmakla birlikte, polimorfizm ve klinik etkisi net olmayan yeni degisimlerin de
saptanmasina yol agtifindan gereksiz ek calismalar, maliyet ve genetik danigmada

giicliiklere yol agmaktadir (Shaffer ve ark. 2008; Van den Veyver ve Beaudet 2009;
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Gross ve ark. 2011). Farkli caligmalarda olgu se¢imine ve kullanilan dizin tipine gore
saptanan anomali sikliklar1 %0-10 ve polimorfizm sikliklart ise 9%0,7-%39 arasinda
degismektedir. Saptanan polimorfizmlerin bir bdlimi CNV  veri tabani ile
karsilastirilarak, anne ve baba caligmalar ile veya ek dogrulama testleri ile arastirilmasi
gerekmekte ve boylece tani zamani uzamakta, maliyet artmaktadir. Tiim bu testlere
ragmen bir grup verinin klinik etkisi aydinlatilamamistir (Sahoo ve ark. 2006; Shaffer ve

ark. 2008; Van den Veyver ve Beaudet 2009).

Tablo 2-16:Prenatal donemde patolojik ultrason bulgulu normal kromozom saptanmis fetal
orneklerde DIZIN tekniginin uygulanmasi

Saptanan
Saptanan polimorfizm
. . Olgu Secim alisilan klon tipi/ . veya etkisi
Literatiir £ 5 s Cahs PV Anomali** ya et
Kriteri say1sl o belirsiz
n (%) s
degisim
n (%)
GenoSensor array 300-
Schaeffer ve ark., . Human P1(modifiye o o 5
(2004) 41  Spontan abortus materyali PAC., PAC ve BAC 4 (%9,8) (%7,9)?
klonlar1/287
En az ii¢ major anomli
(1_<ar(.11.0 vaskiller, %sk.el.et,. . GenoSensor array 300-
Le Caignec ve ark sindirim, 1_nerk§:21 SInir sistemt Human P1(modifiye
" 49  velirogenital sistem 4(%8) 1 (%0,7)
(2005) o . PAC, PAC ve BAC
anomalisi) 49 fetus (medikal
. . e klonlar1/287
tahliye 41 ve intrauterin 6liim
sonrasi tahliye 3 fetus)
The Baylor College of
Medicine Chromosome
Sahoo ve ark. Kromozom analiz Mlcroarray o 30(%30) CNV
(2006) 98 endikasyonlu prenatal olgular o900 4.0 (41 FOAD 50412) belirsiz
subtelomer ve 55 hastalik
bolgesine 6zgii 366 BAC
ve PAC klonu)
Shaffer ve ark. 151 Kromozom analiz Signature PrenatalChip 2 (%18 12(%8) CNV
(2008) endikasyonlu prenatal olgular BAC microarray o 1(%0,7) belirsiz
The Baylor College of
Medicine Chromosome
Microarray
1 0,
Van den Veyver Kromozom analiz Version 5 ve 6(41 o 40 (%13.3)
¢ Beaudet (2009) 300 endikasyonlu prenatal olgular subtelomer, 43 15 (%3) CNV
v . yoniu p gu perisentromerik bolge ve 3(%1) belirsiz
140 hastalik bolgesine

0zgli 1476 BAC ve PAC
klonu)
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Saptanan
Saptanan polimorfizm
. . Olgu Secim alisilan klon tipi/ . veya etkisi
Literatiir £ 5 s Calis PV Anomali** ya et
n Kriteri say1s1 n (%) belirsiz
° degisim
n (%)
50 patolojik ultrason bulgulu  Signature Chip V 4.0
Kleeman veark. 5o g0 Signature Chip Whole 1 (%2) 3 (%6)
(2009)
Genome
SignatureChip Whole
Genome
Maya ve ark. Kromozom analiz (SignatureChipWG) V o o
(2010) 254 endikasyonlu prenatal olgular 1.0-2.0 veya BCM BAC 3 (LD 33(%12)
Chromosomal
Microarray V 5 or 6.
. 15 patolojik ultrason bulgulu Cytochip (Blue-
Evangelidou ve fetus Gnome, Ltd)
ark. 25 10 mikroskobik dengeli i . 2 (%8) 2(%8)
o 0,5-1Mb rezoliisyonda
(2010) yapisal anomalili fetus tiim eenom taramasi
(+patolojik usg) &
Sikrastlanan andploidiler
Gross ve ark. 101 Kromozom analiz ve 11 mikrodelesyon 0 (%0) 9
(2011) endikasyonlu prenatal olgular sendromu i¢cin BAC ? )

array (Perin Elmer

*Sitogenetik ¢aligmada normal sonuglanan olgular alinmistir

**S1k rastlanan anéploidler ¢ikarilmistir

Bazi1 arastimacilar (Shaffer ve ark. 2008) dizin ¢alismalarinin klasik sitogenetik
teknilerin yerine gegebilecegini ve uygulanabilirligini savunsa da diger bazi arastirmacilar
bu teknigin yapisal anomalileri ¢ok ince detay ile arastirabilen ve bir¢ok yeni dengesizligi
saptayabilen bu teknigin polimorfizm ve klinik etkisi net olmayan bir¢ok degisimin
saptanmasi nedeni ile genetik¢i ve klinisyeni genetik danisma agisindan zor bir duruma
diisiirecegini savunmaktadir (Gross ve ark. 2011). ACOG‘un (American College of
Obstetricianc and Gynecologists’ Commitee) 2009 yili tavsiye kararinda dizin
calismalarinin benzer nedenlerle prenatal tani calismalarinda rutin yontem olarak
kullanilmasinin fiyat ve teknik sakincalar agisindan erken oldugunu bildirmektedir

(ACOG Committee Opinion No. 446, 2009).

Bugiin i¢in klinik etkisi bilinen sayisal ve yapisal anomalilerin taranabildigi dizin

calismalari, genom boyu ayrintili taramalarla kiyaslandiginda rezoliisyonu diisiik olmakla
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birlikte, bolgelerin ¢ogunun FISH problarinin olmasi nedeni ile dogrulanmasi kolay,
varyasyon olasiligi diisiik spesifitesi daha giiclii bir yontem olarak 6ne c¢ikmaktadir
(Vialard ve ark. 2009).



57

3. GEREC VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim
Dalr’ nda prospektif olarak yiiriitiildii.

Calismada, 20.09.2007 ile 26.04.2010 tarihleri arasinda Tibbi Genetik Anabilim
Dalr’ na fetal kromozom analizi yapilmak {izere kabul edilen, bagvuru endikasyonu i¢inde
intra uterin gelisme geriligi, fetal kardiak anomali, merkezi sinir sistemi anomalisi vd.
patolojik ultrason bulgularinin biri veya birden fazlasinin bulundugu fetal doku
orneklerinden kromozom analizi ve varsa FISH c¢alismalar1 yapilmis, herhangi bir
anomali saptanmamig 68 olguya ait dogrudan fetal doku veya kiiltiir edilmis

hiicrelerinden elde edilen DNA 6rnekleri kullanildi.

Fetal kromozom analizleri ve FISH ¢alismalar1 Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali Sitogenetik laboratuvarinda, tibbi tahliye veya

dogum sonras1 olgu muayeneleri ayn1 bilim dalinin polikliniginde yapildi.

Calisma materyalini olusturan 68 olgunun invaziv girisimleri Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, Perinatoloji Bilim
Dali’ nda gergeklestirildi. Bu dokulardan 10 tanesi korionik villus 6rnegi, 24 tanesi

amniyotik stvi hiicreleri, 34 tanesi fetal kan 6rnegi idi.

Seriye dahil edilen 2 olgu, biri amniyotik siv1 kiiltiiriinden elde edilen DNA nin
yetersiz olmasi (olgu 34) ve digeri gebeligin tahliye edilmesinden sonra akondroplazi
kesin tanis1 (olgu 62) almasi nedeniyle seriden ¢ikarildi. Bdylece toplam 66 olguda

MLPA calismast yapildi.
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Gerecler

3.2.1.1. Kullamilan Tasinabilir Cihazlar

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
)
j)
k)
D

Tam otomatik DNA izolasyon cihazi- Magna Pure Compact (Roche)
Termal Dongii Cihazi- PTC 200 (MJ Research)

Santrifiij- Allegra X22R (Beckman)

Mikrosantrifiij- 5415R (Eppendorf)

Spektrofotometre- Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)
Kapiler elektroforez cihazi- CEQ 8000 (Beckman Coulter)
Hibridizasyon cihazi - Hybridize-(DAKO)

Mikropipet Seti- (Gilson, Finpette)

PCR tiipleri- (Axygen)

Tek kulanimlik polipropilen tiipler- (Greiner, Orange)
Buzdolabi- SR-L629EV (Samsung)

Derin dondurucu- (Real)

m) Distile su cihazi- (Niive)

n)
0)
p)
Q

Mikrodalga firin- MDS55I (Ar¢elik)

Su banyosu- 1083 (GFL)

Inkiibatdr- Shake n stack (Hybide)

Masaiistii 1s1tic1 blok- Accublock (Labnet)

Vorteks-(Elektromag)

Bilgisayar —Satellite L10-102 (Toshiba)

DNA Bankalama programi- Ozel yapim veritabani (File Maker Pro V 8)
MLPA Analizi- (Coffalyser® V 9.4)

Ofis programi- Office 2007 (Microsoft)

3.2.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

a)
b)
¢)
d)

MLPA Problari- P070, P245- (MRC Holland)
DNA izolasyon kiti- QTAamp® DNA Mini (Qiagen)
Subtelomerik FISH probu (Cytocell, Vysis)
Etanol-(Merck)
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e) Proteinaz K-(Qiagen, Roche)

f) Heparinaz- H-2519 (Sigma)

g) 1xPBS tamponu

h) TE tamponu

1) 3M Sodyum Asetat ¢ozeltisi

J)  2xSSC ¢ozeltisi

k) 0.4xSSC+0,05 tween 20 ¢ozeltisi
1) %70, %85 ¢ozeltileri

3.2.2. Kullanilan Teknikler

3.2.2.1. MLPA Prob Setlerinin Secimi

Calismada uygulanacak MLPA prob setlerinin se¢iminde iiretici firmanin (MRC-
Holland) ticari olarak kullanima sundugu tiim kromozomlarin subtelomerik bolgelerini
kapsayan iki prob setinden (P036 ve P070) daha yeni iiretime girmis olan PO70 prob seti
secilmistir. Uretici firma subtelomerik taramalarda bu iki prob setini birbirlerini
dogrulama amagh ardigik olarak kullanmayi onermektedir. Dogrulama iglemlerini
yapmak icin laboratuvarimizinda kolay uygulanabilen FISH teknigi secilmis ikinci prob
seti kullanim1 konusunda bir¢ok mikrodelesyon/duplikasyon sendromunu kapsayan P245
prob seti tercih edilmistir. Bu prob setinin kapsadigi sendromlarin klinik bulgular
irdelendiginde (Tablo 3-1) biiyiik bir bolimiiniin gelisme geriligi, kalp anomalisi,
merkezi sinir sistemi anomalisi gibi prenatal ultrasonografide saptanabilecek
patolojilerden sorumlu oldugu ve g¢alismanin olgu se¢im kriterlerine uyumlu oldugu
goriilmektedir. Bu sendromlarin prenatal calismalarda saptanmasi olgularda major
bulgularin yani sira zeka geriligi bulgusunun olmasi agisindan da aile i¢in Onem

tasimaktadir.



Tablo3-1: SALSA P245 A2 Mikrodelesyon Sendromlar1 Prob setinin hedef aldig1
sendromlar, lokuslar ve iliskilendirilen ana klinik bul

sulari
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Sendrom ve kromozomal lokus

OMIM ID*

Klinik bulgular**

1p36 delesyon sendromu

OMIM 607872

GG, MR, Dsm, KH, MSS, ESA

2p16.1 mikrodelesyon sendromu

OMIM 612513

GG, MR, Dsm, KH, MSS, ESA

3929 mikrodelesyon sendromu

OMIM 609425

MR, Dsm, MSS

Wolf-Hirschhorn sendromu, 4p16.3

OMIM 194190

GG, MR, Dsm, KH, GA, ESA, IA

Cri du Chat bolgesi, 5p15

OMIM 123450

MR, Dsm, KH, GA, ESA, iA

Sotos sendromu, 5q35.3

OMIM 117550

AB, MR, Dsm, KH, MSS, NP

Williams sendromu, 7q11.23

OMIM 194050

GG, MR, Dsm, KH, MSS, GA, ESA, IA

Williams bélgesi duplikasyon sendromu, 7q11.23

OMIM 609757

GG, MR, Dsm

Langer-Giedion sendromu, 8q24.12

OMIM 150230

GG, MR, Dsm, iA, GA

9q22.3 mikrodelesyon sendromu

Literattr***

AB, MSS, Dsm, GA

DiGeorge bolgesi 2, 10p15.1

OMIM 601362

GG, AB, MR, Dsm, ESA, iA, GA

WAGR sendromu, 11p13

OMIM 194072

MR, GA, NP, Dsm

Prader-Willi /Angelman sendromu, 15q12 PWS-
OMIM 176270. AS-

OMIM 105830
OMIM 176270

MR, Dsm, GIS, MSS, iA, GA

15q24 delesyon sendromu

OMIM 613406

GG, MR, KH, MSS, Dsm, IA, GA

Rubinstein-Taybi sendromu, 16p13.3

OMIM 180849

GG, MR, Dsm, KH, GA, iA, NP

16p13.3 delesyon/duplikasyon sendromu

OMIM 610543

GG, GA, IA, NP

Miller-Dieker bolgesi, 17p13.3,

OMIM 247200,
607432

GG, MR, Dsm, MSS, KH, GIS, GA

Smith-Magenis sendromu, 17p11.2

OMIM 182290

MR, Dsm, MSS, GIiS, GA

NF1 mikrodelesyon sendromu, 17q11.2

OMIM 162200

MR, Dsm, MSS, KH, iA, NP

17g21.31 mikrodelesyon sendromu

OMIM 610443

GG, MR Dsm, KH, GA, MSS

DiGeorge sendromu, 22q11.21

OMIM 188400

GG, AB, MR, Dsm, ESA, 1A, GA

22q11.21 duplikasyon sendromu

OMIM 608363

GG, MR, Dsm, KH, MSS

Phelan-McDermid sendromu, 22q13

OMIM 606232

GG, MR, KH, Dsm, MSS, GA,

RETT sendromu, MECP2 duplikasyon sendromu,
Xq28

OMIM 312750,
OMIM 30260

MR, Dsm, , MSS, GA

*OMIM numarasi olmayan lokuslar igin literatiir verilmistir
**AB: Asir1 biilylime; Dsm: dismorfizm; ESA: Endokrin sistem anormallikleri; GA: Genito-iiriner sistem anomaliler;
GG: gelisme geriligi; GIS: Gastrointestinal sistem anomalileri; IA: Iskelet anomalileri; KH; kardiak anomal; MR: zeka
geriligi; MSS: merkezi sinir sistemi anomalisi; NP: Neoplazi

***Redon ve ark. Eur ] Hum Genet 2006

3.2.2.2. DNA Eldesi

Olgularin kromozom analizi amagli alinmis olan fetal dokularindan DNA izole
edilerek MLPA calismas1 icin bankalanmistir. DNA izolasyonunda 60 olgunun DNA
izolasyonunda Qiagen firmasinin QIAamp® DNA Mini izolasyon kiti kullanilmig, ancak
ornek miktariin az oldugu 8 fetal kan 6rneginde daha yiiksek verim almak i¢in tam
otomatik DNA izolasyon cihaz1 (Magna Pure Compact -Roche) ile izolasyon yapilmstir.
DNA izolasyonu i¢in; amniyotik sivi ve korionik villus 6rneginde miimkiinse (izolasyon
enzim asamasinin gerekmemesi nedeni ile) hiicre

asamasinda doku sindirici
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kiiltiirlerinden elde edilen hiicreler Oncelikli olarak kullanmustir. Fetal kordon kani,
kordosentez islemi sirasinda heparin kullanilarak alindigindan ve heparinin PCR
inhibitdrii oldugu bilindiginden (Izraeli ve ark. 1991; Yokota ve ark. 1999; Beutler 1990),
DNA’da heparin kontaminasyonunu en diisiik seviyede tutabilmek i¢in kisa siireli hiicre
kiiltiiriinde elde edilen hiicreler 6ncelikle izolasyona almmaya calisitimistir. Ureme azlig1
durumunda fetal kordon kani hiicreleri kiiltiir edilmeden DNA izolasyonuna alinmistir.

Olgularin DNA izolasyonlarina ait 6zellikleri agagidaki tabloda (Tablo 3-2) gosterildi.

Tablo 3-2: Olgulardan izole edilen DNA o6rneklerinin ézellikleri

Olgu Kaynak DNA Total izolasyon
No Doku YOGUNLUK 260/280 DNA Metodu
ngr/pL ngr
1 AS K 24,1 1,97 4,82 Manuel izolasyon (Qiagen)
2 FK K 21,9 1,80 4,38 Manuel izolasyon (Qiagen)
3 FK K 65,7 1,8 6,07 Manuel izolasyon (Qiagen)
4 AS K 60 1,96 6,00 Manuel izolasyon (Qiagen)
5 FKK 65 1,0 13,00 Manuel izolasyon (Qiagen)
6 AS K 43,2 1,95 4,32 Manuel izolasyon (Qiagen)
7 AS K 77,1 1,90 15,42 Manuel izolasyon (Qiagen)
8 FK K 67,2 1,86 6,72 Manuel izolasyon (Qiagen)
9 AS K 123,1 1,87 12,31 Manuel izolasyon (Qiagen)
10 ASD 33,3 1,8 3,33 Manuel izolasyon (Qiagen)
11 AS K 139,8 1,99 13,98 Manuel izolasyon (Qiagen)
12 ASK 77,6 1,93 7,76 Manuel izolasyon (Qiagen)
13 AS K 102,7 2,02 20,54 Manuel izolasyon (Qiagen)
14 KVOK 106,9 1,96 10,69 Manuel izolasyon (Qiagen)
15 FKD 76,3 1,88 7,63 Manuel izolasyon (Qiagen)
16 FK K 19,3 1,73 3,86 Manuel izolasyon (Qiagen)
17 FK D 72,8 1,85 14,56 Manuel izolasyon (Qiagen)
18 FKD 103,8 1,84 10,38 Manuel izolasyon (Qiagen)
19 ASK 63,9 1,76 12,78 Manuel izolasyon (Qiagen)
20 FKD 61,1 1,82 12,22 Manuel izolasyon (Qiagen)
21 FK D 40,1 1,84 8,02 Manuel izolasyon (Qiagen)
22 ASK 33 1,95 6,60 Manuel izolasyon (Qiagen)
23 FK D 98,8 1,92 19,76 Manuel izolasyon (Qiagen)
24 FK D 231 1,91 46,20 Manuel izolasyon (Qiagen)
25 FK D 46,9 1,88 9,38 Manuel izolasyon (Qiagen)
26 FKD 81,9 1,96 16,38 Manuel izolasyon (Qiagen)
27 FKD 24,1 1,82 4,82 Manuel izolasyon (Qiagen)
28 ASD 68,3 1,87 17,76 Manuel izolasyon (Qiagen)
29 KVOK 79,9 2 17,98 Manuel izolasyon (Qiagen)
30 KVOK 11,2 1,97 2,24 Manuel izolasyon (Qiagen)
31 FK D 65,2 1,83 13,04 Manuel izolasyon (Qiagen)
32 KVO K 22 1,92 4,40 Manuel izolasyon (Qiagen)
33 FK D 28,5 1,87 5,70 Manuel izolasyon (Qiagen)
34 ASK 1 3,7 0,50 Manuel izolasyon (Qiagen)
35 AS K 25,1 1,95 3,77 Manuel izolasyon (Qiagen)
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DNA Total

Quu Kavmak  yOGUNLUK 2601280 DNA [zolasyon
ngr/pL ngr

36 KVOD 15 1,88 3,00 Manuel izolasyon (Qiagen)
37 ASK 16,9 1,95 5,07 Manuel izolasyon (Qiagen)
38 FK D 63,3 1,84 12,66 Manuel izolasyon (Qiagen)
39 KVOD 25,3 1,79 10,12 Otomatik izolasyon (Magnapure)
40 ASK 91,4 1,98 18,28 Manuel izolasyon (Qiagen)

41 FK D 3049 1,97 60,98 Otomatik izolasyon (Magnapure)
42 FKD 201,8 1,97 40,36 Otomatik izolasyon (Magnapure)
43 AS K 32,4 1,94 6,48 Manuel izolasyon (Qiagen)
44 AS K 50,2 1,93 10,04 Manuel izolasyon (Qiagen)
45 FKD 102,3 1,98 10,23 Otomatik izolasyon (Magnapure)
46 ASK 114,7 1,93 22,94 Otomatik izolasyon (Magnapure)
47 FKD 228,1 1,92 45,62 Otomatik izolasyon (Magnapure)
48 FKD 621,8 1,98 124,36 Otomatik izolasyon (Magnapure)
49 FKD 106,5 1,98 21,30 Otomatik izolasyon (Magnapure)
50 FKD 118,9 1,95 23,78 Manuel izolasyon (Qiagen)

51 ASK 50,2 1,89 10,04 Manuel izolasyon (Qiagen)
52 KVOD 82,9 1,82 6,21 Manuel izolasyon (Qiagen)

53 FK D 89,8 1,86 17,96 Manuel izolasyon (Qiagen)
54 ASK 105,1 1,97 10,51 Manuel izolasyon (Qiagen)

55 KVOD 121,4 1,78 24,28 Manuel izolasyon (Qiagen)
56 KVOK 1754 1,95 21,05 Manuel izolasyon (Qiagen)

57 FKD 64,1 1,84 12,82 Manuel izolasyon (Qiagen)

58 FKD 42,6 1,95 8,52 Manuel izolasyon (Qiagen)
59 FKD 76,2 1,87 15,24 Manuel izolasyon (Qiagen)
60 FKD 82,1 1,8 8,21 Manuel izolasyon (Qiagen)

61 FK D 73,1 1,9 14,62 Manuel izolasyon (Qiagen)
62 ASK 148,9 1,97 29,78 Manuel izolasyon (Qiagen)
63 ASD 150,2 1,87 22,53 Manuel izolasyon (Qiagen)
64 FKD 22,5 1,67 4,50 Manuel izolasyon (Qiagen)

65 FKD 135,1 1,96 17,56 Manuel izolasyon (Qiagen)

66 FKD 99,7 1,93 11,96 Manuel izolasyon (Qiagen)
67 AS K 145,6 1,98 21,84 Manuel izolasyon (Qiagen)

68 KVOK 91,9 1,93 27,57 Manuel izolasyon (Qiagen)

AS D; Amniyotik siv1 hiicreleri (kiiltiir edilmemis), AS K; Amniyotik stv1 hiicre kiiltiirli, FK D; Fetal kordon kan
hiicreleri (kiiltiir edilmemis), FK K; Fetal kordon kami hiicre kiiltiirii, KVO D; Koryonik villus dokusu (kiiltiir
edilmemis), KVO K; Koryonik villus hiicre kiiltiirii, Manuel izolasyon (Qiagen); QIAamp® DNA Mini (Manuel
izolasyon (Qiagen))DNA izolasyon kiti, Magnapure; Magna Pure Compact (Roche) DNA izolasyon kiti

Calisma yapilan 66 olgudan 33’ {inde erkek, 33’ sinde ise disi kromozom yapist
gozlenmistir. Olgularin anne yas1 ortalamalar1 29 yas (19-43), ortalama gebelik yaslar1 22
hafta (12-35) olarak hesaplanmustir.

Olgularin DNA izolasyonunda, miimkiin oldugu kadar 6rnek dokudan dogrudan
izolasyon yapilmaya c¢alisilmistir. Fetal kromozom analiz ¢alismalarindan yedek olarak

ayrilan dokularin miktar1 yeterli olmadiginda DNA kaynagi olarak ekilen hiicre kiiltiirleri
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kullanilmugtir. Ozellikle fetal kordon kanlarmda kisith miktarda 6rnek oldugundan DNA
izolasyonunda miimkiin oldugu kadar tam otomatik DNA izolasyon cihaz1 (Magna Pure
Compact-Roche) kullanilmaya c¢alisilmistir. Diger 6rneklerde manuel DNA izolasyon kiti

(QIAGEN) kullanilarak izolasyon yapilmistir.

3.2.2.2.1. Otomatik izolasyon

Otomatik izolasyonda Magna Pure Compact (Roche) izolasyon cihazi ve MagNA Pure
Compact Nucleic Acid Isolation Kit I kullanilmistir. Bu cihazin kullanimi, 6rnek ve kit
uygulamasi cihazin ekran yonlendirilmesine gore yapilmistir. Cihazin kullanimi
basamaklar halinde asagida verilmistir. Magna pure cihazi izolasyonu kullanilan eliisyon
tampon ve DNA Orneginde manyetik boncuk artig1 kalma ihtimali nedeni ile MLPA
calismasinda MRC Holland firmasi tarafindan ¢ok oOnerilmemektedir. Cihaz hazir kit
kullanildigindan eliisyon tamponunu degistirmek miimkiin degildir. Bu cihazla sadece
bazi fetal kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Bu 6rneklere alkol ¢oktiirmesi
uygulanarak DNA ilave bir saflagtirma ile temizlenmis ve bu islemde eliisyon tamponu

olarak TE tampon kullanilmstir.

Otomatik izolasyon islem basamaklari;

a) Cihaz agma kapama diigmesinden agilir 5dk 1sinma siiresi beklenir
b) Izolasyon drnek tipi, kit tipi ve lot numaras: girilir.
c¢) Ornek ve DNA tiip barkod listesi eslestirilir.

d) Kapak agilarak pipet kartusu, kit kartusu (kartus yerlestirilmeden once hafif
dairesel hareketlerle karistirilir), 6rnek kanlar1 yerlerine koyulur.

e) “Start” digmesine basilarak islem baglatilir.
f) Islem sonunda DNA &rnekleri alinarak cihaz temizlenip kapatilir.

3.2.2.2.2. Manuel izolasyon

Manuel izolasyonda Manuel izolasyon (Qiagen) mini DNA izolasyon kiti
kullanilmistir. Bu kit igerigi spin kolon yontemi ile izolasyona olanak vermektedir.
Kullanilan spin kolonlar kit protokoliine goére 200ul periferik kan i¢in optimum verim

tagimaktadir. Kordon kaninda ayni miktar kan isleme alinmis diger 6rnekler igin
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mikrosantrifiij tiipiinde ~3mm yiikseklikte palet icerecek sekilde ayrilmis ve 1xPBS ile

200ul’lik hiicre ¢okeltisi halinde isleme baslanmistir. Korionik villuslardan DNA

izolasyonu isleminde tlip bagina ~Smg (5-6) villus ayrilarak 200ul ye 1XPBS ile

tamamlanip doku pargalayici enzim ile muamele edildikten sonra lizis islemi (madde 2)

ile protokole devam edimistir.

Bu yontemle DNA izolasyon protokolii basamaklar halinde asagida verilmistir.

Manuel izolasyon (Qiagen) mini DNA ekstraksiyon protokolii*;

a)

b)

c)
d)
e)
f)
g)

h)
i)
)
k)

)

1,5 pl lik mikrosantrifiij tiipiine 20ul Manuel izolasyon (Qiagen) proteaz (ya da
proteinaz K) koyulur

Uzerine 200ul 6rnek koyulur ve 200ul Buffer AL eklenir
56°C de 10 dk inkiibe edilir

Hizli santrifiijle kapak etrafina bulagmis 6rnek ¢oktiiriiliir
200ul etanol (96-100) eklenir 15 sn alt {ist edilerek ¢alkalanir
Hizli santrifiijle 6rnek ¢oktiiriiliir

Karigim 2 ml lik toplama tiipii i¢ine yerlestirilmis QIAamp mini spin kolon a
aktarilir, 6000xg de 1 dk santrifiij edilir

Spin kolon temiz bir toplama tiipiine aktarilir, eski toplama tiiptii filtratla birlikte
atilir

Spin kolon un kapagi acilir ve igine 500 ul AW1 soliisyonu eklenir, kapagi
kapatilir, 6000xg de 1 dk santrifiij edilir

Spin kolon temiz bir toplama tiipiine aktarilir, eski toplama tiiptii filtratla birlikte
atilir

Spin kolon un kapagi acilir ve igine 500 ul AW?2 soliisyonu eklenir, kapagi
kapatilir, 20.000xGg’ de 3 dk santrifiij edilir

Spin kolon temiz bir toplama tiipiine aktarilir, 20.000xg’ de 1 dk santrifiij edilir,
eski toplama tiipii filtratla birlikte atilir,

m) Spin kolon etiketlenmis 2 ul’ lik saklama tiipiine aktarilir, izerine 200 ul TE**

n)

tampon koyulur, oda sicakliginda 2 dk bekletilir.
6000xg de 1 dk santrifiij edilir, 6rnek saklanir kolon atilir.

*Protokol Manuel izolasyon (Qiagen) mini DNA ekstraksiyon kiti protokol el kitabindan almmustir.

**Kit iceriginde elusyon tampon olarak AE tampon bulunmaktadir. Calismada AE tampon yerine MRC

Hollandin MLPA ¢alismalari i¢in 6nerdigi TE tampon kullanilmistir.
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3.2.2.3. DNA Bankalama

izole edilen DNA &rneklerinin bankalama islemlerinin diizenli yapilabilmesi igin
FileMaker Pro Versiyon 8 veritaban1 programi kullanilarak bir DNA bankasi veritabani
yapilmis, tiim DNA oOrnekleri etiket, 6l¢iim, depolama bilgileri veritabanina kaydedilerek

bankalama islemlerinin daha diizenli olmasi saglanmistir. Bu veritabaninin arayiiz sayfa

resimleri asagida (Sekil 3-1, 3-2, 3-3, 3-4, ve 3-5) verilmistir.
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Sekil 3-2: DNA bankalama veritabam stok kullanim sayfasi arayiizii
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Sekil 3-3: DNA bankalama veritabam sitogenetik bilgi giris sayfas1 arayiizii
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3.2.2.4. DNA’ nin etanol kullanarak tekrar coktiiriilmesi

Bazi olgu DNA’ larinda kirlilik bulunmasi ve/veya konsantrasonun c¢ok diisiik
olmasi nedeni ile etanol ¢oktliirmesi (Zeugin ve ark. 1985; Crouse ve ark. 1987;
Sambrook ve Russell 2001) ile tekrar piirifikasyon yapilmistir. Protokol basamaklar

halinde asagida verilmistir.

e Mikrosantrifiij tiipiine saflagtirilacak DNA 6rnegi alinir

e DNA 06rnegine hacimce 20’ si kadar sodyum asetat eklenir

e Uzerine hacimce 2,5-3 kat 100 etanol eklenir.

e Altiist edilerek karigsmasi saglanir, 1saat +4°C’ de bekletilir.
e 14.000xg’ de 30 dakika santrifiijle ¢oktiirtiliir.

e Siipernatant atilir, ¢okeltiye 70’ lik etanol koyulur, karistirilir
e 14.000xg’ de 15 dakika santrifiijle ¢oktiirtiliir

e Siipernatant atilir, ¢okelti oda 1s1sinda kurumaya birakilir

e Kuruma gerceklestiginde konsantrasyon istenilen miktarda olacak sekilde
TE tamponunda ¢oziiliir

3.2.2.5. DNA orneginden heparini uzaklastirma

Antikoagiilan olarak lityum heparin kullanilmis kan 6rneginden elde edilen DNA
kullanilan PCR c¢alismalarinda heparinin islemi bloke etmesi sonucu basarisiz
olabilmektdir. Kordosentez islemi ile elde edilen fetal kordon kanlart kromozom
caligmalar1 amaglanarak alindiklar1 i¢in lityum heparin igeren enjektorlerle alinmaktadir.
Bu ¢alismada MLPA ¢alismasina alinmadan 6nce dogrudan kordon kanindan elde edilen
DNA o6rnekleri heparinaz ile isleme tutularak kalan artik heparinden uzaklagilmaya

calisilmigtir. Bu yontem Taylor’ un 1997 de yayinladigi protokolden alinmustir.

3.2.2.5.1. Heparinaz c¢ozeltisinin hazirlanma ve kullanim protokolii

50 iinite heparinaz 1 (sigma —H2519) sisesine 11.2ul 1M Tris pH 7.5, 2.2 pul 1M
CaCl2 ve 2229ul distile su koyulur. Bu ¢6zelti 19ul miktarlarda mikrotiiplere ayrilarak -
20 °C de saklanr.
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Kullanimi; 19 pl” lik bir doz heparinaz ¢dzeltisine isleme alinacak DNA
orneginden 4 pul (400-600 ng/ul) koyulur. 37°C’ de 2 saat bekletilir. Siire sonunda bu
cozeltiden 5 pul alinarak MLPA iglemine gegilir.

3.2.3. MLPA Cahismasi

MLPA calismast i¢in ekleme veya aktarma gibi pipetasyon islemleri gereken
basamaklarda, uygun sicaklikta bekletme secenegini de igeren tek bir PCR protokolii
termal dongii cihazi hafizasina alinarak, denatiirasyon, hibridizasyon, ligasyon ve PCR
basamaklarinin tiimii i¢in uygulanan inkiibasyonlarda tek program kullanilmistir. Bu
programin ve MLPA ydnteminin tiim basamaklar1 basamaklar1 asagida maddeler halinde

verilmigtir.

Termal Dongii Cihazt MLPA program basamaklart;

a) 98°Cs’

b) 25°C  beklet
c) 95°CI’

d) 37°C 16 saat
e) 54°C  beklet
f) 54°Cl15°

g) 4°C  beklet
h) 60°C beklet
1) 35 siklus

j) 95°C 307
k) 60°C 30~
1) 72°C 60~
m) 72°C20°

n) 4°C  beklet
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3.2.3.1. DNA Denatiirasyonu ve Prob Miks ile Hibridizasyon

a) MLPA calismasina alinacak olan orneklerin stok DNA’lar1-20°C den ¢ikarilarak
¢Oziilir

b) Kisa siireli (~5sn) santrifiijle ¢oktiiriiliir

¢) 40°C masaiistii blok 1siticida 1sitilir

d) Stok DNA’ dan yogunlugu 70ng/ul-100ng/ul olacak sekilde ~25ul miktarda
¢oOzeltiler hazirlanir

e) Calisilacak prob kitinden SALSA Probe miks ve MLPA tampon ¢ikarilarak oda
1sisinda  ¢Oziilmesi saglanir. Tampon c¢ok iyi vortex ile karistirilir ve kisa
santrifiijleme ile dibe toplanir

f) DNA c¢ozeltisinden her 6rnek i¢cin Sul DNA 200 pl” lik PCR tiiplerine alinir

g) Icinde DNA bulunan bu etiketlenmis tiipler termal dongii cihazinda 98°C” de 5 dk.
inkiibe edilir.

h) Inkiibasyon sonunda tiipler 25°C’ ye sogutulur

i) Inkiibasyon sirasinda her bir 6rnek i¢in 1,5 pl MLPA tampon ve 1,5 ul Probe
miks olmak tizere master miks hazirlanir, pipetajla iyice karistirilir

j) Tiplerin sicakhigi 25°C” ye diistigiinde, her bir 6rnege 3 ul master miks koyulur
ekleme sirasinda yukar1 asagi pipetaj ile karigmasi saglanir.

k) Termal dongii cihazinin kapagi kapatilarak once 1 dk 95°C denaturasyon ve

ardindan 16 saat (gece boyu) 37°C’ de hibridizasyona birakilir.

3.2.3.2. Ligasyon

a) On PCR hazirligi olarak dondurucudan Ligaz 65 tampon A, Ligaz 65 tampon B
dondurucudan ¢ikarilarak ¢oziliir

b) Her bir 6rnek i¢in 3 ul Ligaz 65 tampon A, 3 pl Ligaz 65 tampon B ve 25 ul
dH,O olmak {izere ligaz tampon miksi hazirlanir.

¢) Ligaz tampon miksine her bir 6rnek i¢in 1 pl Ligaz 65 enzimi eklenir, yukari
asag1 pipetaj ile karigmasi saglanir.

d) Termal dongii cihazi 37°C” den 54°C bekleme basamagina getirilir
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e) Orneklerin sicakligi 54°C” ye ulastiginda her bir tiipe 32 ligaz miks eklenir yukari
asag1 pipetaj ile karigmasi saglanir.

f) Termal dongii cihazinda 54°C” de 15 dakika inkiibe edilir

g) Ligasyon iiriinii 4°C” de 1 hafta kadar saklanabilir. Daha uzun saklama i¢in -20°C

Onerilmektedir.

3.2.3.3. PCR calismasi

a) PCR c¢alismasi oncesinde SALSA PCR tamponu, SALSA PCR primerleri ve
SALSA enzim diliisyon tamponu dondurucudan c¢ikarilir ve ¢oziiliir, vortksle
karistirilir

b) Yeni PCR tiipleri her 6rnek i¢in etiketlenir

¢) Her bir 6rnek icin 4 ul SALSA PCR tamponu ve 26 ul dH,O olacak sekilde
PCRtampon miksi hazirlanir ve vorteksle karistirilir

d) Hazirlanan her bir tiipe 30 PCR tampon miksi pipetlenerek koyulur

e) Uzerlerine her 6rnegin kendi ligasyon iiriiniinden 10’ar ul eklenir

f) Ornekler PCR tiipii icerisinde dagilmissa santrifiijde hizli cevirme ile alta toplanir
ve termal dongii cihazina yerlestirilir

g) Buz iizerinde, 6rnek basma 2 pul SALSA PCR primeri, 2 pl SALSA enzim
dilisyon tamponu ve 5,5 pl dH,O olacak sekilde PCR master miks hazirlanir
yukar1 asagi pipetaj ile karigmasi saglanir. Her bir 6rnek icin 0,5 pul SALSA
polimeraz enzimi eklenir ve tekrar yukari asagi pipetaj ile karigsmasi saglanir.

h) Termal dongii cihazi 60°C’ ye ayarlanir

i) 60°C sicaklikta termal dongii cihazindaki tiiplerin her birine 10” ar pl PCR master
miks eklenir ve yukar1 asagi pipetaj ile karigmasi saglanir. PCR isleminin

baslamasi i¢in termal dongii cihazi ¢aligmasina devam edilir.

3.2.3.4. Kapiler Elektroforez Cihaz Ile Fragmanlarin yiiriitiilmesi

Kapiler elektroforez cihazi agilir, kapiler uclarini koruyucu su tablasi doldurulur,

ornek listesi, plaka grafigine tarih hasta numarasi ve prob setinin ad1 olacak sekilde girilir.
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Separasyon tampon plagi ve ornek yiikleme plagi hazirlanir cihaza yiiklenir ve cihaz

yiiriitme iglemi baslatilir.

Kapiler elektroforez i¢in tampon plagi ve 6rnek yilikleme plaginin hazirlanmasi:

a) Tampon plaginin 6rnek sayisi ve yerleri kadar olan kuyucuklarina 3/2° sini
dolduracak kadar separasyon tamponu doldurulur

b) Ornek yiikleme plag: igin; 6rnek basma 32 pl formamid, 0,2 pl CEQ600 size
marker diisecek sekilde master miks hazirlanir iyice karistrilir

¢) Hazirlanan master miks 6rnek yiikleme plakasi kuyucuklarina 32” ser pl koyulur

d) Her bir 6rnegin kuyucuguna 2,2° ser pl PCR iirlinti eklenir

e) Her bir 6rnek kuyucuguna birer damla mineral yagi damlatilir

Heri iki plak da kapiler elekroforez cihazina yiiklenir, yiiriitme ayarlari (sekil 3-6)

yapilir ve cihazda fragman ayrilmasi islemine gegilir.

Yiiriitme ayarlari;
a) Kapiler sicakligi:50°C
b) Sicaklik i¢in bekleme: agik

¢) Denaturasyon sicaklig1:90°C
d) Siiresi:120sn

e) Injeksiyon voltaji:2.0kV

f) Injeksiyon siiresi:60sn

g) Yiriitme siiresi:4,8 kV

h) Yiiriitme siiresi:60 dk

Mote  Method | Analysiz I

— Denature

- Separate
tethod Mame: MLPA Temperature: 80 °C Valtage: 4.8k
Duration: 120 sec. ’7 Duration: B0.0 min,
Capillary r Inject Pause: 0 miir.
Temperature: A0 C Woltage: 2.0k
’7 Whait for Temp: Tes Druration:; B0 zec,

Sekil 3-6: Beckman Coulter CEQ 8000 kapiler elektroforez cihazi MLPA yiiriitme ayarlari
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3.2.3.5. Fragman Analizi

Kapiler elektroforezde 6rnekler yiiriitiildiikten sonra fragman analizine gegilir.

Bu islem icin CEQ 8000 cihazinin fragman analiz programi agilir ve analiz

parametreleri ve analiz metodu ayarlanir (Sekil 3-7; Sekil 3-8) Ayarlamalardan sonra

fragman analizi yapilarak elde edilen fragman sonuglari “csv” formatinda export edilir ve

data analizine gegilir.

il.

iii.

1v.

Vi.

Vii.

Genel analiz parametreleri;
Pik kriterleri;
a. Slope diizeltmesi:3
Relatif pik yiikseklik diizeltmesi:1
Alel tanimlamasi;
a. Size tahmin ve alel ID giivenilirligi;
i. Gilivenlik diizeyi:95
Analiz metodu;
Size standard1: Size standart 600(3)
Model:Cubic

Gog¢ degiskeni: Migrasyon zamani
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7} W Edit Fragment Analysiz Parameters

Sekil 3-7: Beckman Coulter CEQ 8000 kapiler elektroforez cihazi fragman
analiz parametre genel ayarlari

W Edit Fragment Analysis Parameters

SizeStandard-600(3) i

Sekil 3-8: Beckman Coulter CEQ 8000 kapiler elektroforez cihazi fragman
analiz metodu ayarlari
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3.2.3.6. Veri Analizleri

Fragman analizi sonrasinda elde edilen kontrol pikleri ve hedef bolge pikleri say1
ve boyutlart agisindan genel olarak gozle kontrol edilir. Piklerinin uygun boyutta ve
sayida oldugu dogrulandiktan sonra veri analizlerine gecilir (Sekil 3-9). Uygun olmayan

ornekler silinerek tekrar MLPA c¢alismasina alinir.

' Fragment Analysis - son 07112009 p245 - [Copy(3] of mlpalD_ferda ozturk_p245 7112009.A02 09122716TL]

’1-:‘ File “iew Analysiz Reports “Window Help -|5' 5'
(|
0@ dl=|| 28
o1 o2/ M o3| [od M || Heion FEEm2E <] sewin fEETT22 ||
El % Copy(3) of mipal0_ferda ozturk_p245_7112009.A02_09122716TL
= i’ld:FLP Fragrenit D ata I Raw Dala| Fragment List| Curlenll Inject Currentl Vultagal Analysis Logl Run Log' Analysiz Palametersl Quantitation | STR Locus Tags' ShAj¥
£
-{_] Binnings 305 229, 26224.701
-] Peak Ratios 25000 r
8614
30000 -+
+ 105.48
26000 -+
L 130,78
126.02
L 1.4 163,93
T 20000 4 15118
=3 L
b 22578 260,64
u 535 1312 17058 laég:ci‘m 29.08 5304
z r | gy 301.85
18000 100 157 46
L et 319.99
14576 !
0.85
7.0 387 65
L 7347 30404 WA 35542 o
10000 - 66.72 20081 34134 36306 39402 18507
L 039 45556
410.13
0246 42722 485 5
[i72.76 446,19
H 430.05 478
s000 - o
[ mm
[ 67.06
2.07
o Lk Ut{ .UUU .uUU )
I I I I | I I
100 180 200 2850 300 3850 400 450
Size (nt)
oo ]| 2 | >
LAnaIyses Data Reports
|Reacy
iﬂStart”J m & L'ﬁ;l H QMaimMenu'VelsiorﬁSU nitation |<E|J/«%¢!@$) 4:03 PM

Sekil 3-9: Kapiler elektroforez cihazinda analiz sonrasi pik goriiniimii

Veri analizleri i¢in fragman analizi sonrasinda uygun olan 6rneklerin verileri csv
(comma-separated values= virgiille ayrilmis degerler) formatinda cihazdan alinarak
Coffalyser 9.4 programinda analiz islemine gecilir. Coffalyser programinda yapilan

analiz islemi agsagida basamaklar halinde anlatilmistr.

Coffalyser 9.4 programi agildiktan sonra miks yiikleme ekranindan incelenecek

verilerin kullanildig lot ve miks numarali MLPA prob seti segilir (Sekil 3-10)
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Acilan ekrandan kullanilan prob setinin pik fragmanlar1 kontrol edilir (Sekil 3-11)

“RAW data” veri ekranindan analiz edilecek csv dosyas segilirek yiiklenir (Sekil

3-12).

Analiz ayarlar1 yapilarak analiz islemi gergeklestirilir (Sekil 3-13).

Kontrol ve hasta drnekleri secilir. Pik normalizasyonu yapilarak elde edilen pikler

ile program pikleri esitlenir (Sekil 3-14).

Filtreleme islemi ile pikler filtre edilerek analiz edilecek pikler ayrilir (Sekil 3-
15).

Analiz islemi yaptirilir, pik degerleri ve pik grafikleri degerlendirilerek var olan

kopya say1s1 degisikleri elde edilir (Sekil 3-16).

Coffalyser MLPA - DAT

PO70-B1 MLPA probemix lot 0808 txt Library AITMILPA muxes | Raw MLPA data Data hltermg Data analysis MLPA Results

Settings

LIBRARY. LIBRARY
Al MLP A mixes

LOAD MLPA MIX / START NEW PROJECT

Coffalvser MLPA DAT

Bl projects Active MLPA mix

Allraw run deta | POPQ-BL MLPA probemix lot 0808 £t

Al veference runs fitered)

All sample runs (fitered) Load MLPA mix

Al sample reports -

Al project sumimary files | Select your MLPA probe rix j LOAD MIX

Raw run data User Projects

Sample reports
Project summary files | Userl " Start a New Project

KIT Number @ Search Saved Projects
| Project Name

Use Datahase

|siiven TEZ x| NEW [ |

‘ Start MLPA analysis |

| Start newy project (P) -

Sekil 3-10: Coffalyser 9.4 miks yiikleme ekram



ATMIPA muxes | Raw MLPA data Data fltenng Data analysis MLPA Results

n T

R&W RUMN SAMPLE FILES SAMPLE NAME
PO70_MLPATO,
] POT0_MLPA35
PO7O_MLPA4S
POYO_MLPAST
POYO_MLPAGS,
PO7O0_MLPAGE 50000
PO70_MLPAE?,
PO70_MLPAEE,
P245_MLPA3ZS

50000 A ¢ ¢

P p
» p
40000 - 1
4
&»

30000 1

20000 1

o ‘ l“h“lll ﬂ

D' v - o ﬂnnnnnn"nnnnnnnnnnnlnnl‘lvlm
£2 92 142 192 242 292 242 30 442 490

| Show (dbelk) £ Start slideshow (P) - >

Cre all sample repo

~r & _ . o . . .
ig Ba?]af e ﬂ & 2 rg Gelenku,., "33 TEZ [Uyu,.. ﬁ-:.:.r ys... [ amal- A, | 18 Belgelerim rE Microsoft...

Sekil 3-12: Coffalyser 9.4 olgu yiikleme ve olgu pik kontrol ekrani
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Coffalyser MLPA - DA

PO70-B1 MLPA probemix ot 0808, txt

LIBRARY
AllMLPA, mixes

PO70-B1 MLPA probemix lot 0808,

All projects
Allravwy run data

All reference runs (fitered)
Al sample runs (fitered)
All ssmple reports

All project summary files

Mewvy project 12-21-2010 14413 Ph
Raw run data
Sample reports
Project summary files

Data fltering

] Pre- Mormalization options

ATMLPA muxes | Raw MLPA data
Options
SAM
03 Analysis Options ] Advanced Analysis Options
0z, Regression Options  Filker Options } Sample Mames ] Results Display Options
03
ek Signal Import
03
03 Peak areas or peak heights: " Use peak heights
03
03 & Use peak areas
03 . .
03 Multiple signals in a BIN: & Use heighest peak signal
03
03 " Use summation of peak in

Pz Size Marker Options

FO7 Rernove Track Ends

Bin Size Options

Pa7 Allowed length

FO7 wariation in a bin

PO7 Minimal Signal Units

" Marker values are already remaved

* Remove marker values

lz—j‘ bp
[

ERROR check | mbout |

| Tumar snalysis (LS)\

QK

Cancel

Activate selected project (P)

MLPAR

Sekil 3-13: Coffalyser 9.4 analiz secenekleri ayar ekram

Coffalyser MLPA - DA

PO70-B1 MLPA probemix lot 0808 txt

RAW RUM SAMPLE FILES

REFERENCE RUNS

03.05.10_POTO_MLPA15_fadime T
03.05.10_POTO_MLPA26_sefika b
03.05.10_POFO_MLPAZT_Zuleyha
03.05.10_POFO_MLPA2S sevgi sz
03.05.10_POFO_MLPA32_Dlem D
03,05 10_POFO_MLPA4Z_Duriye E
0305 10_POFO_MLPAAS_Mekem b
03.05.10_POTO_MLPAAT_Selda Ci
03.05.10_POFO_MLPAB3 Diren En
03.05.10_POFO_MLPAB4_Dilek Oz
03.05.10_POFO_MLPABE_Syse 1
03,05 10_POFO_MLPABT_yeul D
PO70_26 05 2010_MLPA_10 FERE
POTO_26.05.201 0_MLPA_26_SEFI
POTO_26.05.2010_MLPA,_29_SEV
POTO_26.05.2010_MLPA,_32_0OZL
POTO_26.05.2010_MLPA_45_MEL
POTO_26 05 201 0_MLPA_47_SELL
PO70_26 05 2010_MLPA_53_DIRE
POTO_26.05.2010_MLPA_BS_FETL
POTO_26.05.201 0_MLPA_BE_AYS
POTD_26.05.2010_MLPA, 67 AY:

BT 56,08, 5010 MLPA, B8 P07

PO7O_26.05.2010_MLPA_B4_DILEK OZ
PO7O_26.05.2010_MLPA_42_DURIVE B
PO7O_26.05 201 0_MLPA_27_ZULEYHA,

AITMLPA muixes | R

SAMPLE RUNS

PO70_26.052010_MLPA_10 FERDA O

03.0510_PO70_MLPAE7 _Aygul Dermir
03.0510_POTO_MLPABG_Ayse Yurtta
03.05.10_POT0_MLPAE4_Dilek Ozcan
03.05.10_PO70_MLP&63 _Diren Erogl
03.0510_POT0_MLPA&47_Selda Colak
03.0510_POTO_MLP&45_Meltem Kara
03.0510_PO70_MLP&42_Duriye Basa
013.0510_PO70_MLPA32_Ozlem Demir
03.05.10_PO70_MLPA29_seve sati
03.05.10_POT0_MLPA27_Zulevha Dog
03.05.10_POT0_MLPA26_sefika buyr
03.0510_POTO_MLP&15_fadime Turk

Add;remove as reference(====)

MLPAR

PEAK LENGTH PEAK SIGNAL

Sekil 3-14: Coffalyser 9.4 normalizasyon ekram
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Coffalyser MLPA - DA

PO70-B1 MLPA probemix ot 0808, txt

ELTERED DATA RUN MNARWE DhA bt P b P LIG. OK? IF DD Ok? (88 DD OK7 (96)

{_POTO_MLPAGS, AYSE YIGIT.E03 10062'CEQGSY o1 Toolow 45 49 YES, Incom; oK,

POFO_MLPABE_&YSE YURTTAGUL FO3_1*CEQeCSY Toolow 48 44 VES [ Ok

POTO_MLPABT_&YGLL DEMIRCLG03_10°CEQSCSY ¢ OK 48 44 VES Incomplete OK

POTO_MLPABS_MILAY BUYANHOI3_1008*CEQSCSV OK 48 44 YES Incomplete Ok

F245_MLPA38_EMINE CERLADY_10062"CEQsCSY.cs OK 24 23 WES Incomplete Ok

Reference runs QC POFO_MLPA10_FERDA OZTURK.AD3_100°CEQSCSY  OK 45 44 VES Incomplets Ok
Samgle runs GG PO70_MLPAZ5_MAIME K4Y A BO3_10062"CEQSCSY 1 OK 48 44 YES Incomplete OK
POTO_MLPA4S_MELTEM KARADAG.CO3_1*CEQSCSY Toolow 48 44 VES Incomplste Ok

POTO_MLPAST_SEMA OZYURT DO3_1006°CEQSCSY  OK 48 44 VES Incomplete Ok

3-21-2008 2
Reference runs
Sample runs

Delete selected run (Dhick) > Tumar snalysis (LE) ’

Sekil 3-15: Coffalyser 9.4 olgu filtreleme kontrol ekrani

Coffalyser MLPA - DA

PO70-B1 MLPA probemix ot OG0 txt Library AIMLPA muixes | Raw MLPA data Data hltenng

SAMPLE REFORTS PO7O MLPAID X5

PO70_MLPA3S_MAIME KAy 8 BO3 F;fg 70_MLPA10.csv

PO7O_MLPA4S_MELTEM KARADA,
POTO_MLPAST_SEM& OZYURTD| 16
POTO_MLPAGS_AYSEVIBITEDS | 4,
PO7O_MLPAGE_AYSE YURTTAGL
POTO_MLPAGT_AYGUL DEMRCIG| -2
POTO_MLPABS_MILAY BUYANHD | o 1
rE 0z
0.6
0%
0.2
a
R T ] rmtede fnox =
PiRTafzERsEeiznase Zhapiieoruinanetie:
Rt i e Zofltan g5bnzEnG
ZRSMEEn o n S ST wnaTE T M- S
=1 SOOET e T Do EugSEro e o2
R e g pop - e 2885352 PRy =4
SEAYggSnTRSELS¥ET bttt = =
SamgTi4ag, 2ERL3E TTmaT 3 =1 =
SR LETEE £TEgSR e ]
iz &7 F

Mzpview

Shov (cholk) £ Start slideshow (P) > Shawy ratio chart

Sekil 3-16: Coffalyser 9.4sonu¢ inceleme grafik bar ekrani
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3.2.4. FISH Cahsmalar

3.2.4.1. Ornek hazirlanmasi

Sitogenetik c¢alismalar sonrasinda saklanmig olan fiksatifli hiicre diplerinden
lamlara yayma yapilarak uygun kalitede preparatlar hazirlanir. Preparatlar 2° ser dakika
2xSSC, %70 etil alkol, %85 etil alkol ve %100 etil alkol ¢oOzeltilerinde bekletildikten

sonra kurutulur.

3.2.4.2. Prob hazirlanmasi

Subtelomerik problar igin 1pul prob, 2 ul distile su ve 7 pul hibridizasyon soliisyonu

ile karistirilarak hazirlanir.

3.2.4.3. Denatiirasyon ve hibridizasyon

Hazirlanan problar lamlara koyularak lamel koyulur, kapatilir ve lamelin ¢evresi
yapistirict ile kapatilir. Lamlar 73°C” de 3 dakika kodenatiirasyona koyulur ve 16 saat
hibridize edilir.

3.2.4.4. Hibridizasyon sonrasi yitkamalar

16 saat sonrasinda yapistirict ve lameller ¢ikarilir. Lamlar 2xSSC soliisyonunda
72°C’ de 1,5 dakika, oda 1sisinda 0,4xSSC +0.05 Tween 20 soliisyonunda 30sn yikanir.
Havada kurutularak DAPI damlatilir ve lamel ile kapatilir.

3.2.4.5. FISH analizleri

Flouresan mikroskopta DAPI, FITC ve Texas red filtrelerinde incelenerek analiz

edilir. Istenilen metafaz ve interfazlar goriintiileme sistemine aktarilir.
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4. BULGULAR

4.1. CALISMA GRUBUNUN KLINIiK OZELLIKLERI

Olgulardan 54’ {iniin subtelomerik FISH c¢alismasi Multiprobe® T (Cytocell)
probu kullanilarak yapilmis, normal sonuglanmis idi. Diger 14 olgunun subtelomerik
FISH calismas1 yetersiz metafaz sayist ve/veya islem basarisizligi nedeni ile hig
yapilamamis olmasina ragmen g¢alismaya dahil edilmistir. Olgularin 5 inde ultrason
bulgusu olarak kardiak anomali bulunmasi nedeni ile Di George lokus spesifik probu
(TUPLEI-Cytocell) kullanilarak, 1 olguda Smith Megenis & Miller Diekerlokus spesifik
probu (LIS1,FLII-Cytocell) ile, bir olguda da ileri gebelik haftasi nedeni ile kromozom
analizi Oncesinde 5 kromozom (13, 18, 21 X ve Y/Aneuvysion-Vysis) i¢in hizli
anoplodidi taramasina yonelik interfaz FISH analizleri caligmaya alinmadan Once
yapilmis ve tlimii normal sonu¢lanmis idi. Bir olguda fetal ultrasonografide hiper ekojen
barsak bulgusu nedeni ile, fetal DNA’ da kistik fibrozis agisindan CFTR geni dizi analizi
ile taranmig ve mutasyon saptanmamistir. Kromozom analizleri dahil yukarida agiklanan
testleri yapilmis ve normal sonuglanmis olgular ¢alisma grubu olarak sec¢ilmis ve DNA
izolasyonlar1 yapilarak calismaya dahil edilmistir. Bu asamada olgulardan 1’ inin (olgu
34) DNA miktar1 yetersiz oldugundan, diger bir olgu da (olgu 62) MLPA c¢alismasi
baslamadan once dis merkezde yapilan molekiiler calismada FGFR3 geninde G1138A
mutasyonu saptanmasi nedeni ile Akondroplazi tanist kesinlesmis ve MLPA ¢alismasina
almmamistir. Calisilan olgularin yas, gebelik haftasi, saptanan fetal cinsiyet, kromozom
analiz endikasyonu, yapildi ise FISH calismalarinin sonuclari, farkli bir test yapildi ise
sonuglar1 ve ¢alisilan MLPA kitlerinin sonuglarinin goriiniimii tablo 4-1 de toplu olarak

verilmistir.

Tablo 4-1: Calismaya alinan olgularin dokiimii

; Multiprobe .
Fetal MLPA
MLPA NO | YAS | GH ENDIKASYO Telomerik FESH DIGER | 1y b po70
N sex diger TEST P245
FISH
MLPA 1 34 22 | PU,KOO,UT | XY N YOK YOK N N
MLPA 2 26 32 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 3 23 26 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 4 29 19 | PU,DT,KO0O | XX N YOK CFN N N
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Multiprobe

MLPA NO | YAS | GH ENDH;ASYO F:Z:I Telomerik EI@S:II' ]?TIIE; SE'IB MLPA P070 l\;];:?
FISH
MLPA 5 19 24 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 6 36 21 PU, AY XY N YOK YOK N N
MLPA 7 30 17 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 8 38 22 DT, AY, PU XX N YOK YOK N N
MLPA 9 20 21 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 10 35 17 | PU,AY,L.TRI | XY N YOK YOK | dup CTDP1 N
MLPA 11 36 20 PU, AY XX N YOK YOK N N
MLPA 12 30 24 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 13 22 19 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 14 26 16 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 15 31 24 PU, AY XX N YOK YOK del THOC1 N
MLPA 16 27 28 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 17 28 27 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 18 26 23 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 19 36 24 PU XY N AT-N YOK N N
MLPA 20 34 18 PU XX N YOK YOK N del 7q11.23
MLPA 21 30 35 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 22 21 19 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 23 21 22 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 24 24 29 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 25 33 28 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 26 25 30 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 27 30 32 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 28 35 19 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 29 29 22 PU XX YOK YOK YOK N N
MLPA 30 31 18 PU XY YOK YOK YOK N N
MLPA 31 27 31 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 32 33 24 PU XX YOK YOK YOK N N
MLPA 33 22 22 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 34 29 20 PU XY YOK DGS-N YOK YOK YOK
MLPA 35 22 18 PU,1.TRI XX N YOK YOK N N
MLPA 36 19 21 PU XY YOK DGS-N YOK N N
MLPA 37 25 20 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 38 22 22 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 39 26 23 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 40 24 18 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 41 24 23 PU XY YOK YOK YOK N N
MLPA 42 21 28 PU XY YOK YOK N N
MLPA 43 22 23 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 44 33 19 PU XY YOK YOK N N
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MLPA NO | YAS | GH ENDH;ASYO F::zl I\T/lel:ll(:igzgibke EI@S:;I' ]?TIS SE'IB MLPA P070 l\f;:?
FISH

MLPA 45 31 25 PU XY N MD/SMS-N | YOK N N
MLPA 46 36 21 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 47 35 29 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 48 25 26 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 49 35 27 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 50 31 25 PU XY N DGS YOK N N
MLPA 51 37 20 PU XY YOK YOK YOK N N
MLPA 52 22 21 PU XX YOK DGS-N YOK N N
MLPA 53 24 32 PU XY YOK YOK YOK N N
MLPA 54 28 18 PU XX YOK YOK YOK N N
MLPA 55 34 23 AY, PU XX N YOK YOK N N
MLPA 56 26 18 PAT US XX N YOK YOK N N
MLPA 57 26 35 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 58 32 28 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 59 23 27 PU XX YOK YOK YOK N N
MLPA 60 21 27 PU XX YOK YOK YOK N N
MLPA 61 19 29 PU XX YOK DGS-N YOK N N
MLPA 62 35 20 AY, UT, PU XX N YOK YOK YOK YOK
MLPA 63 27 16 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 64 30 31 PU XX N YOK YOK N N
MLPA 65 30 26 PU XX YOK DGS-N YOK N N
MLPA 66 43 27 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 67 31 22 PU XY N YOK YOK N N
MLPA 68 31 30 PU XX N YOK YOK N N

N: Normal GH: Gebelik haftasi, AY: Ileri anne yas1, PU: patolojik ultrasonugrafi bulgusu, DT: Dértlii tarama testinde
yiiksek risk, UT: Uglii tarama testinde yiiksek risk, 1. TRI: 1. Trimester tarama testinde yiiksek risk, KOO: Kétii
obstetrik oykii, DGS: Di George Sendromu, MS/SMS: Miller Dieker/Smith Megenis sendromu, CF: Kistik Fibroz,
AT-N: Hizli anéplodidi taramasi-normal

4.2. MLPA INCELEMELERI

MLPA calismast sirasinda DNA kalitesi ve miktarinin test sonuglarini
degerlendirilmesinde oldukca etkin oldugu goriildii. Bu olgularda alkol ¢oktiirmesi ile
DNA saflagtirilmast ve DNA miktarinda yapilan degisiklikler ile kalite piklerinin
diizelmesi ve genel pik siddetinin optimal seviyelere gelmesi saglandi. Veri analizlerinde
0.65 ile 1.35 araliginda kalan pik oranlar1 normal olarak kabul edildi ve 0,65 ile 0,5
arasinda kalan olgular i¢in olas1 delesyon, 0,5 in altinda kalan olgularda kesin delesyon

ve 1,35 ile 1,5 arasinda kalan olgular i¢in olas1 duplikasyon ve 1,5’ in {izerinde bulunan
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olgular kesin duplikasyon olarak degerlendirildi. Kesin ve olast delesyon/duplikasyon
gosteren olgularin testleri tekrar edildi, ayrica bu pikler tiim kontrol ve test olgularinda
genel pik siddet ve yapilari ayrintili incelendi. Tekrarlanan ¢alismada ayn1 kalib1 gosteren
olgular dogrulama ¢alismasina alindi. Kontrol piklerinin fragman analizinde incelenmesi
sonrast bazi1 olgularin DNA denatiirasyon pikleri ve DNA miktar piklerinin siddetinin
diisiik olmasi nedeni ile bu olgularda once kullanilan DNA miktar1 arttirildi ancak
sonuclarda bir diizelme goriilmedi (Sekil 4-1, Sekil 4-2). Etil alkol ¢oktiirmesi ile DNA’
lar saflagtirildi ancak bazi olgularda kontrol piklerinin halen diizelmedigi gorildii.
Yiiksek miktarda DNA kullaniminin izolasyon islemi ve eliisyon tamponlar1 ile ortama
eklenen tuz konsantrasyonunu arttirdigi, bunun da DNA denatiirasyonunu etkiledigi
tiretici firmanin uygulama notlarinda da bildirilmektedir. Bu nedenle bazi olgularda bu
islem sonrasinda kontrol piklerinde diizelme olmamasi nedeni ile tekrarlanan islemde

daha az miktarda DNA kullaniminin kalite piklerinin ve sinyal kalitesinin artmasini

- - v eeq foe
sagladig goriildii.
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Sekil 4-1: Kotii DNA Kkalitesi nedeni ile yetersiz pik goriiniimii veren olgu 6rnegi
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Sekil 4-2: Denatiirasyon azhigi nedeni ile yetersiz pik goriiniimii veren olgu 6rnegi

4.2.1. Subtelomerik Bolge Prob Seti Degerlendirme Sonuclari

Subtelomerik bolge prob seti (SALSA P070) ile toplam 66 olgu calisildi. Bir
olguda (olgu 10) 18. kromozom uzun kolu subtelomerik bolge CTDPI lokusunda
duplikasyon saptandi. Bir olguda (olgul5) ise 18. kromozom kisa kolu THOC! lokusunda
delesyon saptandi. Anormal sonug¢ saptanan bu iki olguda ve kalite pikleri ile

denatiirasyon piklerinde anormallik saptanan olgularda islemler tekrar edildi.

4.2.2. Sendromik Bolge Prob Seti Degerlendirme Sonug¢lar:

Sendromik bolge prob seti (SALSA P245) ile toplam 66 olgu calisildi. Bir olguda
(olgu 20) 7. kromozom uzun kolu 11.23 bandinda bulunan ELN ekson 1, ekson 20 ve
LIMK gen lokusunda (Williams Sendrom boélgesi) delesyon saptandi. Anormal sonug
saptanan bu olguda ve kalite pikleri ile denatiirasyon piklerinde anormallik saptanan

olgularda islemler tekrar edildi.
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4.2.3. Dogrulama ¢alismalari

MLPA calismasinda subtelomerik delesyon ve duplikasyon ve sendromik
delesyon saptanan ii¢ olguda dogrulama amacli FISH ¢alismalar1 yapildi. 18. kisa kolu
subtelomerik delesyonu saptanan olguda (olgu 15) sitogenetik calisma sonrasinda
multitelomerik FISH (Cytocell) ile normal sonu¢ alinmis olmasit MLPA caligmasi ile
uyumsuz bulundu. Olgunun saklanmis olan hiicre dip materyalinde 18p subtelomerik
probu (Vysis) ile tekrarlanan FISH c¢alismasinda delesyon gosterilerek MLPA ile
saptanan delesyon dogrulandi. Bu olguda daha once yapilan multitelomerik FISH
calismasinda hiicre sayis1 ve/veya teknige bagl yetersizlik nedeni ile yanlis negatif sonug

alindigr anlasildi.

18. kromozomun uzun kolu subtelomerik bolge CTDPI lokusunda MLPA ile
saptanan duplikasyon i¢in olgunun sitogenetik ¢alisma sonrasi saklanmis olan hiicre dip
materyalinde 18q subtelomerik probu (Vysis) ile yapilan FISH ¢aligmasinda metafaz ve
interfaz nukleuslarinda duplikasyon gosterilemedi. Bu duplikasyonun FISH ¢alismasi ile
saptanabilecek biiyiikliikte ya da poziisyonda olmamasi olasiligi nedeni ile olgu DNA
ornegi Affimetrix firmasi1 Tiirkiye temsilcisine gonderilerek Affimetrix Cyto2.7 ¢ipi ile
aCGH ¢alismasina alind1 ve “Chromosome Analysis Suite” programinda yapilan veri
analizleri sonrasinda MLPA da saptanan CTDPI lokus duplikasyonu dogrulandi. Dizin
calismasinda 18q23 bandinda CTDPI geninin biiyiik bir boliimiinii igine alan yaklagik 75
kb biiyiikliiglinde bir bolge i¢in tetrazomi varlig goézlendi (Sekil 4-3)

7. kromozom uzun kolu 11.23 bandinda bulunan Williams Sendromu lokusunda
delesyon saptanan olguda (olgu 20) ELN gen lokus probu (Cytocell) ile yapilan FISH

calismasinda delesyon dogrulandi.

4.2.4. Olgularin Demografik, Klinik Bilgileri ve Sonuclari

Olgularin klinik bilgileri, SALSA P070 ve P245 prob setleri ile yapilan MLPA

calismalarinin sonuglari, pik analiz sonu¢ grafikleri, anormal sonug¢lanan olgularda
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yapilan dogrulama caligmalar1 ve ¢alisamalara ait fotograflar, olgu sirasina gore asagida

verilmigtir.
OLGU 1
Demografik bilgiler;
Anne yast: 34,gebelik haftasi: 22, 1,5° kuzen evliligi

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik Ultrason bulgusu, Uclii testte
1:203 trizomi 21 riski, Kotii obstetrik dykii (1 gebelik kaybi, 2 intrauterin 6liim, 1 zihinsel

Oziirlii 8 yasinda ¢ocuk dykiisii)
Ultrason Bulgulari: Sagda tek tarafli borderline ventrikiilomegali
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip:46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniotik siv1 hiicre kiiltiirti
Izlem: 2 giinliikkken yapilan kranial USG normal sonuglanmus,
8 aylikken West sendromu klinik tanisi almus,
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 2

Demografik bilgiler;

Anne yast: 26 , gebelik haftasi: 32, 1,5° kuzen evliligi

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik Ultrason bulgusu
Ultrason Bulgulari:intrauterin gelisme geriligi, tek umblikal arter
Yapilan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi

Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)

DNA kaynag@i:Fetal kan kiiltiirii

Izlem:-

MLPA Sonucu;mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Wlazew

Grafik 4-3: Olgu 2’ nin P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-4:0lgu 2’ nin P245 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU 3
Demografik bilgiler;
Anne yast: 23, gebelik haftasi:26, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu, icli testte

1:190 trizomi 21 riski

Ultrason Bulgulari: intrauterin gelisme geriligi, sag uterin arterde notch,
umblikal arterde end diastolik akim kaybi, amniyotik sivi voliimii normal, mesane

dilatasyonu, masanede aralikli ¢ikis obstriiksiiyonu?
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynag: Fetal kan 6rnegi
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 4
Demografik bilgiler;
Anne yas1:29, gebelik haftasi:19, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu, dortli testte

1:20 trizomi 21 riski

Ultrason Bulgulari: Intrauterin gelisme geriligi, hiperekojen barsak, plasental

eski kanama odaklari
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiirii
Izlem: Dogum sonras1 muayenede normal muayene bulgular
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-7: Olgu4 ‘iin P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-8: Olgu4 ‘iin P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGUS

Demografik bilgiler;

Anne yas1:19, gebelik haftasi:24, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Serebellar hipoplazi, retro-mikrognati, sag ayakta rocker

bottom, solda talipes, list liste binmis el parmaklari, polihidramnios
Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Fetal kan kiiltiiri

Izlem: Tahliye sonrasi muayenede retro-mikrognati, her iki elde 4. parmakta

kamptodaktili, sol ayak rocker bottom , sag ayakta talipes saptanmus.
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 6

Demografik bilgiler;

Anne yas1:36, gebelik haftasi:20, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu, ileri anne yas1

Ultrason Bulgulari: Intrauterin gelisme geriligi ve triventrikiiler hidrosefali

(Monokoryonik, diamniotik ikiz gebelik, diger ikizde normal ultrason bulgular1)
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiirii

Izlem:Tahliye sonras1 muayenede; hidrosefali olan fetus da her iki el bilateral 5.

parmak klinodaktilisi ve antevert burun delikleri saptanmig
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-11: Olgu 6 ‘nin P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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OLGU7

Demografik bilgiler;

Anne yas1:30, gebelik haftasi:17, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu
Ultrason Bulgulari: Ventrikiilomegali (Hidrosefali)

Uygulanan Girisim: Amniosentez

Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)

DNA kaynagi: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiirii

Izlem: T1bbi tahliye edilen fetus muayeneye getirilmemis

MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)

#0320 DMD |
1530 MECR2

H-153.0 MECP2

H-153.0 MECP2
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OLGU8
Demografik bilgiler;
Anne yas1:38, gebelik haftas1:22, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu, dortli testte

1:100 trizomi 21 riski, ileri anne yas1
Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi
Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynag@: Fetal kan kiiltiirii
izlem:-
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-15: Olgu 8’ nin P070 prob seti ile yapilan ¢caliymanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-16: Olgu 8’ nin P245 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU9

Demografik bilgiler;
Anne yas1:20, gebelik haftasi:21, 1° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Tetra ventrikiilomegali (hidrosefali), mega sisterna magna,
tek umblikal arter, kardiak hiperekojen odak

Uygulanan Girisim: Amniosentez

Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)

DNA kayna@i: Amniotik s1v1 hiicreleri (kiiltiir)
izlem: -

MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2
(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 10
Demografik bilgiler;
Anne yas1:35, gebelik haftasi:17, 1° kuzen akraba evliligi

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu, ikili testte

1:50 trizomil8 riski, ileri anne yast
Ultrason Bulgular: intrauterin gelisme geriligi, diyafragma hernisi
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniotik siv1 hiicreleri (kiiltiir edilmemis)

izlem:34. Gebelik haftasinda sezeryan ile dogan hasta 4 giinliikken diyafragma

hernisi nedeni ile opere edilmis ve postoperatif donemde eks olmus.

MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2, 18q subtel (P245)x3

(SALSA P070 ile normal sonug, SALSA P245 ile 18q subtelomerik duplikasyon)
Dizin Sonucu: arr 18923(75.516.228-75.590.562*)x4

(18923° de ~75 kb’lik bir bdlge icin tetraallelik kalitim)
*Mart 2006 (NCBI36/hgl8) assembly

Dogrulama: MLPA calismasinda olgunun 18. Kromozom uzun kolu terminal
bolgesinde saptanan duplikasyonun FISH calismasi ile dogrulanamamasi nedeni ile olgu
DNA’ sinda Affimetrix Cyto2.7 ¢ipi ile aCGHgaligmasi yapildi ve MLPA da saptanan
CTDPI lokus duplikasyonu dogrulandi. Dizin ¢alismasinda 18q23 bandinda CTDPI
geninin bilyiikk bir boliimiinii i¢ine alan yaklagik 75 kb biiyiikliiglinde bir bdlge icin
tetrazomi varlign gozlendi (Sekil 4-6). ilgili bolge CNV (Copy Number Variation)
veritabaninda (http://projects.tcag.ca/variation/?source=hgl18) arastirildiginda ayni bolge
ile ortiisen ve benzer biiyiikliikte bildirilen anlamli bir kopya sayis1 degisikligi olmadigi

goriildii. (Sekil 4-7).
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Grafik 4-19: Olgu 10’ un P070 prob seti ile yapilan cahismanin analiz bar grafigi
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Sekil 4-3: Olgu 10°’un P070 prob seti ile yapilan calismanin istatiksel analiz goriintiisii
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Sekil 4-4: Olgu 10’ un P070 prob seti ile yapilan ¢alismanin fragman pik goriiniimii a) tiim
telomerik lokuslarin genel goriintiisii, b) olgunun CTDPI lokusu yakin goriiniimii
ve ¢) normal bireyin CTDPI lokusu yakin goriiniimii

subtel 18q (Vysis)

Sekil 4-5: Olgu 10°un 18 q Telomerik FISH goriintiisii
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Sekil 4-6: Olgu 10° un mikrodizin analiz goriintiisii
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Grafik 4-20: Olgu 10’ un P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 11

Demografik bilgiler;

Anne yas1:36, gebelik haftasi1:20, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu, ileri anne yas1

Ultrason Bulgular:: intrauterin gelisme geriligi (Monokoryonik, diamniyotik ikiz

gebelik, diger ikizde polihidramnios bulgusu)
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiirii
izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 12

Demografik bilgiler;

Anne yas1:30, gebelik haftasi:24, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgular: Intrauterin gelisme geriligi, tek umblikal arter, hiperekojen

kardiak odak, mega sisterna magna
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kayna@i: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiirii
Izlem:
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-23: Olgu 12’ nin P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Mlpal2_p245.csv
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Grafik 4-24: Olgu 12’ nin P245 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU 13
Demografik bilgiler;
Anne yas1:22, gebelik haftasi:19, 1° kuzen evliligi

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu, kotii obstetrik

Oykii (1 gebelik kaybi, 1 Sjogren-Larsen sendromlu ¢ocuk)
Ultrason Bulgulari: Hidrosefali, Dandy walker varyant, tek tarafli yarik dudak
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kayna@i: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiirii

Izlem: Tahliye sonrasi muayene; hipertelorizm, burun kokii basik, ala naziler
hipoplastik, sag burun deligi kiigiik, sagburun deliginden dudaga kadar pseudokleft,
bilateral 5. el parmaklarinda tek fleksiyon ¢izgisi ve klinodaktili, sag el 2. parmakta tek

fleksiyon ¢izgisi, dizlerde bilateral 10° ekstansiyon kontraktiirii,, sag ayakta pesekinvarus,
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, gogus ve

bilateral sandal gap ag¢ikligi, deri ince goriiniimlii, ylizeysel damarlar, karin

ekstremitelerde belirgin, mikropenis ve kordi penis.

MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 14
Demografik bilgiler;
Anne yas1:26, gebelik haftasi:16, 1°kuzen evliligi

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, kotii obstetrik

Oykii (2 gebelik kaybi ,1 bilier atrezili 6lii cocuk dykiisii)

Ultrason Bulgulari: Intrauterin gelisme geriligi, iniensefali, kifoskolyoz, kistik
higroma,ileri derecede cilt 6demi, vertebralarda kisalik, plasentada molar goriiniim

(parsiyel mol?).
Uygulanan Girisim:Korionik villus 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX.ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: KVO kiiltiirii

Izlem:Tahliye sonrasi muayene; iiggen yiiz, alin dar ve geriye dogu konumlu,
prognatik mandibula, boyun kisa, ensede ileri derecede 6dem, boyun hizasinda iki adet
kese kitle (kistik?), acikligt sola bakan skolyoz, rontgen;serviko torakal bolgede

ileriderece diizensizlik, aciklig1 sola bakan skolyoz
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 15

Demografik bilgiler;

Anne yast:31, gebelik haftasi:24, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Holoprosensefali, nazal kemik yok, tek burun deligi, talemik

fiizyon, hipotelorizm, her iki bobrekte hafif ekojenite artist
Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX.ish subtel(41x2)
DNA kaynag@: Fetal kordon kani

Izlem: Tahliye sonras1 muayenede hipotelorizm, tek burun deligi, kisa palpebral

fissiirler, egzoftalmi,disa sarkik dil, mikrostomi
MLPA Sonucu; mlpa 18p subtel(P070)x1, (P245)x2

(SALSA P070 ile 18psub telomerik heterozigot delesyon ve SALSA P245 ile

normal sonug)

Dogrulama: MLPA calismasinda olgunun 18. kromozom kisa kolunda THOCI
gen lokus bolgesinde delesyon saptanmasi nedeni ile 18. kromozomun kisa kolu sub
telomerik FISH probu ile (TEL VYSION-VYSIS) yapilan FISH ¢alismasinda sub
telomerik delesyon dogrulanmistir (Sekil 4-9).



113

PO70_MLPALS.csv

14

o4

62 =

0817 7 ToP
130 2 2N
13413 PIRCI
14500 9 00 |
10008 $MOX

000 § TGS

Ratia
o o -
o - =t ~ b
11001 B TRTRET ] ——
G20 ) AT ——————————
0000 CHLl
O3 16 1 LA  ———————————
G000 3 Dnf 1
041611 FROT |
000 110011047  I————
EScREmYrw
07400 B UNCIMA  —————
or I s IRy d
00000 4 FON0
000 4 DOCHS
00138 1 4T
000 3 DuvmDI1
MM b BEwi
11000 1 BETIL |
V1033 98540
13000 3 JARIOIA. |
131548 COCH
149§ PARF]
4 P uTA)
TE0I14 NON  ——— <
MO0 ADECH] I ————
.00 8 0ASH
11000 1 RPN )
179779 16CT™I
WO ACTOR] I ——
Vo000 1 PPARIE
190828 (HuP]
20000 JICCHE)  ——
10821 UCKLI
MR . L]
1o s 10e ‘
MBI |
TN ————————
VA YD -

01-347 1 SROWPEL
2000 3 AP

04100 SGNBILI |
#8148 T REC DL

|

Grafik 4-29: Olgu 15’ in P070 prob seti ile yapilan cahismanin analiz bar grafigi
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Sekil 4-8: Olgu 15’ in P070 prob seti ile yapilan cahismanin istatiksel analiz goriintiisii
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Sekil 4-9: Olgu 15’ in P070 prob seti ile yapilan ¢alismasinin fragman pik goriiniimii a) tiim
telomerik lokuslarin genel goriintiisii, b) olgunun 7THOC]I lokusu yakin goriiniimii ve c)
normal bireyin THOC] lokusu yakin goriiniimii

Deletion
sub tel 18 p

Cen 18 Kromozom 11

Kromozom 11

Cen 18

Sub tel 18 p

. Sub tel 18 p . Sub tel 11 p

. CEP 18 Sub tel 11 q

Sekil 4-10: Olgu 15’in 18 p subtelomerik prob (Tel vysion; CEP 18, sub tel 18p, subtel 11p,
subtel 11q/ VYSIS) ile yapilan FISH ¢alismasi metafaz goriintiisii
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Grafik 4-30: Olgu 15’ in P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 16

Demografik bilgiler;
Anne yas1:27, gebelik haftasi:28, 2° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Intrauterin gelisme geriligi, polihidramnios, mide cebi

yoklugu, gézlenemeyen mesane, 6zefagus atrezisi , 6zefajial pos? sandal gap
Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynag@y: Fetal kan kiiltiirii
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 17

Demografik bilgiler;
Anne yas1:28, gebelik haftasi:27, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Fetuslardan birinde intrauterin gelisme geriligi, hiperekojen

barsak bulgusu, umblikal arterde end diastolik akim kayb1
Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Fetal kordon kani
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)

POT0_MLPALT cov

Wz w

Grafik 4-33: Olgu 17’ min P070 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-34: Olgu 17’ min P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 18

Demografik bilgiler;
Anne yas1:26, gebelik haftasi:23, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgular1: Ventrikiilomegali, kardiak hiperekojenik odak, bilateral

pelviektazi
Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynag@r: Fetal kordon kani
Izlem:
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 19

Demografik bilgiler;

Anne yas1:36, gebelik haftasi:24, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu, ileri anne yas1
Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi

Uygulanan Girisim: Amniosentez

Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2), nuc ish(RB1x2,D18Z1x2, D21S65x2,
DXZ1x1, DYZ3x1)

DNA kaynagi: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiiri
Izlem: -

MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2
(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)

PO7O_MLPALS cov

Fwlalyz e

Grafik 4-37: Olgu 19’ un P070 prob seti ile yapilan cahismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-38: Olgu 19’ un P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 20

Demografik bilgiler;
Anne yas1:34, gebelik haftasi:18, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: intrauterin gelisme geriligi, kisa femur tek umblikal arter,
kii¢iik mide cebi

Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi

Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2), nuc ish(RB1x2,D18Z1x2, D21S65x2,
DXZ1x2)

DNA kaynag: Fetal kordon kani
Izlem: 34.gebelik haftasinda (fetal distress) sezeryan 1430gr dogum,

35 giinliik muayene, periorbital dolgunluk, ince uzun dudak, uzun filtrum,
mikrognati,sivri ¢ene, kulaklar arkaya doniik, tiim viicutta kutis marmaratus, hipotiroidi

(tefor tedavisi baglanmis)



122

6 aylikken yapilan EKO; kiiciik VSD
14 aylikken yapilan EKO; periferik pulmoner stenoz,
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2, 7q11.23 (P245)x1

(PO70 prob seti ile normal sonug ve P245 prob seti ile 7q11.23 de heterozigot
delesyon)

Dogrulama: MLPA c¢alismasinda olgunun 7. kromozom kisa kolunda ELN geni
1. ekson, 20. ekson ve LIMK gen lokus bdlgelerinde delesyon saptanmasi nedeni ile
(grafik 4-38, sekil 4-10, 4-11) Williams sendromuna 6zgii ELN gen lokus FISH probu ile
(CYTOCELL) ile yapilan FISH ¢alismasinda delesyon dogrulanmistir (sekil 4-12).
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Grafik 4-39: Olgu 20’ nin P070 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-40: Olgu 20’ nin P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Sekil 4-11: Olgu 20°nin P24S prob seti ile yapilan calismanin istatiksel analiz

goriintiisii
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Sekil 4-12: Olgu 20’ nin P245 prob seti ile yapilan ¢calismasinin fragman pik goriintiileri
a) tiim sendromik lokuslarin genel goriintiisii, b) olgunun ELN ekson 1(310 nt) , ekson 20
(364 nt) ve LIMK gen lokusu (391 nt) yakin goriiniimii ve ¢) normal bireyin ELN ekson
1(310 nt) , ekson 20(364 nt) ve LIMK gen lokusu (391 nt) yakin goriiniimii
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Williams 5 [ELN)

Cen 7 [D721) J——
el 7 qll.
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Sekil 4-13: Olgu 20’ nin a) Williams Sendromu lokus spesifik prob (Cytocell) ile yapilan
FISH calismasi metafaz goriintiisii b-) kullanilan FISH probunun poziisyonel yerlesimi
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OLGU 21

Demografik bilgiler; Anne yas1:30, gebelik haftas1:35, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu
Ultrason Bulgular: intrauterin gelisme geriligi

Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi

Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)

DNA kaynag@r: Fetal kordon kani

izlem: -

MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)

FOTO_MLPA2].c5v

Whazaew

Grafik 4-41: Olgu 21’ in P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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P245.MLPA 21 .csv
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Grafik 4-42: Olgu 21’ in P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 22

Demografik bilgiler;
Anne yas1:21, gebelik haftasi:19, 1° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Intrauterin gelisme geriligi, situs inversus totalis, tek

umblikal arter, hiperekojen intestin, ambigious genitale — hipospadias (tulip sign)
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiiri

Izlem: Tahliye sonrasi muayenede intrauterin gelisme geriligi, situs inversus

totalis, penoskrotal hipospadias
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Olgu 22’ nin P070 prob seti ile yapilan cahismanin analiz bar grafigi
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OLGU 23

Demografik bilgiler;
Anne yas1:21, gebelik haftas1:22, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Bilateral hiperekojen bobrek, artmis ense plisi kalinlig

(7.9mm), tek umblikal arter, sol elde postaksiyal polidaktili
Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynag: Fetal kordon kani
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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p245_MLPA23.csv
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OLGU24

Demografik bilgiler;
Anne yas1:24, gebelik haftas1:29, 1°kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgular:: intrauterin gelisme geriligi, tek umblikal arter, multikistik
displastik sag bobrek, agir hidrosefali, arka fossa kapali, serebellum hipoplazik, lateral
ventrikiillerde dilatasyon, double buble goriintiisii, bilateral radius aplazisi, trake-

Ozefagial fissur?
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynag@r: Fetal kordon kani
izlem:-
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU25

Demografik bilgiler;
Anne yas1:33, gebelik haftasi:28, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, kotii obstetrik

oyki (1 yenidogan 6limii, 1 intrauterin 6liim 8 aylik)
Ultrason Bulgulari: Bilateral borderline ventrikiillomegali
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynag: Fetal kordon kani
Izlem:-
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)

POTO_MLPAZS. cav
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Grafik 4-49: Olgu 25’ in P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-50: Olgu 25’ in P245 prob seti ile yapilan cahismanin analiz bar grafigi

OLGU26

Demografik bilgiler;
Anne yas1:25, gebelik haftasi:30, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu, kotii obstetrik

Oykii (2gebelik kaybi)

Ultrason Bulgular: Intrauterin gelisme geriligi, torako-lomber-sakral spina
bifida, kifoskolyoz, arka fossa kapali, bilateral multikistik displastik bobrek, perikardiyal

effiizyon, anhidramnios
Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynag: Fetal kordon kani

Izlem: Tahliye sonras1 muayenedehipertelorizm, yukar ¢ekik palpebral fissiirler,
kulaklargeri yerlesikli,heliks kivrimlari diizlesmis, bilateral 5. Parmak klinodaktilisi,

bilateral pesekinovarus, sirtta 6-6.5 cm spinabifida
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OLGU 27

Demografik bilgiler;
Anne yas1:30, gebelik haftas1:32, 1° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: intrauterin gelisme geriligi, hipotelorizm, solda renal fossa
bos (pelvik bobrek?), atrio ventrikiiler septal defekt, dizler belirgin, bacak kaslar atrofik,

alin geride
Uygulanan Girisim: Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynag@r: Fetal kordon kani
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-53: Olgu 27’ nin P070 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-54: Olgu 27’ nin P245 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU 28

Demografik bilgiler;
Anne yas1:35, gebelik haftasi:19, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, ileri anne yasi,

ICSI gebeligi

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, tek umblikal arter,
bilateral ventrikiillomegali, interhemisferik fissiirde 4,5x9 mm kistik lezyon, basik burun

yiiksek ve diiz alin, sakral hiperekojenik lezyon (tail?)
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniotik sivi1 hiicreleri (dogrudan)
izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 29

Demografik bilgiler;
Anne yas1:29, gebelik haftas1:22, 1,5° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, oligohidramnios (ikiz

gebelik, diger fetusda tek umblikal arter bulgusu)
Uygulanan Girisim:Korionik villus 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46,XX
DNA kaynagi: KVO kiiltiirii

Izlem:Tek umblikal arter bulgusu olan ikiz esinde yapilan amniosentez sonrasi

normal karyotip (46,XY) saptandi
Prematiir dogum ve neonatal 6liim, muayene ve otopsi yapilamadi
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-57: Olgu 29’ un P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-58: Olgu 29’ un P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 30

Demografik bilgiler;
Anne yast:31, gebelik haftasi:18, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason  Bulgulari:  Simetrik  intrauterin  gelisme  geriligi, lateral
ventrikiilomegali, oligohidramnios, hiperekojen barsak, umblikal arterde end diastolik

akim kaybi, plasentada yaygin kanama odaklari,
Uygulanan Girisim:Korionik villus 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46,XX
DNA kaynagr: KVO kiiltiirii
Izlem:Tibbi tahliye olan fetus, muayene ve otopsiye alinamadi
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU31

Demografik bilgiler;
Anne yas1:27, gebelik haftasi:31, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Hipoplastik sag ventrikiil, genis ventrikiiler septal defekt,
trikilispit kapaklarda atrezi

Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynag: Fetal kordon kani

Izlem: -

MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)

FOTO_MLPASL.cow

Wz

Grafik 4-61: Olgu 31’ in P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-62: Olgu 31’ in P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 32

Demografik bilgiler;
Anne yas1:33, gebelik haftasi1:24, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, oligohidramnios,

hiperekojen intestin, hiperekojen kardiak odak, her iki uterin arterde notch
Uygulanan Girisim:Korionik villus 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46,XX
DNA kaynagi: KVO kiiltiirii
izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 33

Demografik bilgiler;
Anne yas1:22, gebelik haftas1:22, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, kotii obstetrik

Oykii (4 gebelik kaybi)

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, solda multikistik

bobrek, sag bobrekte basit tek kist
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynag: Fetal kordon kani

izlem:38. Haftada 1300gr normal dogum, dogum sonrasi muayenede; 6ay 10
giinliik muayene bulgulari: patent ductus arteriosus(opere), patent foromen ovale,
bliylime gelisme geriligi, mikrosefali, multikistik displastik sol bobrek, dismorfizm
(brakisefali, diiz oksiput, frontal bossing, bitemporal darlik, hafif yiiksek damak, sol elde
centikli simian ve hokey c¢izgisi), anormal iskelet bulgular1 (kisa ve 6n arka c¢ap1 artmis
gogiis kafesi, kalkan gogiis, bilateral ayak 2. parmaklar 1. ve 3.parmaklarin iizerinde,

sakral kemiktedikey ¢izgilenme, sakral gamze)
Tam: Multiple konjenital anomali/Mental retardasyon?
Ayirier tam: Asfikse edici torasik distrofi
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 34

Demografik bilgiler;
Anne yas1:29, gebelik haftas1:20, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Bilateral borderline ventrikiilomegali, her iki ayakta talipes,
solda dudak- damak yarig1, 3.ventrikiil iistiinde interhemisferik kist, persistan sol vena

kava superior
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46,XY.ish 22.q11.2 (D22S75x2)

DNA kaynagi: Amniotik siv1 hiicre kiiltiirii (yeterli DNA elde edilemedi)

Izlem:Tahliye sonrasi muayene; ense derisi bol, kaslar belirgin yay seklinde,
sinofiris mevcut, hipertelorizm,palpebral fissiirler yukar1 ¢ekik,burun kokii basik,solda
burun deligine kadar uzanan yarik dudak, komple yarik damak,.bilateral el 5. parmaklarda
klinodaktili, 2., 3., 4. ve 5. el parmaklar1 kisa, bag parmaklar uzun ve genis,. ayaklarda
bilateral pesekinovarus, sagda plantar ¢izgi. Alt ekstremiteler hipomelik goriiniimde,

skrotum hipoplastik (AT: akrofrontofasiyonazal dizostosis?)

Yeterli DNA elde edilemedigi icin MLPA caligsmasi yapilamadi

MLPA Sonucu;Yeterli DNA elde edilemedigi i¢in MLPA ¢alismasi yapilamadi.

OLGU 35

Demografik bilgiler;
Anne yas1:22, gebelik haftasi:18, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu, 1. trimester

tarama testinde 1:287 Down Sendromu riski

Ultrason Bulgulari: Erken baglangicli intrauterin gelisme geriligi (utero-plasental

yetmezlik?), hiperekojen barsak,ductus venosus dopplerine ters A dalgasi,umblikal arter
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dopplerinde end diastolik akim kaybi, sag uterin arter dopplerinde notch, amniyotik mayii

voliimiinde azalma
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kayna@i: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiirii

Izlem: Tahliye sonras1 muayene; kas ve kirpikler beyaz, biiyiik agiz, filtrum 6ne

cikik, bilateral pes planus
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-67: Olgu 35’ in P070 prob seti ile yapilan cahismanin analiz bar grafigi
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OLGU 36

Demografik bilgiler;
Anne yas1:19, gebelik haftasi:21, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Anhidramnios, tek umblikal arter, kalpte biiyiik arter

transpozilisyonu, ventrikiiler septal defekt
Uygulanan Girisim:Korion villus 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish 22q11.2(D22S75x2)
DNA kaynagi: Korionik villus

Izlem:Tahliye sonras1 muayene ; alin dar geriye dogru, hipertelorizm, epikantus,
genis burun kokii ve kemeri, basik burun ucu, yiiksek damak, sol kulak diisiik ve heliks az
gelismis, el ve ayaklarda perdelenme, bilateral simian plantar ¢izgi, ayak 1. ve 2.

parmaklar uzun, bilateral pes planus
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 37

Demografik bilgiler;
Anne yas1:25, gebelik haftas1:20, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Erken basglangi¢h intrauterin gelisme geriligi (utero-plasental

yetmezlik?), ductus venosus da A dalgasi kaybu,
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiiri
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-71: Olgu 37’ nin P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-72: Olgu 37’ nin P245 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU 38

Demografik bilgiler;
Anne yas1:22, gebelik haftas1:22, 1,5° kuzen evliligi (¢ift tarafli)

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, ikili testte 1:50
trizomi 18, 1:98 trizomi 21 riski, kotii obstetrik dykil (2 intrauterin 6liim, 1 anensefali

nedeni ile tibbi tahliye)

Ultrason Bulgulari: Interhemisferik 2 adet kist (sizensefali?), bilateral

ventrikiilomegali, serebellum hipoplazik, diyafragma hernisi, ense plisi kalinliginda artis
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynag@r: Fetal kordon kani

Izlem: Tahliye sonras1 muayene; maserasyon nedeni ile dismorfoloji tam olarak
degerlendirilememis. Glabella ve burun kokii belirgin, balik agzi mevcut, ense derisi bol,

kollarda minimal alt segmentte belirgin kisalik mevcut, ayak parmaklarinda poziisyon
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anomalisi, Rontgen; L3-L4 korpuslar solda fiizyon olusturmus, tibialarda minimal kisalik

mevcut.

Otopsi sonucu; solda diyafragma hernisi, dalak mide ince barsaklar toraks
igerisinde sol tarafta yerlesimli,kalp saga dogru itilmis, solda belirgin olmak iizere akciger
hipoplazisi, bikornus uterus, beyin sol lateral ventrikiil cok genis, sol tarafta parenkim
incelmis, ense derisi kalin. Yaygin otoliz nedeni ile mikroskobik inceleme yapilamamis.

Makroskobik anatomik tani: solda diyafragma hernisi, solda belirgin pulmoner hipoplazi
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-73: Olgu 38’ in P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-74: Olgu 38’ in P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 39

Demografik bilgiler;

Anne yas1:26, gebelik haftas1:23, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Erken baslangich

oligohidramnios
Uygulanan Girisim:Korionik villus 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Korionik villus
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)

intrauterin

gelisme

geriligi,
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OLGU 40

Demografik bilgiler;
Anne yas1:24, gebelik haftasi:18, 2° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrikintrauterin gelisme geriligi, oksipital ensefalosel,
Dandi Walker varyanti, lateral ventrikiiller ve 3. ventriliil dilate, arka fossa kapali,

oligohidramnios (dikoryonik diamniyotik ikiz gebelik, diger fetus usg bulgular1 normal)
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kayna@i: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiirii
izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)

070-as-mlpa 40.csv
L&

L4

12 T T Tt T —F

0.6 +

0.4 4

0.2 4

_______

041811 FRB! |
06-000.3 IRF4
06-170.7 TBR
07-000.2 UNCa4A, |
2JARIDIA
2.2ZNFI0
0.2 PSPCI
1140 COC1E |
00PARFZ |
05.0MTAL |
15.021.5 NON
15-100.0 203
160806 GASE
17-000.1 RFH3AL |
17-077 G SECTMI |
220160 ILI7R
23040 4 AREA
0005 SHOX
¥-154.8 SYBLI

02-000.3 ACP
05-000.3 LOC13395

02-236.3 ATGH
03-000.3 CHL
03-198.8 KlAM022

—————
2 T o - a

14

01-247.1 SHIBPSL
D4-000.3 ZNF 14
D5-180.6 GNBZL

07-158.6 W1PR2
D8-000.4 FBX025

03-145.F RECOL4
09-000.4 DOCKS
09-139.% EHWT1

10-000.2 Zhd¥HO1

10-135.0 ECHS1
11-000.2 BETIL
1-133.3 IGSFIR
16-000.4 DECR2
18-000 % THOCH
18-075 6 CTOP1
19-000.2 PRAPZC

19-063 .8 CHMP2A
20-000.2 ZCCHCS
20-052.1 UCKELT

21-014.7 STCH
21-046.2 $1008

12-001
12
13-
13
14

Ratio
o
(=] [ea]
010010 THFRSF1G | s e —— ||
,

Mapview

Grafik 4-77: Olgu 40’ 1n P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-78: Olgu 40’ 1n P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 41

Demografik bilgiler;
Anne yas1:24, gebelik haftasi:23, ?° uzak kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgular:: Intrauterin gelisme geriligi, hiperekojen intestin, hiperekojen

kardiak odak
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY
DNA kaynag@: Fetal kordon kani
izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 42

Demografik bilgiler;
Anne yas1:21, gebelik haftas1:28, 1° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Genis ventrikiiler septal defekt, pulmoner stenoz, trikiispit
atrezisi, kiiciik sag atriyum, hafif asit, ductus venozusta A dalgasi1 kaybi, batinda

minimum asit
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2), ish 22q11.2(D22S75x2)
DNA kaynag@r: Fetal kordon kani
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-81: Olgu 42’ nin P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-82: Olgu 42’ nin P245 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU 43

Demografik bilgiler;
Anne yas1:22, gebelik haftas1:23, 1° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu bulgusu

Ultrason Bulgulari: Intrauterin gelisme geriligi, Dandy Walker varyant,
perikardiyal effiizyon, umblikal arter end diastolik akim kaybi, ductus venosus da ters A
dalgasi, ambigious genitali, kardiomyohipertrofi, kardiyomegali (monokoryonik,

diamniyotik ikiz gebelik, diger fetusda normal usg bulgulari)
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kayna@i: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiirii
izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 44

Demografik bilgiler;
Anne yas1:33, gebelik haftasi:19, 1° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, ICSI

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, tek umblikal arter,

hiperekojen intestin
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiiri
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-85: Olgu 44’ iin P070 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi
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Mlpadd_p245,csv
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Grafik 4-86: Olgu 44’ iin P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 45

Demografik bilgiler;
Anne yasi:31, gebelik haftas1:25, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, agir hidrosefali,

lizensafali, interhemisferik kist
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2), ish 17p13.3(LISIx2/SMSx2)
DNA kaynag@: Fetal kordon kani

Izlem: Tahliye sonrasi muayene; kranyum yiiz oram kranym lehine artmus,
periorbital siskinlik, minimal uzun filtrum, balik agz1 goriiniimii, sag elde hokey ¢izgisi,

rontgen; normal
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 46

Demografik bilgiler;
Anne yas1:36, gebelik haftasi:21, 1° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, ileri anne yasi

Ultrason Bulgulari: Minimal intrauterin gelisme geriligi, tek umblikal arter,

unilateral pelviektazi,
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiiri

Izlem: Dogum sonrasi1 muayene; 36. Gebelik haftasinda sezeryan
dogum(sefalopelvik uyumsuzluk) ,dogum agirlig1 2260 gr, dogum boyu 47cm, dogum bas

gevresi 32.5 cm

23 giinliik kardiyoloji muayene: EKO; Atrial septal defekt (5.3 mm) , renal USG;

sag pelvis renaliste minimal dilatasyon (6mm)

32 giinlik muayene bulgulari: agirlik; 3420gr(25-50p), boy;50cm (25-50p),
bascevresi; 34,8 cm (25-50p) fizik muayene; dismorfik bulgu yok, kardiak (iifiiriim 1,2/6

sistol) ve renal anomali nedeni ile kardiyoloji ve nefroloji takibi dnerisi
MLPA Sonucu;MLPA (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 47

Demografik bilgiler;
Anne yas1:35, gebelik haftasi:29, 1.5° kuzen evliligi

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu,ileri anne yasi,

kotii obstetrik oykii (2 abortus, 1 hidrosefalili yenidogan 6liimii)

Ultrason Bulgulari: Simetrikintrauterin gelisme geriligi, agir hidrosefali,

serebellum ve talamus hipoplazik, bilateral pesekinovarus
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynag@r: Fetal kordon kani

Izlem:Tahliye sonrasi muayene; dismorfik 6zellik yok, bilateral goz kapaklart

ileri dercede 6demli bilateral rocker bottom feet, sacral dimple, rontgen: normal
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-91: Olgu 47’ nin P070 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-92: Olgu 47’ nin P245 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU 48

Demografik bilgiler;
Anne yas1:25, gebelik haftas1:26, 2° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrikintrauterin gelisme geriligi, kistik higroma, tek

umblikal arter, kardiomegali, parsiyal korpus kallosum agenezisi
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynag: Fetal kordon kani
izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 49

Demografik bilgiler;
Anne yas1:35, gebelik haftas1:27, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, ileri anne yasi

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, uterin arter

doplerlerinde notch (uteroplasental yetmezlik?), hiperekojenik intestin
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynag: Fetal kordon kani
Izlem: 28 haftalik prematiir dogum, muayene edilemedi.
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-95: Olgu 49’ un P070 prob seti ile yapilan cahismanin analiz bar grafigi



170

p245_ MVILPA49.csv
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Grafik 4-96: Olgu 49’ un P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

OLGU 50

Demografik bilgiler;
Anne yasi:31, gebelik haftas1:25, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Aort koarktasyonu, sagventrikiil dominansisi, pulmoner arter

kapak sonrasinda hafif dilatasyon
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2), ish 22q11.2(D22S75x2)
DNA kaynag@: Fetal kordon kani
izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 51

Demografik bilgiler;
Anne yast: 37, gebelik haftasi: 20, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, ileri anne yasi,

ICSI

Ultrason Bulgulari: Hidrosefali, ince korpus kalllosum, orta hatta hiper ekojen
hidronefrotik tek bobrek (at nali bobrek?), kaliektazi, inlet ventrikiiler septal defekt,

biiylik damar ¢ikiglar1 gosterilemiyor
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XY
DNA kayna@i: Amniotik s1vi1 hiicre kiiltiirii

fzlem: Tahliye sonrasi muayene;hafif retrognati, belirgin filtrum. Radyolojik
inceleme; torakal 1,2,3,4. Vertebralarda diizensizlik, hemivertebra, servikal vertebra

arkuslar1 ayrik
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 52

Demografik bilgiler;
Anne yas1:22, gebelik haftasi:21, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Ventrikiillomegali, tek umblikal arter, mide cebi
gorlintiillenememis, fallot tetralojisi (A/T ¢ift ¢ikish sag ventrikiil?), radius hipoplazisi,
sag elde 1.parmak agenezisi, her iki radius afleksisi distal kemikler medial fleksiyonda

ayaklarda postaksiyal polidaktili
Uygulanan Girisim:Korionik villus 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX.ish 22q11.2(D22S75x2)
DNA kaynag@: Koronik villus

fzlem: Tahliye sonrasi muayene: multiple konjenital anomali; proptozis, supra
orbital kemerlerde basiklik, belirgin filtrum, hafif retrognathi, sag on kol yay seklinde
radiale deviye ve kisa, bilateral el 1. parmak agenezisi, sag el dirsek ve parmak
eklemlerinde hareket kisitliligi, kuskulu genitalya, anal atrezi. Radyolojik inceleme;
bilateral ellerde 1 parmak metakarp ve falanks yapilar1 yok, sag Onkol radius ileri
derecede solda hafif hipoplazi, sagulneada bowing ve kisalik, sacral vertebralarda 4

vertabra yapisi diizensiz
Ayiricr tani;  VACTERL,
Duane Radial Ray Defekti,
Holt-Oram Sendromu
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 53

Demografik bilgiler;
Anne yas1:24, gebelik haftasi:32, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Asimetrikintrauterin gelisme geriligi (6zelikle femoral

kisalik belirgin), tek umblikal arter
Uygulanan Girisim:Fetal kordon kan1
Fetal Karyotip: 46,XY
DNA kaynagi: Fetal kan 6rneklemesi
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 54

Demografik bilgiler;
Anne yas1:28, gebelik haftasi:18, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, hiperekojen intestin,

ductus venosus da A dalgasi ileri derecede derin
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XX,inv(9)(p11.2.q13)
DNA kaynagi: Amniotik sivi1 hiicre kiiltiiri
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)



178

FOTO_MLPASd.cov

S

"l

we

Olgu 54’ iin P070 prob seti ile yapilan cahismanin analiz bar grafigi

o e

Grafik 4-105

p245_MLPA 54.csv

14

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

oney

[}

ZdDAMOES X
TdIAMDTES LR
2dDAWTESLX
AWA0ZTED-X
EHMTHI 560 T2
EMNTHS §EF0-ZE
BZdTMES9EL0EE
8d1Ld49 VS H-EE
SNANDE L LOEE
LdeiF Lb0-LL
LdviE Le0-LL
LUHYD T LR0-L1
LAM I GED-LL

LAM I GED-LL
LI9TT 12104
SEOHHIF L0
LHS L0
1ALHT 74520021
IHLHT A7 d 520021
489340220091
TATWAS T TLOSL
PP LdAD VELDSE
TEIANTET0-51
NAYMNSEZIO0-S
NdYMNSEZZ05L
NAME LEDS )
ATdE e LL
F098Es EH I OL0OL
27 v 1'800-01
Ly8 4oL E 0060
LY849 LB 00160
£SE4139°4 1180
LSd4199LL-80
IHWAEZ EL0740
WA3 VELD-LO
W3 VELD-LO
LasMe9LL50
LaSME9LL-50
BHHDF 100-50
1431 £ 100-50
LOSHAME L00-¥0
LW LT LO0-#0
L0 eELE0
[Saplal-g-110 1]
734018020
DN 4£°850°20
Jdav o6 100- 10
LMo & Lo0- L0
FASHAML 1100710

Mapview

e

P245 prob seti ile yapilan calismanin analiz bar grafigi

un

.o

Olgu 54’

Grafik 4-106



179

OLGU 55

Demografik bilgiler;
Anne yas1:34, gebelik haftasi:23, ?° kuzen evliligi (uzak)
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, hiperekojen intestin

(Monokoryonik diamniyotik ikiz gebelik, diger fetusda normal usg bulgular)
Uygulanan Girisim:Korionik villus 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Korionik villus
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-108: Olgu 55’ in P24S5 prob seti ile yapilan ¢calismanmin analiz bar grafigi

OLGU 56

Demografik bilgiler;
Anne yas1:26, gebelik haftasi:18, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, 1. Trimester

tarama testinde 1:160, dortlii tarama testinde 1:220 trizomi 21 riski,

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, hiperekojen intestin,

perikardiyal effiizyon, tek umblikal arter, oligohidramnios
Uygulanan Girisim:Korionik villus 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: KVO kiiltiirii
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)



181

PO70_MLPA_56 .csv

I

La

14

1z

LT8AS &951-K
HOHS &000-%
WEMY b ERO-ET
JAran-Te
A00LS 2'2p0- 1T
HILE LPLO-LE
L1ADI0 16002
E£IHIDZ T'000-07
WIdIHD & La0-61
JTdedd Z'000-61
LdOLD oEia-2l
LJ0OHL 2'a0a-21
L3S B LL0-4L
THEHAY L'o0a-£1
2550 0rean-ol
4030 #0009l
0TI 000151
NON & 1Z0-G1

L L 0G0+
Tdded §6L0+1
JlBaTubalyig SN e}
LJdsd TELI-EL
MANZ T TEL-TL
WIS £ 00021
64501 £LEL-11
TH138 T000-1H1
LEHI3 0 GEL-al
LEOMANE T 000-01
LLIWHST 2'6E1-60
24200 ' 000-60
P03 L'GklL-20
GIOXAL $7000-20
Tedln 08GL-20
WREINM 6°000-20
dEL L 0L-a0
44l £000-00
LTZaNG 97081 -50
LEGECLD0T £7000-50
Ladd FLEL+D
LrLANZ £ 000+0
QET0E A 886150
LTHD £7000-£0
BPOLE £ ET-T0
Ld 2 £7000-Z0
NEdAEHS 1 F2-10
SL4544NL T LO0-L0

Mapview

e

Olgu 56’ nin P070 prob seti ile yapilan cahsmanin analiz bar grafigi

Grafik 4-109

p245_MLPA 56.csv

14

12z

oney

ZdOIWIESL-X
TdOIWOIESEK
ZdOIWIESL-X
AWJOZED X
EMMFHE SEF0TE
EMMYHE 5 6F0TT
EZd7MNE 9B I0-22
agidd Lelnt
SNATDELI0-ZE
Ldvie be0-Ll
L7t be0-L)
LHHHDE Lr0-2 L
LANS9Z0-L1
LANS9Z0-£1
Lomren-L2
SFOMMTIE L0 L
L gLl

LB IHT I7d 5'200-4 L
LB IHY Ivd 520041
d883HD2E00-91
TLTHIES TS5
19 A D VLS L
wEIBNT ETO-5
NJYNS 822051
NN §ZE051
MNaOME LZ0-SE
axvd e En-LE
FOSSES SHOOLD-0L
£ Iy L'eoo-al
LHa 45l E00L-60
LH8 40 L E00L-60
EEEdIFE L2l
LEdudleaki-20
AWM Z EL0-20
N3 VELORLD

N3 VELD-LD
LASM 992150
LASM 992150
BHHD ¢ 10050
1431 E 100-50
LOSHME LOD-FD
LIWLITE 1L00-F0
LOTd ¥ 86LE0
LOTaF 85120
340180z
TN 4£°850-20
Qe 96 L00- 10
LARD 2 100" LD
FASHAML L1L00- LD

Mapview

we

Olgu 56’ nin P245 prob seti ile yapilan cahismanin analiz bar grafigi

Grafik 4-110



182

OLGU 57

Demografik bilgiler;
Anne yas1:26, gebelik haftasi:35, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, oligohidramnios, her

iki ayakta pesekinovarus, tek tarafli hidronefroz, ventrikiiler septal defekt
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Fetal kordon kani

Izlem:Dogum sonras1 muayene; 20 giinliik haricen erkek, bilateral pesekinovarus,
her iki el 2.,3.,4. parmaklarda fleksiyon kontraktiirii,proksimalde pterjiyum (baba ve

babaannede her iki el ayn1 parmaklarda kontraksiyon var- ailevi kamptodaktili?)
USG; Solda inmemis testis, her iki bobrek pelviektazi, 1 giinliik kardiolojik

EKO; Mid-miiskiiler kii¢lik ventrikiiler septal defect, PFO, PDA, bikiispit aortic
kapak
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 58

Demografik bilgiler;
Anne yast: 32, gebelik haftasi: 28, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, sagda ventrikiilomegali,
plasentada fibrin depoziisyonu ve maternal gollenme alanlar1 (uteroplasental yetmezlik?)

(Monokoryonik diamniyotik ikiz gebelik, diger fetus normal usg bulgular1)
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynag@r: Fetal kordon kani
izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-113: Olgu 58’ in P070 prob seti ile yapilan ¢calismamin analiz bar grafigi
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Grafik 4-114: Olgu 58’ in P245 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU 59

Demografik bilgiler;
Anne yast: 23, gebelik haftasi: 27, 1° kuzen evliligi
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, amniyotik siv1 voliimii

azalmis
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX
DNA kaynag@r: Fetal kordon kani

Izlem: Dogum Sonrasi muayene; 36. gebelik haftasina sezeryan dogum

(anhidramnios, mesane biiyiikligii, [UGR), dogum kilosu; 1480 gr

50 giinliik muayene; tart1;1430 gr(<3p), boy;44 cm(<3p), bas cevresi; 26 cm
(<3p), fizik muayene; mikrosefali, liggen yliz yapisi, alin geriye dogru basik, mavi sklera,

kemerli burun yapisi, diiz filtrum, genisgingivalar, dar ve yiiksek damak, retrognati,
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belirgin oksipital ¢ikinti, sinirda diisiik kulak, bilateral klinodaktili, sidney c¢izgisi, deri
altt yag dokusunda azalma, kalpte 2/6 sistolik iiflirlim, haricen disi,labia majorler

hipoplazik

Kardiak muayene,EKO; Ventrikiiler septal defekt (apikal genis), atriyal septal
defekt (3mm) hafif pulmoner hipertansiyon

Dogum sonrasi klinik tani: Seckel Sendromu
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-115: Olgu 59° un P070 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-116: Olgu 59° un P24S5 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU 60

Demografik bilgiler;

Anne yasi:21, gebelik haftas1:27, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Intrauterin gelisme geriligi, tek umblikal arter, kardiak sag
dominansi, sag atrium genisligi sola gore belirgin, plasenta kalin, plasentada intervilloz

fibrin depoziisyonlar1 varlig, sol renal agenezi?,
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46,XX.ish del 2qtel47(dj892G20+/dj1011017-/172113+)

Karyotip Ac¢iklama: Telomerik FISH probu (multiprobe T-Cytocell) ile
polimorfik olarak bildirilen bdlgede delesyon, kontrol probu ile yapilan ¢alisma normal

(polimorfizm)
DNA kaynag@r: Fetal kordon kani

izlem: -
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MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 61

Demografik bilgiler;
Anne yast: 19, gebelik haftasi: 29, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, ventrikiiler septal
defekt, iic damar trakea kesitinde iki damar goriintiisiinde (pulmoner atrezi?, fallot
tetralojisi?, trunkus arteriosus?), hiperekojen intestin, , umblikal arter dopplerinde end

diastolik akim kaybi
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX. ish 22q11.2(D22S75x2)
DNA kaynag: Fetal kordon kani

Izlem: Tahliye sonras1 muayene;Normal dismorfoloji, ekstremiteler ve babygram

normal
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-119: Olgu 61’ in P070 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi
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Grafik 4-120: Olgu 61’ in P24S5 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU 62

Demografik bilgiler;
Anne yas1:35, gebelik haftas1:20, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, ileri anne yasi,
ticli testte 1:50 trizomi 21, 1:223 trizomi 18 riski, kotii obstetrik 6ykii (1 anensefali vel
hidosefalili 2 gebelikte tibbi tahliye)

Ultrason Bulgulari: Intrauterin gelisme geriligi, bombe alin, burun kokii basik,

dismorfik yiiz gériiniimii
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46,XY. ish subtel(41x2)
DNA kaynagi: Amniyotik siv1 hiicre kiiltiirti

Diger: Akondroplazi agisindan yapilan molekiiler incelemede FGFR3 geni 10.

eksonda heterozigot G375C mutasyonu saptanmig

izlem:-
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MLPA  Sonucu;Olgunun akondroplazi tanist  kesinlestiginden MLPA

calismasindan ¢ikarilmistir

OLGU 63:

Demografik bilgiler;
Anne yas1:27, gebelik haftasi:16, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, 1. trimester

tarama testinde 1:81 trizomi 21 riski

Ultrason Bulgular:: intrauterin gelisme geriligi, kalin plasenta, plasentada fibrin
depoziisyonu ve maternal gollenme alanlar1 (uteroplasental yetmezlik?), her iki uterin

arterde notch, azalmis amniyotik s1vi voliimii
Uygulanan Girisim: Amniosentez
Fetal Karyotip: 46, XX

Diger: Sub telomerik FISH c¢aligmas1 kismen basarisiz. 1,2,3,4,8,10,15,21 ve ,X

kromozomlari i¢in sonug¢ alinamamais, diger kromozomlar normal.
DNA kaynagi: Amniotik sivi hiicreleri (dogrudan)

Izlem: Tahliye sonras1 muayene;azalmis amniyotik sivi voliimiine bagli potter
ylzii (basik burun, mikrognathi, belirgin epikantal kanatlar, sagda hokey ¢izgisi, bilateral

pesekinovaros, firlak topuk.
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 64

Demografik bilgiler;
Anne yas1:30, gebelik haftasi:31, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, I.trimester

taramasinda 1:74 trizomi 21 , 1:35 trizomil3/18 riski
Ultrason Bulgular: intrauterin gelisme geriligi, outlet VSD,
Uygulanan Girisim:Kordosentez
Fetal Karyotip: 46,XX. ish subtel(41x2)
DNA kaynag: Fetal kordon kani
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-123: Olgu 64’ iin P070 prob seti ile yapilan cahismanin analiz bar grafigi



194

p245_MLPAG4.csv

i

L6

14

12

Ratio
=

0.8

0.6

0.4

0.2

ffffffffffffffffff

SENRPN
SSNRPN
2UBE3A
cYP1a
ShAP29 |
SHANKZ |

SSHANKI |
¥0320DMD |
¥-153.0MECPZ |

oo = .
P B Y = R = = T B L S ]

01-001.8 GHB1
01-001 9GABRD
02-058.3FANC
{12061 DRE
03-198.4DLG
%1530 MECR2
K153.0MECP2 |

01-001.1 TNFRSF4
1
il
1
1
0
17
17
2-0
2-0
a1
04!
04

[ I T

2
22
2

1
4 B

17.
17.

Mapview

Grafik 4-124: Olgu 64’ iin P24S prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz bar grafigi

OLGU 65

Demografik bilgiler;

Anne yas1:30, gebelik haftas1:26, 1° kuzen evliligi

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu
Ultrason Bulgulari: Ventrikiiler septal defekt,sol aortik ark
Uygulanan Girisim:Fetal kan 6rneklemesi

Fetal Karyotip: 46, XX. ish 22q11.2(TUPLEx2)

DNA kaynag@r: Fetal kordon kani

Izlem: Normal spontan dogum, dogum agirligi; 2920 gr (25-50p),boy;49cm(50p),
bas ¢evresi; 34cm(50-75p), dismorfik 6zelligi yok, kardiyolojik muayene EKO,;

anevrizmal taban ¢apt 6mm olan VSD, hafif patent foromen ovale
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 66

Demografik bilgiler;
Anne yast: 43, gebelik haftasi:27, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu:Patolojik ultrason bulgusu, ileri anne yasi,

kotii obstetrik 0ykii (1 mental retardasyonlu ¢ocuk, 2 abort )

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, tek umblikal arter,

hipospadias, amniyotik s1v1 voliimii azalmais,
Uygulanan Girisim: Amniyosentez ve fetal kan 6rneklemesi (es zamanli)
Fetal Karyotip: 46,XY. ish subtel (41x2) (kordon kant)

Amniyotik sivi FISH sonucu: nuc ish(RB1x2,D18Z1x2, D21S65x2, DXZ1xI1,
DYZ3x1)

Diger: Baska merkezde amniyotik sividan yapilan kromozom analizinde

46,XY[22]/92,XXYY[52] mozaikligi saptanmig (yanlis pozitif sonug?)
DNA kaynag: Fetal kordon kani

Izlem: Dogum sonras1 muayene;36. gebelik haftasinda makat gelisi nedeni ile
sezeryan ile dogum, ve mekonyum aspirasyonu,Dogum tartisi; 1480 gr(<10p), boyu;39cm
(<10p), bas gevresi; 30 cm(<10p), fontanel ¢ok agik, liggen yiiz gériiniimii, hipospadias,

bifid skrotum, testisler bilateral inmis, ektremitelerde kisalik mevcut
Tiim batin ve beyin USG; normal,

Kardiyolojik muayene EKO; sol ventrikiilde asir1 trabekiilasyon mevcut, kiiciik

PDA (0,7mm), sol ventrikiil noncompaction kardiyomiyopati i¢in izlem Onerisi
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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OLGU 67

Demografik bilgiler;

Anne yas1:31, gebelik haftas1:22, akraba evliligi yok

Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu
Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, mikropenis
Uygulanan Girisim: Amniyosentez

Fetal Karyotip: 46,XY. ish subtel (41x2)

DNA kaynagi: Amniotik siv1 hiicre kiiltiiri

izlem: -

MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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Grafik 4-130: Olgu 67’ nin P24S5 prob seti ile yapilan ¢caliymanin analiz bar grafigi

OLGU 68

Demografik bilgiler;
Anne yasi:31, gebelik haftasi:30, akraba evliligi yok
Fetal kromozom analiz endikasyonu: Patolojik ultrason bulgusu

Ultrason Bulgulari: Simetrik intrauterin gelisme geriligi, amniyotik sivi

voliimiinde azalma, plasentada kalinlasma
Uygulanan Girisim: Korionik villus 6rneklemesi
Fetal Karyotip: 46, XX
DNA kaynag@i: Korionik villus hiicre kiiltiirti
Izlem: -
MLPA Sonucu; mlpa (P070)x2,(P245)x2

(SALSA P070 ve SALSA P245 ile normal sonug)
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5. TARTISMA

Gilintimiizde fetal kromozom anomalileri klasik sitogenetik tekniklerin yani sira
molekiiler sitogenetik, ve molekiiler genetik gibi farkli yontemlerle ve bir¢ok farkli
teknikle arastirilmaktadir. Fetal kromozom analizerinde sik rastlanan sayisal kromozom
anomalilerinin tanisinda klasik sitogenetik tekniklerin yani sira FISH ve molekiiler
teknikler (QF-PCR) uzun zamandir kullanilmaktadir. Yapisal kromozom anomalilerinin
tanisinda HRBT tekniginin yetersiz kaldigi <5 Mb biiyiikliigiindeki ve 6zellikle bant
kalib1 6zgiin olmayan subtelomerik bdlge anomalilerinin tanisinda FISH tekniginden
yararlanilmaktadir. Klinik yonlendirmenin varliginda bazi mikrodelesyon sendromlarinin
da tanis1 FISH teknigi ile konulabilmektedir. Bu nedenle kromozom analiz endikasyonu
ve aragtirtlan anomalinin tipi (sayisal/yapisal) ve biiyiikliigli kullanilacak teknigin
belirlenmesinde yoOnlendirici bir faktordiir. Postnatal calismalarda klinik yonlendirme
bilinen bir mikrodelesyon sendromuna isaret ediyorsa ve bu bolge icin bir prob varsa
FISH teknigi ile tanrya gidilmesi hizli ve giivenilir bir yoldur. Ozgiin bir klinik tablonun
olmadigi MKA/MR grubunda ise FISH teknigi ile yalnizca subtelomerik bdlge
anomalileri arastirilmaktadir. Bu grup olgularda FISH caligmalarinda sonu¢ elde
edilememesi durumunda ileri molekiiler teknikler ile genom boyu analizler yapilmakta ve

klinik bulgular1 agiklayacak yeniden diizenlenmeler arastiriimaktadir.

Fetal kromozom analizlerinde, en yiiksek kromozom anomali orani parental
yapisal kromozom anomalisi tasiyicilarinda, daha sonra ise patolojik ultrason bulgusu
saptanan fetuslarda beklenmektedir. Basaran ve ark. (2008) endikasyonu kromozom
anomalisi tastyiciligr olan 235 olgunun 122’ sinde (%51,91) ve endikasyonu patolojik
ultrason bulugusu olan 2.850 olgunun 334’ {inde (%11,71) kromozom anomalisi
saptamislar, benzer sekilde diger bir calismada Zhang ve ark. (2010a) 2.782 olguluk
amniosentez serisinde 28 parental kromozom anomali tasiyiciligi endikasyonlu olgunun
19 unda (%67;86) ve 288 patolojik ultrason bulgusu olan olgunun ise 34’ iinde
(%11,81) kromozom anomalisi saptamislardir. Bilinen bir mikrodelesyon/duplikasyon
sendromuna 6zgiin ultrason patolojisi varliginda ise FISH veya MLPA teknigi ile taniya

ulasmak mimkiindiir. Mikrodelesyon sendromlarinda lokus spesifik FISH ve
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subtelomerik FISH c¢alismalar1 prenatal olgu gruplarinda da calisilmis ve farkli anomali
oranlar1 bildirilmistir. Raymond ve ark. (1997) konotrunkal kalp anomalisi saptanan 5
fetusda FISH ile 22q11 mikrodelesyonu gostermisler ve bu anomalinin varliginda 22q11
delesyon insidans1 ~%13 bildirmislerdir (Devriendt ve ark. 1998). Kontos ve ark. (2008)
VSD saptanan bir fetus da MLPA teknigi ile ve Krzeminska ve ark. (2009) ise aort darlig:
ve intrauterin gelisme geriligi gosteren bir olguda FISH teknigi ile 7ql11.23
mikrodelesyonunu gostererek prenatal donemde Williams sendromu tanisi alan ilk
olgular1 bildirmistir. Ozgiin olmayan ancak kromozom anomalisi icin yiiksek risk
olusturan intrauterin gelisme geriligi saptanan olgularda da molekiiler sitogenetik ve
molekiiler genetik tekniklerle farkli ¢aligmalar yapilmistir. Chen ve ark. (2006) ITUGG ya
da major USG bulgusu olan, normal kromozom yapisi saptanan fetuslarda, Di George
Sendromu ve subtelomerik bolge anomalileri i¢in yapilan FISH incelemesinde %18
oraninda mikrodelesyon gostermistir. Modemont-Soler ve ark. (2010) 229 patolojik
ultrason bulgusu olan ancak kromozom analizleri normal sonuglanmig olguda
subtelomerik MLPA prob setleri (SALSA P036 ve P070) ile yaptiklar1 ¢alismada 3
olguda (%]1,3) subtelomerik kriptik anomali saptamislar ancak bunlardan sadece 1’ inin
klinik olarak anlamli oldugunu bildirmislerdir. Rosello ve arkadaslar1 (2010) 1. trimester
tarama testlerinde kromozom anomalisi i¢in yliksak risk tasiyan sitogenetik olarak normal
kromozom yapisi saptanmig 49 olguda subtelomerik prob seti(SALSA P036) ve
sendromik prob setleri (SALSA P064B ve SALSA P096) ile yapilan MLPA calismasinda
herhangi bir anomali saptamamiglardir. Goumy ve ark. (2010) kardiak anomali saptanan
ve sitogenetik calismalarda normal kromozom yapist saptanmis, Di George lokus spesifik
FISH probu ile delesyonu diglanmig 61 fetusun 4’tinde (%6,5) MLPA teknigi ile
submikroskobik kromozom anomalisi saptamiglardir. Bu anomaliler 1 olguda
subtelomerik delesyon 18q ve subtelomerik duplikasyon S5p, 1 olguda subtelomerik
delesyon 9p, 1 olguda dell5qll (Pradel Willi/Angelman Sendrom lokusu) ve atipik
delesyon 22q11.2 (Di George Sendrom lokusu) olarak bildirilmistir. Kjaergaard ve ark.
(2010) retrospektif olarak yaptiklar1 ¢aligmada subtelomerik prob setleri (SALSA P036
ve P069) ve sendromik bolge prob seti (SALSA P064) ile yapilan MLPA caligmasinda,
ultrason patolojisi saptanan 356 olgunun (109 KVO ve 247 AS) 9’ unda (%2,52)
sitogenetik olarak gosterilemeyen mikrodelesyon saptamislar, bu delesyonlarin 7 sinin del

22qll, 1’ inin del 15q11 ve 1’ inin de del 4pter oldugunu bildirmislerdir. Caligma
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grubunda kardiak anomalilerin en siklikla goriilen anomali oldugu, 15 olguda patolojik
ultrason bulgularinin KVO girisiminden sonraki USG izlemlerinde saptandigi ve MLPA
calismasinin saklanan DNA Orneginden yapildigini bildirmislerdir. Kardiak anomalisi
bulunan 60 olgunun 6 sinda (% 10) 22q11.2 mikrodelesyonu saptamiglardir. Patolojik
ultrason bulgusu olarak NT 6l¢iimii >3,5 mm olan 57 olguda (54 KVO ve 3 AS) anomali
saptamamiglar, NT yliksekligi olan fetuslarda MLPA caligmasinin tantya anlamli bir katki

saglamadigimi kanaatina varmislardir.

MLPA nin kopya sayist degisiklerinin aragtirilmasinda kullanimi diger tekniklere
gore bazi avantajlar saglamaktadir. Bunlardan birincisi DHPLC (Denaturating High-
Performance Liquid Chromatography) ve dizileme gibi nokta mutasyonunun
aragtirllmasinda kullanilan tekniklerin, kopya sayis1 degisikligini belirlemede yetersiz
kalmasidir. Southern Blot analizi ise bir¢ok biiyiik delesyon ve insersiyonlarin
arastirilmasina olanak saglamakla birlikte kiiciik delesyonlar i¢in uygun degildir ve aym
zamanda biiylik miktarda DNA Ornegine ihtiya¢ gostermektedir. Kirtk noktasi kesin
bilinen delesyonlar1 saptamakta PCR teknigi kullanilabilse de, ¢ogu kopya degisikliginde
kirik noktasi bilinmediginden bu teknik kullanilamamaktadir.

FISH teknigi ile MLPA teknikleri ¢oziiniirliikk agisindan karsilastirildiginda,
MLPA teknigi 50-70 niikleotidlik bir anomaliyi taniyabilme giicline sahip oldugundan
daha avantajli goziikkmektedir. MLPA tekniginin yiiksek ¢oziiniirliik avantaji kullanilarak
mikrodelesyon sendromlarinin yanisira sik goriilen ve intragenik delesyon ve
duplikasyonlarin bulundugu bazi tek gen hastaliklar1 (Duchenne, SMA, vd) i¢in de prob
setleri gelistirilmistir. Daha ender rastlanan hastaliklar (herediter pankreatit, Antitrombin
yetmezligi, Birt-Hogg-Dube Sendromu) i¢in hazirlanarak satisa sunulmus 300° den fazla

ticari prob bulunmakta ve istege bagli 6zel prob tasarimi yapilmaktadir.

Erjavec-Skerget ve ark. (2006), FISH, MLPA ve HR-CGH tekniklerini
¢Oziiniirliik ve maliyet agisindan karsilastirmak amaciyla zeka geriligi olan ve kromozom
anomalisi saptanmamis 100 olguyu degerlendirmisler. Bu olgulardan 10’nunda (%10)
anomali saptanmustir. Yazarlar, bu ¢alisma sonucglarina dayanarak subtelomerik FISH ve

MLPA sonuglarinin uyumlu oldugunu, ancak HR-CGH tekniginin bu iki teknige gore
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daha diisiik rezoliisyonlu oldugunu, FISH ile dengeli ve dengesiz diizenlenmelerin
poziisyonal durumu ile birlikte taninmasinin avantajli oldugunu ancak uygulamanin
yorucu oldugunu bildirmislerdir. MLPA tekniginin ise fiyat ve daha kii¢iik degisimlere
(~100 baz) hassas olmasi nedeniyle diger iki teknige gore daha avantajli oldugunu

bildirmislerdir.

Caligmamiz sonrasinda MLPA test fiyatlarinin goriinen sarf ve kit harcamalarinin,
kontrol ¢alismalar1 ve tekrar ¢alismalari nedeni ile ~%50 oraninda arttig1 anlagilmistir.
Diger tekniklerle fiyat/verimlilik karsilagtirmas1 yapilirken bu durum goéz ardi
edilmemelidir. FISH calismalar1 ile 6zellikle subtelomerik bdlgelerin arastirilmasi zor,
uzun siire mikroskop dikkati gerektiren ve teknik zorluklar igeren bir siire¢ olarak
bilinmektedir. Subtelomerik anomalilerin arastirilmasinda MLPA ve FISH teknigi,
karsilastirildiginda, MLPA teknigi uygulayicilar i¢in daha az yorucu, uygulamasi kolay
ve ¢ok Ornegin bir kerede ¢alisilmasina olanak saglamasi nedenleri ile daha avantajh
oldugu gortilmistiir. Ancak daha ender goriilseler de atipik delesyon ve duplikasyonlarin
MLPA teknigi ile gosterilemeyecegi de goz onlinde bulundurulmalidir. Mikrodelesyon
sendromlarina yonelik FISH problar ile yapilan incelemelerde, her bir sendrom igin ayr1
bir FISH islemi ve maliyeti bulunmaktadir. MLPA tekniginde bircok
mikrodelesyon/duplikasyon sendromunun ayni prob seti ile bir seferde bir¢ok hastada

calisilabilmesi hem maliyet hem de zaman agisindan daha avantajli goziikmektedir.

Calismamizda MLPA calismasina alinan 66 olgudan 3’ iinde (%4,5) kromozom
anomalisi saptanmigtir. Bu anomalilerden 2’ si (%3,03) subtelomerik MLPA prob seti
(SALSA PO070) caligmasinda saptanan subtelomerik anomalilerdir. Bunlar biri 18p
subtelomerik delesyonu (olgu 15) ve digeri 18q duplikasyonudur (olgu 10). Sendrom
taramaya yonelik MLPA prob seti (SALSA P245) ile yapilan ¢alismada 1 olguda 7q11.23
delesyonu (Williams Sendromu lokusu) idi. Caligmamizda %4,5 olarak saptanan anomali
orani, olgu se¢im kriterlerimize benzer olgu grubunda yapilmais bir ¢aligmada (Goumy ve
ark. 2010) da oran %6,5 olarak saptanmisti. Benzer olgu grubu ile yapilan bir diger
calismada (Gignac ve ark. 2006) 48 major konjenital patoloji saptanan fetal doku
orneginin 2’sinde (%4) subtelomerik anomali saptanmisti. Literatiirde ve ¢aligmamizda

multipl malformasyonlar tasiyan fetuslarda saptanan %3-6 subtelomerik anomali oranlar1
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postnatal ¢aligmalarda MKA/MR olgu gruplarinda yapilan FISH ve MLPA calisma
sonuglari ile uyumlu goéziikkmektedir. Bu olgu gruplarinda subtelomerik anomali orani
subtelomerik FISH ile %4 ve MLPA teknigi ile %3,3’ likk anomali oranlar1 ¢aligmamizda
saptanmis olan %3,03 orani ile uyumlu olarak degerlendirildi (Gignac ve ark. 2006 ve
Goumy ve ark. 2010). Olgu se¢imlerinin olduk¢a benzerlik gosterdigi dizin
calismalarinda ise ¢ok degisken anomali oranlar1 bildirilmektedir. Bu oranlar kullanilan
dizin tekniginin kapsadigi klon sayisi ve genomik alanin biiytikliigii kisacasi ¢ozlintirliik
giicii ile degisebilmektedir. Vialard ve ark. (2009), ¢alismamizda kullanilan MLPA prob
lokuslarina benzer tiim subtelomerik, mikrodelesyon sendromlar1 lokuslarini, bazi kanser
gen lokuslarini ve ilaveten bazt STS marker lokuslarini kapsayan dizin c¢aligmasinda
normal karyotipli 37 fetusun 4’ {inde (%10,8) anomali [1 olgu del(22)(ql11.2), 1 olgu
der(8) t(8;11), 1 olgu del (1)(p36) ve 1 olgu dup (6)(pl12.1p21.2)] saptandigini
bildirmislerdir. Calisma grubumuzu olustururken USG de DGS lehine kardiak bulgusu
olan ve delesyon saptanan olgular diglanmisti. Bu nedenle ¢alisma grubumuzda 22q11.2
delesyonu saptanmamasi atipik delesyonlar disinda beklenen bir sonugtur. Vialard ve
ark., nin ¢aligma grubunda 22q11.2 delesyonlar1 agisindan 6n inceleme yapilmadigindan
kardiak anomalili olgularda en siklikla saptanan bu delesyonu bulmuslardir.
dup(6)(p12.1p21.2) bolgesinin de bizim prob setimizin tanityamayacagi bir bolgede
olmasi g6z Oniinde bulundurulmalhidir. Bu iki olgu diglandiginda Vialard ve
arkadaglarinin anomali oran1 %35,4 olacakti ki bu oran ¢alisma grubumuzla uyumlu

olacakti.

Major konjenital anomalili olgularin dahil edildigi normal karyotipli 26 olgunun
622 lokusu kapsayan 1.887 klon iceren dizin platformu (signature chip v4.0) ve 24
olgunun ise 1.500 lokusu kapsayan 4.685 klon igeren dizin seti (Signature whole genome
chip) ile calisildig1 diger bir ¢alismada, toplam 50 olguda klinik olarak anlamli 1 (%2)
anomali [dup(22)(q13.3q13.31)] gosterilmistir (Kleeman ve ark., 2009). Ayn1 calismada
3 olguda (%6) polimorfik CNV saptanmistir. Caligma gubumuza en yakin olgu grubu
iceren bir ¢alismada (Shaffer ve ark., 2008), 110 normal karyotipli patolojik ultrason
bulgusu olan olguda subtelomerik, perisentromerik ve sendromik alanlar1 igeren BAC

dizin seti (signature chip v1.0- 4.0) ile, 2 olguda (%]1,8) anomali saptanirken 12 olguda
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(%7,9) polimorfik CNV saptandigin1 bildirilmistir. Bu ¢aligmada saptanan anomali

oranlar1 ¢galismamizda saptanan anomali orani ile uyumluluk gostermektedir.

Calismamizda saptanan anomalilerden, 18p subtelomerik bolge (THOCI gen
bolgesi) delesyonu saptanan olgumuz (olgu 15), agir patolojik ultrason bulgulari
(Holoprosensefali, talemik fiizyon, nazal kemik yoklugu, tek burun deligi, hipotelorizm,
her iki bobrekte hafif ekojenite artis1 ) olmast nedeni ile ¢alisma tamamlanmadan tibbi
tahliye ile sonlandi. Tan1 asamasinda kullanilan her iki teknik de (MLPA ve FISH)
18p11.32 bandinda lokalize olan THOCI gen bolgesine 0zgii dizileri arastirmaktadir.
TREX kompleksinin (transkripsiyon eksport kompleksi) sub {initi olan 7HO kompleksinin
sub tnitidir. TREX kompleksi kirpilmig mRNA ile polimeraz enziminin transkripsiyonun
elongasyon asamasindaki taginmasinda gorev yapmaktadir (Strasser ve ark. 2002). 18p
terminal delesyonu ve holoprosensefali birlikteligi ilk olarak Johnson ve Bachman (1976)
tarafindan gosterilmistr. Sonraki donemde Overhauser ve ark. (1995) 18p terminal
delesyonu tasiyan 6 holoprosensefali olgusunda FISH ve STR marker analizleri ile 6
Mb’lik kritik bolge tanimlamiglardir. Gripp ve ark. (2000) ayni olgu grubu ve buna ilave
olarak ekledikleri iki olgu ile birlikte toplam 8 olguda yaptiklar1 FISH, 18p11.31 bant
bolgesi i¢inde holoprosensefali ile iliskili 4. gen olarak 7GI/F genini tamimlamiglar ve fare
modeli caligsmalar1 ile c¢alismar1 ile noral eksen determinasyonu ile iliskisini
bildirmiglerdir. 18p delesyonu gosterilen olgumuzda fetal ultrasonografide
holoprosensefali varligt TGIF geni ile iliskili parsiyel bir monozomi oldugunu
diistindiirmektedir. 18. kromozomun kisa kolu terminal bolgesi ile 7GIF geni arasinda
yaklasik 3,5Mb lik bir kromozom segmenti bulunmaktadir. Bu durumda olgumuzda
saptanan delesyonun >3,5 Mb biiyiikliikte oldugu kabul edilebilir. MLPA c¢aligsmasinda
delesyon saptanmasi iizerine olguda 18p/q subtelomerik (VYSIS) probu ile FISH
incelemesi yapildi ve delesyonun varligi goriildii. Bunun iizerine olgunun Onceden
incelenmis kromozom goriintiileri ve Multiprob telomerik FISH ¢alisma sonuglari tekrar
degerlendirildiginde rutin c¢alismada GTG bantlamada fark edilemeyen, 18.
kromozomlardan birinin kisa kolunun goreceli yaklasik 1/3-1/4 oraninda daha kisa
oldugu Multiprob FISH calismasinda ise yetersiz metafaz sayis1 ve/veya hatali sinyal
yorumlanmasi nedeni ile delesyonun saptanamadigi anlasildi. 18. kromozomun kisa

kolunun toplam boyutunun ~15Mb oldugu goz Oniine alinirsa, sitogenetik olarak
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sonradan goriilebilen 4-7Mb biiyiikliigiindeki bir delesyonun rutin incelemelerde gdzden
kacabilecegi bir kez daha vurgulanmis oldu. Bu delesyonun Multiprob FISH sisteminde
de gozden kagmasi bu incelemenin prenatal preparatlarda uygulamasinin metafaz azligi
nedeniyle ¢cok giic ve yorucu olmasi nedeniyle atlanabilecegi bi¢ciminde yorumlandi.
Olgumuzdaki delesyonun kirik noktasinin daha ayritili belirlenebilmesi icin ileri

molekiiler caligsmalar (dizin, STR analizleri, SNP analizleri, vb) planlandi.

18p delesyon sendromu (MIM 146390) sik rastlanan ve klinik olarak iyi
tanimlanmis sendromlardan biridir. Ik kez 1963 yilinda de Grouchy ve arkadaslari
tarafindan tanimlanan 18p delesyon sendromu sonraki yillarda fenotip ve genotip iligkisi
acisindan ayrintili olarak da incelenmistir (Turleu 2008; Wester ve ark. 2006). FISH
calismalarinin ve molekiiler tekniklerin katkisi ile sitogenetik olarak gosterilemeyen
olgularda da sub mikroskobik delesyonlar saptanmaktadir (Bendavid ve ark. 2007). 18p
delesyon sendromunun klinik bulgular1 arasinda gelisme geriligi, diisiik dogum agirhigs,
yuvarlak yiiz, biiylik displastik kulaklar, hipertelorizm, genis burun kopriisii, yukar
doniik burun delikleri, mikrognati, konjenital kalp anomalileri, mikropenis, hipoplastik
testis, gonadal disgenezi, klinodaktili, zeka geriligi, distoni bildirilmektedir (MIM
146390). 18p monozomisi tasiyan olgularin %10-15" inde holoprozensefali ve agir
merkezi sinir sistemi anomalileri bildirilmistir (Overhauser ve ark.1995). Prenatal
donemde sitogenetik incelemelerle saptanmis dengesiz tranlokasyon {iriinii parsiyel
monozomi 18 ve izokromozom 18q olgular bildirilmistir (Sutton ve ark. 1986; de Pater
ve ark. 1997; Kim ve ark. 2004; Graf ve ark. 2002; McGhee ve ark. 2001). Literatiir
aragtirmas1 (pubmed, ECARUCA vb.) sonucunda, olgumuzun prenatal caligmalarda
saptanmig 18p terminal bdlgesi icin submikroskobik de novo delesyon gosteren ilk olgu

oldugu belirlenmistir.

Calismamizda bir olguda (olgu 20) MLPA SALSA P245 sendromik prob seti ile
ELN geni 1. ve 20. ekson ve LIMK geni lokusunda heterozigot delesyon saptandi. Bu iki
gen mikrodelesyon sendromunda (MIM 194050) kayba ugrayan gen bolgesindeki
genlerden olup ELN geni supravalvular aort stenozu ve elastin arteriopatisi ile, LIMK geni
ise bu sendromda fenotipik bulgu olan zeka geriligi ile iliskilendirilen genlerdir. Birbiri

ile ortlisgmeyen ancak komsu ii¢ farkli klondan elde edilen toplam 1Mb lik bir bolgede
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450 kb lik boliimii (ELN geni ve LIMK geni dahil) kapsayan (Sekil4-12b), Williams-
Beuren sendromuna 6zgiin olarak hazirlanan FISH probu (Cytocell) MLPA teknigi ile
saptanan bu delesyonun dogrulamasi amaciyla kullanildi. Bu c¢alismada delesyonun
varhig1 FISH teknigi ile de gosterildi ve boylece delesyon biiylikliigiiniin minimum 1Mb
boyutunda oldugu (probun dagildig: alan biiyiikliigli) varsayilabilir. Olgumuzda prenatal
ultrasonografide saptanan intrauterin gelisme geriligi, kisa femur, tek umblikal arter,
kiigiik mide cebi bulgular1 nedeniyle fetal kromozom analizi yapilmisti. Kromozom
yapist normal saptandigindan anomalileri nedeniyle MLPA ¢alismasi amaciyla DNA s1
bankalanmisti. Olgumuz, MLPA ¢aligmasi1 heniiz tamamlanmadan 34. gebelik haftasinda
fetal distress nedeni ile sezeryan dogumla 1.430 gr dogdu. Dogum sonrasinda 35 giinliik
muayenede periorbital dolgunluk, ince uzun dudak, uzun filtrum, mikrognati, sivri ¢ene,
kulaklar arkaya doniik, tiim viicutta cutis marmaratus, hipotiroidi (tefor tedavisi
baslanmis) tespit edildi. 6 aylikken yapilan eko calismasinda kiigiik VSD, 14 aylikken
yapilan eko ¢aligmasinda periferik pulmoner stenoz saptandi. Intrauterin gelisme geriligi
WS i¢in prenatal donemde siklikla bildirilen bir bulgu olmasina ragmen genetik veya
genetik olmayan bircok hastaliga eslik eder. Olgunun prenatal USG bulgularinin higbiri
WS i¢in 6zgiin degildir ve prenatal incelemeler sirasinda WS 6n tanida diisiiniilmemistir.
Olgumuzda prenatal donemde saptanmayan ancak dogduktan sonra farkli donemlerde
yapilan ekografide saptanan ventrikiiler septal defekt ve periferik pulmoner stenoz da bu
sendromda siklikla rastlanan bulgulardir. Dogum sonrasi yapilan klinik muayene
bulgularina dayanarak postnatal FISH teknigi ile 22ql1.2 delesyon incelemesi de
yapilmis ve normal sonug elde edilmistir. MLPA ¢aligsmasi sonucu ile olgu klinik ag¢idan

tekrar degerlendirildiginde bulgularin WS ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Willams-Beuren sendromu supravalvualar aort stenozu (SVAS), zeka geriligi ve
0zgiin yliz bulgular1 ile Williams ve arkadaslar1 tarafindan (1961) yilinda tanimlanmustir.
Beuren ve ark. (1962) bu bulgulara ilave olarak dis anomalileri ve periferal pulmoner
arter stenozu bulgular1 da tastyan benzer bir sendrom tanimlamis, Black, JA., Bonham-
Carter ve ark. (1963) ortak bulgular1 SVAS ve hiperkalsemi olan ve yiiz bulgularinin
benzer oldugu goriilen bu iki sendromun aslinda ayni sendrom oldugunu bildirmistir.
Williams sendromu 7. kromozomun q11.23 bdlgesinde bulunan 28 geni kapsayan 1,5 ile

1,8 Mb biiyiikliigiinde bir bolgenin heterozigot delesyonu ile olusan bir contiguous
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(bitisik-komsu) gen delesyonu hastaligidir (Ewart ve ark. 1993). Bu bolgede bulunan
Elastin geni, elastin arteriopati ve SVAS sendromu, BAZ1B genin delesyonu hiperkalsemi
ve hiperkalsiliri, GTF2RD1 geni kranyo fasial patolojiler, LIMKI, CLIP2 ve GTF2I
genleri ise zeka gerilikleri ile iliskilendirilmistir (OMIM #194050) Olgularin %99’ unda
icinde ELN geninin de oldugu 7ql1.23 bdlgeye Ozgiin problar ile yapilan FISH
analizlerinde saptanan delesyon ile tan1 koyulabilmektedir. Williams sendrom yenidogan
sikligr 1/7500-20.000 bildirilmektedir (Stromme ve ark. 2002; Grimm ve Wesselhoeft
1980; Ferrero ve ark. 2007) . Sadler ve ark. (2001) Williams sendromlu olgularin %75’
inde saptanan SVAS bulgusu cinsiyete gore degerlendirildiginde erkeklerde kiz olgulara
gore daha agir bir klinik tablo ortaya ¢ikardigi bunun da hormonal etkilesimle
aciklanabilecegi bildirilmistir. Eronen ve ark. (2002) FISH ile tam1 almis 75 olguluk
calismasinda Williams sendromu i¢in kardinal bulgu olan SVAS’ 1n olgularin %53’ {inde
bulundugunu, diger kardiovaskiiler bulgu olarak olgularin %41’ inde Pulmoner arterial
stenoz (PAS), %11’ inde mitral kapak anomalisi ve %2’sinde ise Fallot tetralojisi
oldugunu bildirmiglerdir. Olgumuzda dogum sonrasi eko ¢alismasinda saptanan VSD ve
Periferik Pulmoner stenoz anomalilerinin prenatal donemde saptanamamis olmasi olasi
bir durumdur. Williams sendromu’nun 6zgiin dismorfik ve kalp bulgular1 nedeniyle
postnatal donemde klinik yonlendirme ile sitogenetik ve molekiiler sitogenetik
calismalarda kolaylikla taninabilmektedir. Molekiiler yontemlerden mikrosatellit
analizleri ve MLPA c¢alismalar1 ile de daha ayritilh bir delesyon profili
gosterilebilmektedir (von Beust ve ark. 2000). Van Hagen ve ark. (2007) klinik olarak
Williams 6n tanist almis 63 olguyu ticari FISH problar1 ve MLPA prob seti (SALSA
P029-Williams sendromuna spesifik) ile arastirmis olgularin 53 {inde her iki teknikle de
delesyonu gostermisler, 1 olguda FISH ile saptamayan atipik ve kiiclik bir delesyon
MLPA ile gosterilebilmistir. Arastirmacilar MLPA tekniginin FISH teknigi ile
kiyaslandiginda daha hizli ve kii¢lik delesyonlar1 gdstermede daha etkin oldugunu ancak
9 olguda her iki teknikle de delesyonun saptanamadigini ve taninin kesinlesmedigini
bildirmistir. Kontos ve ark. (2008) prenatal olarak VSD saptanan fetusta sitogenetik
calismanin normal saptanmasi sonrasinda SALSA P064 mikrodelesyon sendrom prob seti
ile yaptiklari MLPA c¢alismasinda CYLN2, FZD9Y, STXIA, LIMKI ve ELN geni
lokuslarin1 igeren piklerde delesyon saptamislar ve bu sonucu FISH calismasi ile

dogrulayarak Williams sendromu tanis1 koymuslardir. Prenatal olarak Williams sendromu
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tanis1 alan bu ilk olgunun tanistnin SALSA P064 prob seti kullanilarak MLPA teknigi
koyulmasi, prenatal bulgularin bu sendrom igin 6zglin olmadigina isaret etmektedir.
Krzeminska ve ark. (2009) prenatal ultrasonografide WS i¢in 6zgiin olan SVAS bulgusu
saptadiklar1 fetusun kromozom analizinin normal sonuglanmasi sonrasinda WS
diistintilerek yaptiklar1 FISH c¢alismasinda 7q11.23 lokusunda delesyon saptayarak
prenatal donemde tani alan ikinci Williams sendromu olgusunu bildirmislerdir. Yapilan
literatiir aragtirmasinda olgumuzun prenatal olarak tani alan tiglinci Williams sendromu
olgusu oldugu anlagilmistir. Olgumuzun bu iki prenatal olgudan farki, prenatal

ultrasonografide kardiak anomali saptanmamis olmasidir.

Calismada bir olgumuzda (olgu 10) MLPA subtelomerik prob (SALSA P070) ile
yapilan ¢alismada 18. kromozom 23 bandi CTDPI probunda triallelik sinyal saptandi.
Bu sonug iizerine 18. kromozom subtelomerik probu (Vysis) ile yapilan FISH calismasi
normal sonuglandi. Saptanan duplikasyonun dogrulanmasi amaci ile olguda “Affimetrix
cyto chip2.7” ile dizin ¢alismasi yapildi. Sonuglar Affimetrix “Chromosome Analysis
Suite” (ChAS) programinda analiz edildi. Bu ¢alismada 18q23 bandinda CTDPI geninin
bliyiik bir boliimiinii i¢ine alan yaklasik 75 kb biiyiikliigiinde bir bolge icin tetrazomi
varlig1 gozlendi. Ilgili veri tabanlarinda tetrazomi gdzlenen bdlgeye 6zgii biyoinformatik
calismada kullanilan CNV (Copy Number Variation) veritabani
(http://projects.tcag.ca/cgi-bin/variation/gbrowse/hg18/) arastirildiginda: ayni bolge ile
ortiisen ve benzer biiyiikliikte bildirilen anlamli bir kopya sayis1 degisikligi olmadigi
goriildii. Decipher V5.1 de yapilan biyoinformatik analizde, olgumuzdaki duplikasyon
lokusunu kapsayan bolge icin doz artisi bildirilen 3 farkli olguya rastlandi. Bu olgulardan
ilki (Decipher olgu no # 1581) normal kromozom sonucu olmakla birlikte dizin
calismasinda 18. kromozomun kisa kolu total delesyonu ve 18. kromozomun q kolu i¢in
total duplikasyon gosteren, aile caligmasi yapilmamis ve multipl konjenital anomalili bir
olgu idi. Bu bulgular izokromozom 18q anomalisine isaret etmektedir. Periferik kan
kromozom analizlerinde izo18q kromozomuna rastlanmamasi ancak dokusal mozaisizm
ile aciklanabilir. Decipher’in tiim p kol delesyonu ve q kol trizomisi olgusu ile 18q23
bandinda 75 kb lik tetra allelik degisim saptanan olgumuzun klinik bulgularinin
karsilastirilmasinin dogru olmayacag diisiiniildii. Decipher veritabanindaki ve olgumuzla

ayni allelde, ayn1 doz degisimi saptanan diger bir olgu, kromozom analizi normal
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sonuclanan ancak dizin ¢alismasinda 18q12.3-q23 bdlgesi i¢in ~37Mb lik duplikasyon ve
ayn1 zamanda 5p13.2-15.33 bdlgesi i¢in ~36Mb lik bir bolge i¢in delesyon bildirilmis
(Decipher olgu no # 256304) olgudur. Bu olgunun ailevi dengeli yapisal kromozom
anomalisinin dengesiz iirlinii oldugu bildirilmis, ancak ailenin sitogenetik sonuglari
veritabaninda yer almamistir. Bu kadar biiyiik 2 anomali tagiyan olguda fenotipik bulgu
olarak sadece atrio-ventrikiiler septal defekt (AVSD) bulgusunun bildirilmesi bir diger
veritaban1 sorunu olarak degerlendirilmelidir. Decipher veritabaninda olgumuzla ayni
lokusda duplikasyon saptanan ii¢lincii olgu (Decipher olgu no # 4152) 13ql11-q33
arasinda 16 Mb lik bir bolge i¢in duplikasyon ve ayni zamanda 18q21.31-qter arasinda
kalan 22 Mb lik bolge icin duplikasyon gosteren, fenotipik bulgusu olmayan bir olgu
bildirilmistir. Bu olgudaki sitogenetik ¢aligma sonucunun bulunmamasi, oldukca biiyiik
duplikasyon gosteren bu olguda fenotipik bulgu olmamasi degerlendirilmis ve bildirilen
kopya sayist degisimlerinin polimorfik kopya sayis1 degisimleri olabilecegi diisiiniilmiis,
bu olguya ait verinin hatali olma olasiligi da goz ardi edilmemistir. Koolen ve
arkadaslarinin (2004) agiklanamayan zeka geriligi olan 210 olguda subtelomerik prob seti
(P036) ile yaptigt MLPA calismasinda, gelisme geriligi (-3,5SD) orta derecede zeka
geriligi ve mikrosefali(-2,5 SD) olan bir olguda 18q subtelomerik bdlgede FLJ21172klon
probunda duplikasyon saptanmigs anne baba degerlendirmelerinde annenin de ayni
duplikasyonu tasidig1 gozlenmis ve annenin oglu ile benzer fenotipi tasidigi [mikrosefali
(-4SD), boy kisalig1 (-2,5SD) ve orta derecede zeka geriligi] bildirilmistir. Ailedeki bu
duplikasyonun biiyiikliigii hakkinda, bu prob seti ile bilgi edinilemez. Bu durumda
saptanan ailevi duplikasyonun biiyiikliigii hicbir gen lokusunu igermeyecek kadar
kiigiikya da anlamli sayilabilecek ve fenotipi etkileyebilecek kadar biiylik de olabilir.
Olgumuzda dizin ¢alismasi ile duplikasyonun CTDPI geninin bir boliimiinii i¢erdiginin
belirlenmis olmas1 ve Koolen ailesinin klinik bulgular1 ile olgumuzun -IUGG disinda-
klinik fenotiplerin benzememesi nedeni ile bu 2 olgunun genotip fenotip iliskileri
acisindan karsilastirtlmasini uygun bulmadik. Diger bir ¢aligmada (Isidor ve ark.,2008)
multiple konjenital anomali (Korpus kallosum yoklugu,serebellar hipoplazi, Dandy
Walker malformasyonu ve retrognati) saptanarak sonlandirilan bir olguda prenatal
ultrasonografik bulgulara ek olarak kardiyak anomali(VSD, hipoplastik aortik ark),
anormal akciger lobiilasyonu, safra kesesi yoklugu ve dismorfik bulgular saptanmustir.

Olguda P036 ve P069 subtelomerik prob setleri ile yapilan MLPA calismasinda 18q
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subtelomerik bolgede duplikasyon saptanmistir. Babada da ayni duplikasyonun
bulundugu gdsterilmigtir. Arastirmacinin indekste yaptigi Affymetrix 244K dizin
calismasinda bu duplikasyonun telomere 145 kb uzaklikta, yaklasik 450Kb biiyiikligiinde
oldugu ve 7 gen (Q8N7E7, CTDP1, Q6ZVY3, KCNG2, POLCI, bTXNL4A ve Cl8orf22)
icerdigi belirlenmistir. Arastirmacinin, dizin analizini babada da uygulayip uygulamadigi
bildirilmemistir. Bu nedenle, MLPA’da saptanan ve dizin incelemesinde tek bireyde
gosterilen artisin her iki bireyde de biiytikligi, icerdigi gen sayisi ve kirik noktalarmin
ayn1 olup olmadigi konusunda bilgi sunulmamistir. Aragtirmaci,saptadigir duplikasyonun
hastalikla iligkili bir degisim mi yoksa ailevi bir polimorfizm olup olmadigi konusunda
net bir sonuca ulasamamustir. Bildirilen olgudaki klinik bulgular bizim olgumuzun ile
uyusmamakta ancak saptanan duplikasyon bolgesinin bir boliimii ortiismektedir. Ancak
olguda bir¢ok genin etkilenmis olmasi olgumuzdan farkli bir durum olup bunun iki
olgudaki fenotipik farklar1 agiklayabilecegi ya da her iki olguda da duplikasyon ve

fenotipik bulgularin birlikteliginin rastlantisal (koinsidans) oldugu diisiiniilmiistiir

Olgumuzda saptanan 75 Kb biiyiikligiindeki kopya sayisi artisinin igerdigi
CTDPI geni biyoinformatik olarak incelendiginde RNA polimeraz II’ nin A subiiniti C
terminal domaini fosfataz enzimini kodlar. Bu gen Konjenital Katarakt, Fasial
Dismorfizm ve Noropati (CCFDN) hastaligit (MIM#604168) ile iliskilendirilmis tek
gendir (Varon ve ark., 2003). CCFDN otozomal resesif kalitilan bir hastalik olup, CTDPI
geninin her iki alelinde olusan mutasyonlar ile ortaya ¢ikmaktadir. CTDPI geninin
parsiyel ya da total duplikasyon ya da allelik doz artis1 ile ilgili bir veri literatiirde
bulunmamaktadir. Veritabanlarinda yapilan incelenmede olgumuzda saptanan ~75 Kb lik
tetra allelik bolgede CTDPI geninden baska bir gen ya da hastalik iligkili bir lokus
bulunmadi. Olgumuzda prenatal ultrasonografide saptanan diyafragma hernisi ve gelisme
geriliginin MLPA da saptanan ve dizin ¢alismasi ile dogrulanan kopya sayis1 degisikligi
ile dogrudan iliskilendirmek bugiin i¢cin miimkiin gozilkmemektedir. MLPA ve dizin
calismalarinda belli oranda polimorfik degisikliklerin saptandigi bilinmektedir (Koolen
ve ark. 2004; Stegmann ve ark. 2008; Monfort ve ark. 2006; Menten ve ark. 2006;
Hayashi ve ark. 2010; Ballif ve ark. 2007; Shao ve ark. 2008; Lu ve ark. 2007, 2008).
Olgunun anne babasinin 1. derece kuzen olmasi, bu bolge igin her iki ebeveynin tri allelik

kaliim gostermesi ve fetusa bunun tetra allelik olarak kalitilmis olmasi gdzoniine
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alimmasi gereken bir durumdur. Bu nedenlerle olgumuzda saptanan kopya sayisi artisinin
polimorfik bir durum olma ihtimalinin yiiksek oldugu diislinlilmiis ve bu durumun
aydmlatilabilmesi i¢in anne ve babanin DNA o6rneklerinde dizin ¢alismalari

planlanmustir.

Sonug olarak, bu calismada o6rneklerin biriktirilip belli bir silire sonra ¢alisilmasi
nedeni ile calisma sonuglar1 prenatal donem sonrasinda elde edildiginden ve sonuglarin
prenatal donemde degerlendirilme sans1 olmamistir. Anomali saptanan ii¢ olgudan birinde
(olgul5; dell8pter) gebelik agir patolojik bulgular nedeni ile tibbi tahliye ile
sonlandirilmistir. Diger olgu (olgu 10); dup18q (olas1 polimorfizm) erken dogum sonrast
diyafragma hernisi nedeni ile opere edilmis ve post operatif donemde eks olmustur.
Ucgiincii olgu ise (olgu 20; del 7q11.23) erken dogum sonrasi yapilan eko ¢alismalarinda
kalp anomalisi ve periferik pulmoner stenoz saptanmis, kontroller sirasinda ¢alisma
tamamlandigindan, Williams Sendromu tanisi kesinleserek genetik danigmasi verilmis ve

tibbi izlem altina alinmistir.

Yapilan bu ¢aligmada MLPA tekniginin prenatal 6rneklerde (amniotik s1vi, korion
villus 6rnegi ve fetal kordon kan 6rnegi) kiiltiir edilmemis doku ve kiiltiir hiicrelerinden
elde edilen DNA materyallerinde basari ile uygulanabildigi goriildii. Uygulama sirasinda
orneklerden elde edilen DNA’ larin nicelik ve nitelik olarak teknigin basarisini dnemli
Olciide etkiledigi gortildii. MLPA teknigi ayni anda birkag prenatal 6rnekde ¢alisiimasinin
kontrol, tekrar sayis1 ve dolayisiyla maliyeti diislirecegi, veri analizlerini kolaylastiracagi
icin Onemli oldugu anlasildi. Sub telomerik bdlgelerin calisilmasinda oldugu gibi,
arastirilan her bir lokus i¢in sadece birer hedef prob iceren MLPA c¢alismalarinda, es
zamanli olarak alternatif ikinci bir prob seti ile ayni bolgelerdeki komsu bdlgelerin
taranmasinin teknigin daha etkin sonuglar elde edilmesini saglayacagi anlasildi.
Literatiirde subtelomerik taramalar amaci ile iki farkli subtelomerik prob setinin (P036 ile
P070 ya da P036 ile P069) paralel uygulandigi ¢aligmalarin yami sira tek prob seti
uygulanan ancak anormal sonug elde edilmesi durumunda diger prob setinin uygulandigi
calismalar da mevcuttur (Palomeras ve ark. 2006; Stegmann ve ark. 2008). Ahn ve ark.
(2007) zeka geriligi bulunan 50 olguluk subtelomerik MLPA prob seti ile yaptigi

calismasinda 6nerdigi algoritmada, iki probla yapilan ¢alismada anormal sonug¢ ¢iktiginda
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FISH ile dogrulanmasi durumunda kesin sonucun raporlanmasi ve parental ¢aligmalarin
bu durumlarda yalnizca FISH ile incelenmesinin yeterli olacagi ancak olguda FISH ile
sonucun dogrulanamadigi durumlarda anormal sonucun raporlandirilmasini ve parental
incelemelerin ise MLPA teknigi ile yapilmasi gerektigi belirtilmektedir. belirtilmektedir.
Olgulara iki ayr1 prob setinin ayni anda uygulanmasi durumunda anomalinin her iki
probla da gosterilmesinin, MLPA c¢alismasinin dogrulamasi olarak da kabul edilebilir.
Ote yandan ayn1 bdlgenin iki farkli lokusuna bakilan bu caligmalarda ayni bolge icin
uyumsuz iki farkli sonug elde edilmesi de olasidir. Bu durumda MLPA problarinin her bir
bolgenin ayr1 lokuslarint hedef alan hem dogrulama amaclh hem de saptanan degisimin
boyutlarint arastirma amaci ile iiretilen diger MLPA problarint kullanmak miimkiindiir.
Diger bir dogrulama secenegi de molekiiler metodlar ile saptanan degisimlerin varligi ve

bliytikliigliniin arastirilmasidir.

Prenatal olgularda MLPA caligmalarinin uygulanmasinda; a. ailevi tasiyicilik
nedeni ile yapilan fetal incelemeler ve b. tarama amagl yapilan calismalar olarak iki
grupta degerlendirilmelidir. Tasiyicilik nedeni ile (6rnegin: Duchenne/Becker miiskiiler
distrofisi) ayni lokuslar i¢in birden fazla ve bilinen anomaliler arastiriliyorsa saptanan
anomalilerin klinik etkileri kesin oldugu i¢in sonuglarin degerlendirilmesi daha kolay
olabilmektedir. Diger taraftan bilinen bir tasiyiligin olmadigi (6rnegin patolojik
ultrasonografi bulgusu varligl) durumlarda tarama amacgh yapilan ¢aligmalarin
sonuglarimin degerlendirilmesinde ve anomalilerin yorumlanmasinda daha 6zenli olma
zorunlulugu bulunmaktadir. Calismamizda doz artisi saptanan olguda oldugu gibi,
literatiirde de fenotip - genotip iliskisi tam olarak kurulamayan sonuglar bildirilmektedir.
Diger yandan MLPA ile duplikasyon saptanan olgularda FISH tekniginin dogrulama
amagcl kullaniminin basarisiz olmas1 durumunda - tandem duplikasyonlar buna bir 6rnek
olusturur - mutlaka alternatif tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenlerle prenatal
uygulamalarda calismay1 yapan merkezin, dogrulama icin birden fazla teknigi (FISH,
STR analizleri, kantitatif PCR caligmalari, dizin ¢aligmalari) kisa siirelerde uygulayabilir

altyapisi olmasi gereklidir.

Calisma sonrasinda yapilan degerlendirmede MLPA tekniginin  dizin

calismalarina gore hedefe yonelik olup daha az ¢oziiniirliikle tarama yapabilmesi bir
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dezavantaj olarak goriilmiistiir. Dizin ¢alismalarinda saptanan degisimin biiyiikliigii daha
kesin bir dogrulukla ve bir¢ok noktadan sonu¢ alindigindan kendi i¢ dogrulamasi ile elde
edilmektedir. Her iki molekiiler teknikde de polimorfizmler ve klinik etkisi heniiz tam
olarak bilinmeyen sonuglarin alinmasinin prenatal calismalarda genetik danigmayi
zorlastirdig1 ve aileye ek psikolojik sorunlar getirebilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle
kromozom anomalisi riskinin yiiksek oldugu sec¢ilmis endikasyonlu olgu gruplarinda bu

tekniklerin uygulanmasinin daha uygun olacagi kanisindayiz.

Bu tez ¢alismasi sonrasinda MLPA teknigi patolojik ultrason bulgusu saptanan
kromozom analizleri normal sonu¢lanmis fetuslarda ozellikle subtelomerik bdlge
analizleri acisindan subtelomerik FISH analizlerine gore daha uygulanabilir bulundu.
Ancak burada FISH calismasinin olgu bazinda yapilabilmesi miimkiin iken MLPA nin
grup halinde yapilmasinin daha dogru ve maliyet acgisindan daha uygun oldugu halde
bunun prenatal calismalarda sonucu geciktirebilecegi de unutulmamalidir. Prenatal
stiregte birka¢ 6zgiin bulgusu olan sendrom haricinde ¢cogu i¢in yonlendirici klinik bulgu
olmadigindan FISH teknigi ile sendrom tanis1 ¢cogu zaman miimkiin olamamaktadir. Oysa
MLPA teknigi ile bilinen mikrodelesyon/duplikasyon sendromlarini bir kerede taramak
miimkiindiir. ki prob seti kullanim ile MLPA tekniginin % 4,5 anomali saptama orani
prenatal donemde etiyolojisi aydinlanmamis olgularda ailelere oOnerilebilir bir yontem

olarak goriinmektedir.

Yakin gelecekte prenatal ve postnatal olgularin genomik kopya sayisi
degisikliklerinin arastirilmasinda dizin tekniklerinin rutin bir teknik olarak kullanilmasi
olas1 goziikmektedir. Bu c¢alismalarda elde edilen sonucglarin daha net ve anlasilabilir
olmasinda yeni ¢alismalarla her gecen giin artan bilgi birikiminin ve zenginlesen
veritabanlarinin katkist biiylik olacaktir. Bu tez c¢aligsmasi literatiire pranatal olgularda
saptanan iki delesyon ve bir duplikasyon bilgisinin eklenmesi, ¢alisilan laboratuvarda
uygulanan tekniklerin yerlestirilmesi ve calisma siiresince bilgi birikiminin artmasina

araci olmustur.
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ISTANBUL UNIVERSITESI

ISTANBUL TIP FAKULTESI
TIBBi GENETIK ANABILIM DAL/

SITOGENETIK, MOLEKULER SITOGENETIK ve MOLEKULER INCELEMELER
(MLPA) ICIN BILGILENDIRILMIS OLUR FORMU *

Proje Adx: “Multiple Patolojik Ultrason Bulgusu Saptanan Fetuslarda Kromozomlarin
Subtelomerik Bolgelerinin Multiprobe Telomer Sistem ve MLPA Y&ntemleri ile
Kargilagtirmali Olarak Arastinimasi”

Tarih:

Bu inceleme, Perinatoloji Bilim Dalinda yapilan Ultrasonografik incelemelerde ézellikle intra
uterin gelisme geriligi ve birden fazla patolojik bulgu saptanan ve Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine gonderilen ve tamt amaglh yapilan
kromozom analizlerinde normal kromozom yapisi kromozomlarin olasi mikro anomaliler agtsindan
daha detayli incelenmesi amaci ile yapilacak ek incelemelerden olusmaktadir. Bu ek incelemelerin
yapilmasina izin vermeden once sizleri galiymanin amaci, riskleri ve yararlani konusunda
bilgilendirmek istiyoruz. '

Asagidaki Molekiiler Sitogenetik ve Molekiiler Incelemeler icin Bilgilendirilmis Onay
Formunu okuduktan sonra ¢aligmaya katilma karan verirseniz formu liitfen imzalayimz.

1.Yapilacak islemin tanmmu : Inceleme Gebeliginizde ultrason patolojisi oldugu halde normal
kromozom yapis1 saptanmast durumunda kromozom anomalilerinin ileri diizeyde aydinlatilmasini
amaglamaktadir. Bu galigmalar Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dal: tarafindan yiritilecektir.

Ileri molekiiler sitogenetik ve molekiiler analizlerin yapilmast igin hastalarin tam amaci ile 6nceden
alinmis olan mevcut doku omekleri kullamilacaktir. Ornekler iizerinde FISH (Floresan in situ
hibridizasyon) =~ ve MLPA yontemleri ile ¢aligilacaktir. Bu yontemin esast DNA’min
komplementerini olusturabilme 6zelligine dayanmaktadir. Islemde éncelikle érnekler mikroskop
lamlan tizerine yayilarak preparat hazirlanacaktir. Anomaliye 6zgiin laboratugrimizda hazirlanmis
ve isaretlenmig problarla bu preparatlar hibridzasyona sokulacaktir. Ertesi giin hibrit sinyaller
floresan mikroskoplarda uygun filtreler yardim ile gériintilenecek ve bu sinyallerin yardimi ile
daha once ailenizde™ saptanmis olan kompleks kromozom anomalisinin kirik noktalar:
aydinlatilacaktir. '

Eldeki orneklerin yetersiz olmasi ya da kullanilamamast durumunda hastadan yeniden doku
ornekleri almamiz gerekebilir. Bu durumda hasta ve aile bilgilendirilecek ve izni almacaktir.

Bu galismaya katilmamz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Bu incelemeler igin sizden
alman kanlardan ve/veya deri biyopsisinden elde edilecek omeklerinizin saklanmasi konusunda
litfen asagidaki segeneklerden birini seginiz:
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a.Elde edilen doku 6megimin ¢alisma bittikten sonra boliminiz 6rmek bankasinda saklanmasina
izin veriyorum.................

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

Doku 6rneginiz saklandig: takdirde size sorulmadan, izniniz alinmadan higbir gekilde baska bir
¢aligma igin kullanilmayacaktir

2. Olas1 riskler ve faydalar :

Kordon Kam alinmas: sirasinda olusabilecek riskler: (1) Igne-batmasina bagh olarak az bir aci
duyulmasi. (2) Igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiyon geligebilir. (3) diigiik riski olabilir
(%1).

Koryon Biyopsisi alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Biyopsi alinan bélgede ¢ok hafif bir
ac1 hissi duyulabilir (2) biyopsi bolgesinde gok nadiren enfeksiyon geligebilir (3) diisiik riski
olabilir(®s1).

Amniyotik sivt _alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Biyopsi alinan bélgede ¢ok hafif bir aci
hissi duyulabilir (2) biyopsi bolgesinde ¢ok nadiren enfeksiyon geligebilir (3) diisiik riski olabilir
(1/200).

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli kalacaktir.
Genetik bilginin kullamilmasina bagli olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya
¢ikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak bu bilgiyi
ogrenmeyi reddetmek her zaman hakkimzdir. Bu bilgiyi sizin diginizda birisi ile paylasmamz
sadece sizin izninize bagh olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de bu testler sonucunda anne
yada babamn biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagh
kalinacaktir.

Olas: yararlar :Bu incelemelerin esas amaci gebeliginizde normal saptanan kromozom yapisina
ilave anomaliler saptanabilmesi ve daha detayl aragtirmak ve genoﬁp-fenoup iligkisinin
anlagilmasina yardime olacak bilgilere ulagmaktir.

Diger secenekler: Bu caligmaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu ara§t1nnaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz taktirde size uygulanan tedavide bir degigiklik olmayacaktir. Yine
caligmanin herhangi bir agamasinda onaymizi gekmek hakkina da sahipsiniz.

Uygulanacak iglemin yapisi1 ve amaci hakkinda, olasi riskleri ve yararlan tarafimdan ,

(Doktor Adr)

hastaya,

(Aile Adr)

(Tanik Kisi)

anlatilmigtir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmig ve cevaplandirilmaya devam edilecektir.

Caligmanin devamu sirasinda ortaya gikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan katilimciya
iletilecektir.

Tarih :

%,

1
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