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OZET

Noral tiip kusuru (NTK) noral tiipiin kapanmasindaki yetersizlige ikincil olusan santral
sinir sisteminin (SSS) konjenital malformasyonunu belirten genel bir terimdir. Tim
diinyadaki insidansi her 1000 dogumda 1 ila 10 arasinda degismektedir. Olgularin biiyiik
kismi1 anensefali veya spina bifida (SB) olarak smiflandirilabilir ve bu iki grup dogumda ayni
siklikta goriiliir. Gelisen tibbi tedavi yontemleri sonucunda SB’li hastalarin daha uzun
yasamasina olanak vermistir. SB grubunun altinda meningomyelosel (MM), meningosel ve
lipomeningosel gibi alt gruplar incelenir.

Bazi1 gozlemler NTK olusumunda genetik faktorlerin rol oynadigmi diisiindiirmiistiir.
Oncelikli olarak bazi etnik/irk (Irlanda’li ve Meksika’lr) gruplarinda daha yiiksek goriilmest,
ikinci olarak birinci derece akrabalarinda NTK olan ailelerde bu hastaligin ortaya daha sik
cikmasi, tiglincii olarak 200’den fazla NTK fare modelinde bir kisminda kendiliginden, bir
kisminda ise genetik mithendislik sonucunda bu hastaligin ortaya ¢ikmasidir. Bunlarin disinda
NTK tek gen bozukluklar1 ve ayn1 zamanda kromozomal bozukluklarla beraber seyreden bazi
sendromlarin fenotipik bir 6zelligi olarak karsimiza ¢ikmasi genetik tabanli bir patogenezi
diistindiirmektedir. Fakat rutin olarak kullanilan pozisyonel klonlama ve baglant1 analizi gibi
hastaliga yol acan geni ortaya ¢ikarma yontemleri genellikle bir ailede bir etkilenmis birey

oldugundan dolay1 uygulanabilir gériilmemektedir.

Insan genomundaki yapisal degiskenler, genomun bir parcasini igeren mikroskobik
veya submikroskopik olabilen genellikle 1 kilobazdan daha genis degisimler olarak tariflenir.
Bu yapisal degiskenler kopya sayis1 degiskenligi, kopya sayist polimorfizmi, segmental
duplikasyon veya diisiik kopya sayis1 tekrari, inversiyon, translokasyon ve segmental
uniparental dizomi olarak alt gruplara ayrilabilir. Son yillarda hem deneysel hem de
hesaplama stratejilerindeki gelismeler insanin yapisal genetik degisikliklerinin daha yiiksek
coziiniirlikte analize edilmesine izin vermis ve insan genomundaki yapisal degiskenliklerin

hastaliklar ile iligkili oldugunu gdsterilmistir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada, karyotipleme teknigi kullanilarak tiim genomda
varolabilecek olas1 bir yapisal varyasyonun noral tiip defekt ile iliskisini ortaya koymaya
calistik.

Anahtar Kelimeler: Noral tiip, karyotip, Noral tiip kapanma defekti, Kromozom

analizi
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SUMMARY

Neural tube closure defects secondary to insufficient closure of the central nervous
system with congenital malformation is a general term indicating. The incidence of all over
the world every 1000 births ranged from 1 to 10. The majority of cases can be categorized as
anencephaly or spina bifida at birth, but are seen equal in these two groups. As a result of
developments in medical treatment, the patients with spina bifida cases can live longer. Spina
bifida subgroups are examined such as meningomyelocele, meningocele, and lipomeningosel.
Some observations suggest a role of genetic factors in the development of neural tube defects.
Firstly, some of the ethnic / race (Irish and Mexican) groups, second part a higher occurrence
of neural tube defects as the first-degree relatives in families ,third part as a result of genetic
engineering more than 200 spontaneous mouse model of neural tube defects are made.
Addition of single gene disorders, neural tube defects, as well as a phenotypic characteristic
of some syndromes associated with chromosomal abnormalities seen the emergence suggests
a genetically based pathogenesis. However, as a routine use, such as positional cloning and
linkage analysis methods to reveal the disease is not applicable, because causing gene in a
family affected by an individual patient.

Human genome structural variables, including a part of the genome can be
microscopic or submicroscobic, often described as the changes are wider than 1 kilobase.
These structural variables, the variability of the number of copies, copy number
polymorphism, segmental duplications or low copy number repeat, inversion, translocation,
and may be subdivided into segmental uniparental disomy. In recent years, developments in
both experimental and computational strategies allow human structural genetic changes and
gave a higher resolution analysis of the human genome is associated with the structural
variations shown diseases.

In our study we have tried to show the relationship between neural tube defect and
possible structural variations exist in the genome by using the technique of karyotyping .
Keywords: Neural tube, karyotyping, neural tube closure defects, chromosomal

analysis
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1. GIRIS VE AMAC

Noral tiip kusuru (NTK) noral tiipiin kapanmasindaki yetersizlige ikincil
olusan santral sinir sisteminin (SSS) konjenital malformasyonunu belirten genel bir
terimdir.  Tim diinyadaki insidansi her 1000 dogumda 1 ile 10 arasinda
degismektedir. Vakalarm biiyiik kismi anensefali veya spina bifida (SB) olarak
kategorize edilebilir ve bu iki grup dogumda ayni siklikta goriiliir. Gelisen tibbi
tedavi yontemleri sonucunda SB’l1 hastalarin daha uzun yasamasima olanak vermistir.
SB grubunun altinda meningomyelosel (MM), meningosel ve lipomeningosel gibi alt
gruplar incelenir (1, 2).

Baz1 gozlemler NTK olusumunda genetik faktorlerin rol oynadigini
diisiindiirmiistiir. Oncelikli olarak baz1 etnik/irk (Irlanda’li ve Meksika’l1) gruplarinda
daha yiiksek goriilmesi, ikinci olarak birinci derece akrabalarinda NTK olan ailelerde
bu hastaligin ortaya daha sik ¢ikmasi, {iclincli olarak 200°den fazla NTK fare
modelinde bir kisminda kendiliginden, bir kisminda ise genetik miithendislik
sonucunda bu hastaligin ortaya ¢ikmasidir (1, 3, 4). Bunlarin disinda NTK tek gen
bozukluklar1 ve ayni zamanda kromozomal bozukluklarla beraber seyreden bazi
sendromlarin fenotipik bir 6zelli§i olarak karsimiza c¢ikmasi genetik tabanli bir
patogenezi diislindiirmektedir. Fakat rutin olarak kullanilan pozisyonel klonlama ve
baglant1 analizi gibi hastalifa yol acan geni ortaya ¢ikarma metodlar1 genellikle bir
ailede bir etkilenmis birey oldugundan dolay1 uygulanabilir gérilmemektedir (1).

Insan genomundaki yapisal degiskenler, genomun bir par¢asini igeren
mikroskobik veya submikroskobik olabilen genellikle 1 kilobazdan daha genis
degisimler olarak tariflenir (5). Bu yapisal degiskenler kopya sayisi degiskenligi,
kopya sayis1 polimorfizmi, segmental duplikasyon veya diisiik kopya sayis1 tekrari,
inversiyon, translokasyon ve segmental uniparental dizomi olarak alt gruplara
ayrilabilir (5). Son yillarda gelismeler insanin yapisal genetik degisikliklerinin daha
yiiksek ¢oOziiniirliikte analize edilmesine izin vermis ve insan genomundaki yapisal
degiskenliklerin hastaliklar ile iligkili oldugu gosterilmistir (5-7).

Bu calismamizda, NTK olan hastalarda karyotipleme teknigini kullanarak, insan
genomunda bu hastalikla iligkilendirebilecegimiz genis yapisal degiskenlerin varligi

varligin arastirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. NORAL TUP KUSURLARI

NTK’lar1 prenatal gelismenin erken zamanlarinda meydana gelen santral sinir
sisteminin ve aksiyel iskeletin malformasyonlaridir (2). NTK’larinin en siddetlileri
anensefali ve acik spina bifidadir. Bunlar sik goriilen malformasyonlar olup
prevalanslart 1000 dogumda 0.5-2 dir. Bu oran spontan abort olan fetiislerde daha

coktur. Prevelans cografi bolge ve etnisite ile belirgin degisim gosterir (1, 2).

2.1.1 Noral Tiip ve Aksiyel Iskeletin Gelisimi

NTK’larmmin embriyonik gelisimini anlamak i¢in, normal gelisimin basamaklar1 olan,
noral tiibiin olustugu norilasyon (primer nérilasyon), kafatasi ve vertebral kolonun
farklilastig1 ve noral tiiplin etrafinda modellendigi aksiyel skeletogenez ve post-
lomber seviyede tiim viicut yapilarinin olusumundan sorumlu kuyruk

tomurcuklanmasi (sekonder norilasyon) basamaklarini bilmemiz gerekir.

2.1.1.1 Norilasyon

Bu embriyolojik siire¢ beyin ve omuriligin olusumundan sorumludur ve dorsal orta
hatta kalimlagsmigs bir ektoderm alani olan noéral plagin goériinmesine yol acan
indiiksiyon ile baglar. Fertilizasyon sonrasi 17-18. giinlerde noral plagin kenarlar1
dorsale dogru katlanmaya baglar. Bu katlanma boylamasina olan noral yarig: belirler
ki, bu yarik noral plagm artan bir sekilde yiikselmesi sonucunda derinlesir. Noral
katlantilar ortaya dogru yonelerek birbirlerine yapisirlar ve noral tiipii olustururlar.
Ik kapanma olay1 (kapanma 1) insan embriyolarinda fertilizasyon sonras1 22. giinde
olur ve gelecekte servikal/oksipital smir1 olusturacak bolgede olur. Birlesme bu
seviyeden rostral ve kaudal yonlere dogru olur. Fare embriyolarinda bu baslangic
kapanma olaymdan hemen sonra, yapisma gelisen beyinde iki yerde ayri olarak
baslatilir. Kapanma 2 ortabeyin ve Onbeyin arasindaki sinirda, kapanma 3 ise
onbeyinin ileri derece rostralinde olusur. Kapanma sonrasinda iki yonlii olarak isler

ve kapanma 6nbeyindeki néroporlarda tamamlanir (2) (Sekil 1).



Son zamanlarda yapilan ¢alismalar bu kapanmanin farelerle insanlarda farkli
oldugunu gostermistir. Beyin gelisimi insanda kapanma 1 ve 3 bdlgelerinin
arasindaki direk ilerlemeyle tek rostral noroporun birlesmesiyle olusmaktadir.
Kapanma 1’in olusmamasinda kranyorasisizis, kapanma 3’{in olmamasinda ise yarik
yiizle birlikte anensefali olusmaktadir (2, 8).

Posterior néroporun iist sakral bolgede fertilizasyon sonrasi 26.-28. giinlerde

kapanmasi primer norilasyonun sonunu belirler.

2.1.1.2 Aksiyel skeletogenez

Gastrulasyonu takiben, kapanan oksipital ve spinal ndral tiipiin yaninda duran
paraaksiyel mezoderm segmental olarak yerlesen epitelyal somitleri olusturmak icin
alt boliimlere ayrilir. Her somit kendi ventromedial duvarmin yikilmasi ile sklerotom
olusturmak iizere farklilasi. Somitlerin dorsolateral duvarlar1 epitelyal kalip
dermomyotomu  icerir. Dermomyotom daha sonra  epitelyomezenkimal
transformasyona ugrar ve bazi hiicreleri myotomu olusturur. Aksiyel skeletal gelisme
mezodermal somitlerin sklerotomal kismimin heniiz kapanmis noral tiipli cevrelemek
icin go¢ etmesiyle baslar. Bunlar daha sonra kikirdak ve kemik farklilasmasina

ugrayarak tiim vertebrayi olustururlar.

Anensefali ===l __
lll \ ““\
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H Kapanma 2
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Sekil 1. Noral tiiplin embriyoda ¢cok merkezli kapanmasi.



Kranyal bolgede spinal seviyelerin aksine kemik yapilar tamamiyle
mezodermden olusmazlar. Yapilan calismalar, kafatasi ve yiliz iskeletinin biiyiik
boliimiiniin noral krest hiicrelerinden olustugunu ortaya koymustur. Sonu¢ olarak
bugiin icin genel kabul, yiiksek seviye vertebralilarin kranyal iskeletinin hem
mezoderm hem noral krest kaynakli hiicrelerden olustugudur (2).

Kranyal noral tiip kapanmasindaki bir sorunun anensefaliye yol agtig1 gibi, kafa

kubbesi olusumunda da yetersizlige yol agacagi asikardir.

2.1.1.3 Kuyruk tomurcugu gelisimi

En asag1 spinal seviyelerde, kuyruk tomurcugu ilkel yarigin kalintisini temsil eder ve
ayn1 zamanda noral tiip (sekonder ndrilasyon yoluyla) ve vertebralari da iceren tiim
epidermal olmayan dokularm tek kaynagidir. Kuyruk tomurcugu kendini yenileyen
kok hiicre popiilasyonuna sahiptir ki bunlarda iireyen hiicreler hizla ¢ogalarak viicut

aksmin longitiidinal olarak biiylimesini saglar.

3. NTK’larinin siniflamasi
NTK’lar1 embriyolojisine gore, agik, fitiklasma ve kapali kusurlar olarak alt gruplara

ayrilabilirler (Sekil 2).



Noral Tup Kusurlari

| i
Acik Kusurlar Fitiklasma Kusurlari Kapali Kusurlar
Primer noral tlp Noral dokunun Kuyruk
kapanma fitiklasmasiile Tomurcugu
kusurlari beraber olan primer (sekonder
aksiyel mezodermal norilasyon
kusurlar kusurlari)
Anensefali Ensefalosel Spina bifida okulta
Myelomeningosel Menigosel Diastematomyeli
Kranyorasisizis Tethered kord

Sekil 2. NTK’larmin embriyolojik siniflandirilmasi

3.1 Ac¢ik Kusurlar
Acik NTK’lar1 noral tiipiin orta hattinin kusurlu kapanmasini igerir. Bu kranyal

bolgede olursa anensefali, alt spinal bolgede olusursa spina bifida olusur (1, 2).

3.1.1 Anensefali
Bu hastalikta kranyal noral tiip kapanmasi tamamlanamamistir ve sonu¢ olarak

beyinde ve kafa tasinda kalic1 dorsal agiklik olusur.

3.1.2 Meningomyelosel (acik spina bifida)
Posterior néropor kapanmasinda problem vardir ve agik NTK olusur. Genellikle
lumbosakral bdlgede goriilmesine ragmen omuriligin  diger seviyelerini de

etkileyebilir.

3.1.3 Kranyorasisizis
Bu hastalik tiim beyin ve spinal kordun agikta kaldig1 en siddetli disrafizm seklidir.



3.2 Fitiklasma Kkusurlar

Bu lezyonlar muhtemelen embriyonik gelisimin ag¢ik kusurlarin olusumundan sonraki
evresinde ortaya ¢ikarlar. Bu kusurlarda beyin ve omurilik kapanmistir, fakat beyin
veya meninkslerin vertebral kolon veya kafatasindaki kemik defektinden sekonder

fitiklagmasi s6z konusudur.

3.2.1 Ensefalosel

Bu kusur beyin dokusunun siklikla oksipital bolgede, daha nadiren parietal veya
frontoetmoidal bileskede var olan kafatasindaki bir agikliktan fitiklasmasini igerir.
Fitiklasan kitle ¢ok biiyiik olabilir. Fitiklasan beyin dokusu normal gelisim gostermis
olabilecegi gibi, gelisimin bir basamaginda durmus ta olabilir. Ensefaloselin

gelisiminin sebebi halen bilinmemektedir.

3.2.2 Meningosel

Bu siklikla spina bifida sistikanin bir varyanti olarak smiflandirilir. Fakat
embriyolojik olarak ensefalosele daha yakin benzerlik gostermektedir. Omurilik
kapalidir ve vertebral kanalda normal pozisyondadir. Beraberinde diastometamyeli
veya tethering gibi anomaliler olabilir. Vertebralarin noral arklarinda bu hastalikla
iliski bir kusur s6z konusudur ve bu bdlgeden meninksler fitiklasir. En sik
lumbosakral bolgede bulunurlar. Patogenezinde somitlerden olusan sklerotomal

hiicrelerin organizasyonundaki bir hatanin oldugu diisiiniilmektedir.

3.3 Kapah kusurlar

Bu kusurlar NTK’larmin en hafif grubudur ve okult spina bifida veya disrafik
bozukluk terimlerine es anlamli olarak kullanilmaktadir. Omurilik anomalileri
santral kanalin asir1 genislemesi (hidromyeli), omuriligin longitiidinal yariklanmasi
veya duplikasyonu (diplomyeli, diastematomyeli) ve omuriligin asagi ucunun
gerilmesini igerir. Siklikla kemik gelisim anomalileri ve beraberinde lipom ve eslik
eden anorektal ve lirogenital anormallikler vardir.

Kusurlar siklikla asagi lomber ve sakral bolgede yerlesirler ki bu kabaca sekonder
norilasyon bdlgesine tekabiil eder. Bu seviyede noral katlanma olmadigindan
kusurlar genellikle kapali tiptedirler. Kapali kusurlar embriyonik kuyruk tomurcugu

gelisimindeki hatalar neticesinde olusgur.



4. Insan genom yapisal degiskenligi

Dizileme  teknolojisi ortaya c¢ikmadan  Once, genetik materyalimizde
gozlemleyebildigimiz farkliliklar genellikle kromozomlarin yap: ve sayisinda nadir
goriilen degisimlerdi. Bunlar andploidi, yeniden diizenlemeler (rearrangements) ki
bunlar siklikla hastalikla iligkilidirler, heteromorfizmler ve frajil bolgelerdi. Bu
degisikliklerin hepsi mikroskop ile farkedilebilecek kadar biiyiiktii. Kabaca bu
degisimlerin boyutlar1 3Mb (1 Mb= 1000000 baz) idi. Zamanla molekiiler
biyolojideki gelismeler ve DNA dizileme tekniginin gelismesi ile daha kiiciik
boyuttaki degisimler gorilebilir hale geldi. Bunlar tek niikleotid polimorfizm (SNP),
degisik tekrarlayan elemanlar, kiiciik insersiyonlar, delesyonlar, inversiyonlar ve
duplikasyonlar1 igermektedir. Insan genetik farkliligmnin ortaya konmasinda karyotip
ve niikleotid seviyesinde ¢ok caba sarf edilmistir. Fakat bu iki u¢ metotla genetik
farkliligin olusumu ile ilgili ulasilabilen bilgi o kadarda fazla degildi. Gegtigimiz on
yil igerisinde insan genomunun tamaminin dizileme analizinin bitirilmesi ile
genomun bilesiminin daha etkin bir sekilde degerlendirilmesini saglayan yeni
stratejiler ve araglar ortaya konmustur. Ozellikle genomu tarayan aray teknolojileri
ve mukayeseli DNA dizi analizi yOntemleri mikroskop seviyesinde fark
edilebilenden daha kiiciik fakat konvansiyonel dizileme analizinde ortaya
konulanlardan daha biliyilk DNA farkliliklar/degisimleri agiga ¢ikmaya basladi. Bu
degisiklikler 1kb ile 3 Mb biiyiikliikler arasinda degigsmektedir (1kb= 1000 baz).
Daha sonra yapilan calismalarda yiizlerce submikroskobik yapisal degiskenligin ve
inversiyonlarin tariflenmesi genomik degisimlerin en az tek niikleotid degisimler,
kisa tandem tekrarlar ve diger kiiciik degisimler kadar 6nemli oldugunu gostermistir.
Bu tiir degisimler tiim bir geni veya onun diizenleyici bolgeleri iceren milyonlarca
DNA bazin1 barindirabilir. Genom tiizerinde bazi bolgelerdeki yapisal degisiklikler
apagik fenotipik degisikliklere yol agmasalar da, digerleri gen dozajm etkileyerek
genetik hastaliklara yol agarlar (5-7, 9-11).

Son yillarda hem deneysel hem de hesaplama stratejilerindeki gelismeler insanin
yapisal genetik degisikliklerinin daha yiiksek ¢oziiniirliikte analize edilmesine izin
vermistir. Yeni olan bu metotlarda genomun ya tamami ya da hedeflenen bir boliimii
incelenir.

Tiim genomu inceleme metotlar1 aray tabanli analizler. PCR tabanli incelemeler

ve karyotiplemedir.



5. Karyotipleme

Insan kromozomlar1 ilk kez 1857 yilinda Virchow tarafindan goriilmiis, fakat
kromozom sozciigii 1888 yilinda Waldeyer tarafindan kullanmilmigtir. Wieman 1917
yilinda X ve Y kromozomlarini tanimlamistir (12).

Tijo ve Levan 1956 yilinda insan fetal akciger fibroblastlar1 ile yaptiklar1 ¢alismada
insan kromozom sayisinin o giine kadar diisiiniilenden farkl: olarak 2n=46 oldugunu
ortaya koymustur (12, 13).

Bu bulgulardan sonra, insan kromozomlar1 farkli biiyiikliiklerine goére 7 gruba
(A’dan G’ye) smiflandirilmistir (13). 1959 yilinda Trizomi 21°in Down Sendromu’na
yol agtig1 ve cinsiyet kromozomlarindaki sayisal diizensizliklerin de Turner ve
Klinefelter sendrom’larina neden oldugu bulunmustur. 1960 yilinda sitogenetikciler
Philedephia kromozomunun kronik myeloid ldsemi’nin nedeni oldugunu fark
etmisler, bundan 13 yil sonra Janet Rowley bu kromozomun kromozom 9 ile 22
arasindaki translokasyonun tiriinii oldugunu géstermislerdir (13).

Torbjorn ve Caspersson’un 1960’larin sonunda her kromozomun uzunlugu
boyunca ac¢ik ve koyu bantlar olusturan kromozom boyama protokollerini
gelistirmesi ile sitogenetik analizin giicli artmisti. Bu bantlama 6rnekleri
sitogenetik¢iler icin kolaylikla kromozomlar1 ve bunlarla iligkili delesyon ve
translokasyon gibi yapisal ve sayisal degisiklikleri tamiyabilecekleri kaliplar
olmustur. Bantlar en iyi metafaz kromozomlarinda incelenir ve bu nedenle
degerlendirme i¢in mitoza girmis hiicrelere gereksinim vardir (13).

Kromozom bantlama teknigi, kromozomlar1 denatiirasyon ve enzimatik
sindirmeyi takip eden DNA’ya 6zgiin boyalarin kullanildig: tekniklerin uygulanmasi
ile elde edilir. Bu islem sonrasinda insan ve diger mitotik kromozomolarda agik ve
koyu boyanan bant serileri olusur. G-bantlama tekniginde kromozomlar Giemsa ile
boyanmadan once tripsin ile kontrollii sindirilmeye tabi tutulur. Pozitif olarak
boyanan koyu bdlgeler (bantlar) S fazinin ge¢ donemlerinde replike olurlar ve daha
yogun kromatin igerirler. A¢ik boyanan bdlgeler ise S fazinin erken donemlerinde
replike olurlar ve daha az yogun kromatin icerirler. Genler genellikle a¢ik boyanan
bant bolgelerinde bulunurlar. Koyu bant bolgelerindeki DNA ise transkripsiyonel
olarak daha az aktiftir (14).



Kromozomlarin, adenin ve timinden zengin DNA bdlgelerine 6ncelikle baglanan
kinakrin, DAPI gibi floresan boyalar ile bantlanmasia Q-bantlama denilir. Floresan
bantlar Q bantlar olarak isimlendirilir ve G bantlarla ayni bolgeleri isaretlerler (14).
R-bantlama, temel olarak G-bantlama seklinin tersidir. Kromozomlar Giemsa ile
boyanmadan oOnce salin igerisinde 1sitilarak denatiire edilir. Isitma adenin ve
timin’den zengin DNA’y1 denatiire eder ve bundan dolayr R-bantlar1 Q-negatiftir.
Ayn1 boyama sekli guanin ve sitozin i¢in spesifik olan kromomisin A3, olivomisin ve
mitramisin gibi boyalar ile olusturulabilir (14).

T-bantlamada, R-bant bdlgelerinin i¢inde bulunan telomerler hedef alinir. T-
bantlar, R-bantlarin en yogun boyanan bolgeleridir. Giemsa ile boyanmadan once
kromozomlar1 ¢ok siddetli 1s1ya maruz birakarak goriiniir hale getiriler (14).

C-bantlamanim, 06zellikle kromozomlarin sentromerik bolgelerini gosterdigi
disiiniiliir. Kromozomlar, Giemsa ile boyanmadan dnce baryum peroksidin doymus
¢ozeltisi ile denatiirasyona maruz birakilirlar (14).

Sitogenetik bilgi, 1960’11 yillarin sonunda amniosentez ile elde edilen fetal hiicrelerin
kromozomal = anomali  yOniinden  arastirilmasindan  sonra  sitogenetik
laboratuarlarindan, klinik uygulamaya gecis gostermistir. Bugiin de bu yOontem

prenatal teshiste yaygin olarak kullanilmaktadir (13).

6. insan genomundaki yapisal varyasyonlar ve 6nemi

Insan genom analizlerinden elde edilen garpici bir gdzlem diinya iizerindeki bireyler
arasinda DNA dizisi benzerliginin biyiikligidir (15, 16). Herhangi iki insanda
yaklasik %99,9 oraninda esit oldugu distiniilmektedir (17, 18). Bu yiizden bireyler
arasinda genetik varyasyonu olusturan genomun kii¢iik pargalarmna iliskin caligmalar
ile fenotipik varyasyonlara ve hastalik duyarliligina iliskin bilgiler elde edilebilir.
Gen dizisi belirleme tekniklerinin ortaya ¢ikmasindan on yillar 6nce bizim genetik
bilesenimizde gozlenen ilk farklilik biiyilk oranda kromozom miktar1 ve yapisinda
nadir goriilen degisikliklerden olusuyordu. Bunlar bir mikroskop yardimi ile
belirlenebilecek kadar biiyilkk olan andploidi, yeniden diizenlenmeler (siklikla
hastalikla iliskili olan), heteromorfizmler ve kirtlgan bdlgelerden olusuyordu (5). Biz
yaklasik 3 Mb veya daha biiylik boyuttaki bu tiir varyantlar1 mikroskobik yapisal
varyantlar olarak tanimlariz. Ardindan, molekiiler biyoloji ve DNA dizilemesinin

kesfi ile birlikte daha kiiciik ve cok sayida degisimler izlenmistir. Bu degisikler



gorece olarak kiiciik DNA dizilerinin tekrarlayan cesitli 6gelerini igeren SNP’leri
(6rnegin mikro ve mini-satelitler) ve kiigiikk (genellikle <Ilkb) delesyonlari,
inversiyonlar1 ve duplikasyonlar1 igerir (5). Insan genomun olusturan yaklasik 3
milyar niikleotid bazi1 ¢iftindeki ortalama her 300 niikleotidde bir olmak iizere insan
popiilasyonunda en az 10 milyon tek niikleotid polimorfizm oldugu tahminine
dayanarak bu kiiciik 6l¢ekli varyantlarin cogunun genetik varyasyonu olusturdugu
varsayilmaktadir.

Karyotip ve niikleotid diizeyinde insan genetik varyasyonunun ozelliklerinin
ortaya konabilmesi i¢gin dikkate deger ¢aba harcanmustir (5, 7, 19). Fakat bu iki ug
arasindaki varyasyonlara iliskin bilgi sinirlidir. Bununla birlikte, son birka¢ yilda,
insan genomunun primer dizisinin etkin bir sekilde tamamlanmasi genom bilesiminin
etkin bir sekilde degerlendirmesi i¢in yeni stratejiler ve araclarin yaratilmasini
desteklemektedir. Genom tarayici dizi teknolojileri (20) ve karsilastirmali DNA-
dizisi analizleri (21) konvansiyonel dizi analizleri halihazirda tespit edilmis
olanlardan ziyade mikroskop ile fark edilenlerden daha kiicliik segmentleri tutan
DNA varyasyonlarin1 ortaya koymaya baslamistir. Biz yaklasik 1 kb ila 3 Mb
araliginda degisen bu varyasyonlar1 submikroskobik varyanlar olarak tanimlariz.

Iki devrim niteliginde calisma (20, 22) insan genomunda yiizlerce submikroskobik
kopya-sayis1 varyanti (CNV) ve inversiyon tanimlamistir. Bu goézlemler yapisal
genomik varyantlarin genom varyasyonuna katki anlaminda SNP’ler, kisa tandem
tekrarlar (STR) ve diger kiigiik degisiklikler kadar dnemli oldugunu 6ngdérmemize
neden olmustur. Bunun otesinde, bu varyant tipleri tiim geni ve diizenleyici
bolgelerini i¢eren milyonlarca DNA bazi igerebilir (20, 22). Bazi genom
bolgelerindeki yapisal varyasyonlar asikar fenotipik sonuglara sahip olmasa da,
digerleri tek baslarina veya diger genetik ve cevresel faktorlerle kombinasyonda
genetik hastaliklara neden olabilen gen dozunu etkiler (5, 20, 22).

Kiiciik boyutlarma karsin, insan genetik varyasyonunda ve hastaliklarmma toplam
potansiyel katkilar1 siklikla olugsmalarindan dolayr mikroskobik varyantlarindan daha

yiiksek olmasi beklenebilir.
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6.1. Mikroskobik yapisal varyasyon

Insan genetik varyasyonlarmmn temeline iliskin kanitlar kromozomlarm mikroskop
altinda goriilebilmesi ile baslamisti. En eski bantsiz karyotipler bir digerinden
gliclikle ayirt edilebilen gorece olarak kisa, yogunlasmis kromozomlardan
olusuyordu. Ancak andploidiler, marker kromozomlar ve biiylikk yeniden
diizenlemeler fark edilebilmis ve Y-kromozom varyasyonlari kaydedilmistir (5).
Solid boyali (bantsiz) kromozomlarda, sekonder konstriksiyonlar, akrosentrik
kromozomlarda satellit-bdge varyantlari, kirllgan bdlgeler ve belirli heterokromatik
bolgelerdeki boyut varyasyonlar1 dahil bazi heteromorfizmler fark edilebilmistir (5).
Cesitli kromozom bantlama tekniklerinin kesfi ve uzamis prometafaz kromozomlar1
ile ¢alisabilme becerisi ile birlikte en ¢ok hasta 6rneklerinde olmak iizere daha farkl
yapisal anormallikler ortaya ¢ikmistir. Resiprokal translokasyonlar, delesyonlar,
duplikasyonlar, insersiyonlar ve inversiyonlar fark edilebilmistir ve FISH
analizindeki gelismeler bu varyasyonlarm yayginligma iliskin daha rafine
tanimlamalarina  imkdn  vermistir (5, 21). Bantlama aym1 zamanda
1,3,4,9,13,16,21,22. kromozomlar ve Y kromozomundaki 6rnekler dahil olmak tizere
heteromorfizmlerde daha 6nce siiphe edildiginden daha biiyiik bir degiskenlik ortaya
cikarmustir.

Karyotip diizeyinde translokasyonlar, inversiyonlar, delesyonlar ve
duplikasyonlar dahil yapisal acidan anormal varyantlar anoploidilerden daha az
siklikta belirlenmektedir. Ancak bu durum, 6zellikle de asagida bahsettigimiz sub-
mikroskobik varyantlar baglaminda sayilarmin kiigimsenmesine neden olan
belirleme egilimini yansitabili. Bu durum akilda tutularak, tipik olarak atifta
bulunulan veriler dortte biri dengesiz olmak iizere yapisal anormalliklerin yaklagik
375 canli dogumda bir meydana geldigini isaret eder (5, 21). Bu tiir varyantlar ile
iligkili konjenital anomaliler i¢cin risk resiprokal translokasyonlar ve inversiyonlar
icin %6,7 ve marker kromozomlarmn tiim tipleri i¢in %25,6 idi (23). Aksine, normal
varyantlar (heteromorfizmler dahil hastalikla iligkisi olmadigi agikar) kisi basina 4 ila

6 araliginda saptanir (5, 21).

6.2 Sub-mikroskobik yapisal varyantlarin belirlenmesi
Son yillarda, hem deneysel hem de bilgisayar stratejilerinin gelisimi insan yapisal

genetik  varyasyonlarinin  yukarida bahsedilen caligmalardan daha yiiksek
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cOziintlirliiklerde analiz edilmesine imkéan vermistir. Bu yontemler, ¢esitli ¢oziiniirlitk
diizeylerinde genomu global veya hedefe yonelik tarzda test edebilir (24).
Gilinitimiizde, dengesiz yapisal varyantlarin belirlenmesindeki temel yaklasimlar dizi-
bazli analizler ve kantitatif PCR bazli testlerdir (5, 21). Dizi bazli karsilastirmali
genom hibridizasyonu (dizi-CGH) yaklasimlar1 [25,61] yeni CNV’lerin
bulunmasinda genom ¢apinda taramalarin gergeklestirilmesi i¢in en giiglii yontemdir
(25). Bu yaklagimlar ilgilenilen genom igin klonlu DNA fragmanlari ile lekelenmis
dizileme icin farkli bir sekilde isaretlenmis ve iki genom arasindaki kopya sayisi
farkinm1 ortaya ¢ikaran bir genomla birlikte yarismali sekilde hibridize edilen
isaretlenmis fragmanlar kullanir. Genomik klonlar (6rnegin BAC’lar) cDNA’lar, PCR
iriinleri ve oligoniikleotidlerin tiimii dizi hedefleri olarak kullanilabilir. Sagladigi
genomun yaygin kapsami, giivenilir haritalama verilerinin varligi ve klonlara kolay
erisim nedeniyle BAC ile birlikte dizi-CGH kullanimi 6zellikle popiilerdir. Bu
faktorlerin sonuncusu hem dizi deneylerinin kendisi hem de dogrulayici FISH
deneyleri i¢cin 6nemlidir.

CGH’nin uzun oligoniikleotidlerden olusan diziler (60-100 bp) ile birlikte
kullanim1 ile saptama c¢Oziiniirligii BAC kullanilarak elde edilenlerin {izerine
cikarabilir ve ilk olarak ROMA (temsili oligoniikleotid mikro-dizi analizi) olarak
bilinen bir test formatinda kullanilmistir (5). ROMA’nin prensibi BAC dizileri
kullannminda uygulananlar ile benzerdir, ama sinyal-giiriiltii oranim1 artirmak i¢in
temsil veya tiim-genom 6rneklemesi denen bir yontemle girdi DNA’nin kompleksligi
diistirtilmistiir (26). Burada DNA’nin restriksiyon sindirimi ile muamele edilen ve
daha sonra adaptorle baglanarak spesifik boyut araligindaki fragmanlarda PCR-bazli
amplifikasyonu ile sonug¢lanan diziler ile hibridize edilmesi gerekir. Sonug olarak,
amplifiye edilen DNA tiim genomik dizinin bir fraksiyonunu olusturur ki, bu arka
plan giiriiltiistinden azalmaya yol agacak sekilde kompleksligi onemli bir bigimde
azaltan girdi DNA’nin bir 6rnegidir. NimbleGen ve Agilent Technologies gibi
firmalar direkt CGH (temsili olmayan) i¢in kullanilabilecek baska uzun niikleotid
dizileri gelistirmektedir (27). En ¢ok bulunan oligoniikleotid dizilerinin ¢odziintirligii
daha yiiksek coziiniirliikli testler ortaya ciktik¢a artacak olan 30-50 kb araliginda
degisir.

Dizi-bazli yaklasimda bir baska varyasyonda Affymetrix SNP dizilerindeki

oligoniikleotidlerden elde edilen hibridizasyon sinyal yogunluklarinin kullanilmasidir
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(5, 28). Burada hibridizasyon yogunluklari kontrollerden elde edilen ortalama
degerler 1ile karsilastirilir ve bu ortalamadan sapmalar kopya sayisindaki
degisikliklere isaret eder. Kopya sayismna iliskin bilgi saglamanm yani swra SNP
serileri genotip bilgisi saglama avantajmi da eklemistir. Ornegin, bir delesyonun
varligina iliskin destekleyici kanit saglayan heterozigotite kaybini ortaya koyabilirler
[66,67] veya segmental tek ebeveynden kaynaklanan dizomiyi isaret edebilirler (bir

yapisal varyasyon formu olarak degerlendirilebilir).

Hedefe yonelik PCR bazli deneysel yaklasimlar genomun hedeflenen bdlgelerinin
taranmasinda en giiclii testlerdir. Belki de bunlardan en 1yi bilineni gercek zamanl
kantitatif PCR’dir (qPCR). Bununla birlikte, bu yontemin bir¢ok protokolii miinferit
delesyon ve duplikasyonlarin puanlanmasinda iyi c¢alisirsa da, genellikle cogaltma
icin uygun degildirler. Bir baska yaklasimda 0©zel olarak bilinen segmental
duplikasyonlar1 barindiran ve siklikla kopya sayis1 varyasyonlarmi iceren bolgelerin
hedef alinmasidir. Segmental duplikasyonun iki kopyasi arasinda degisken
niikleotidler1 hedef alarak ve iki allel i¢cin bagimsiz fliloresan yogunluklar:
saglayabilen bir SNP-genotipleme yontemi kullanarak bir allelin digerine kiyasla
artan yogunlugunu saptamak mimkiindiir (5, 21).

Yapisal varyantlar farkli kaynaklardan gelen DNA dizilerini in silico olarak
karsilagtirarak da belirlenebilir. En basit yaklasimda, benzersiz insan DNA
kaynaklarindan iki eleman farkliliklarm tespiti icin bir hizaya getirilir. Bu yontemin
bir avantaj1 dengeli varyantlar dahil tiim varyant tiplerini saptayabilmesidir. Ayrica,
¢oOziiniirlik i¢cin bir limit yoktur ve belirlenebilen varyantlar niikleotid diizeyinde
tanimlanabilir ve basit karsilagtirmali analizlere imkan verir (5, 7, 21).

Bir baska hesaplama yaklasimi da secilen bir genomun genomik kitapligindan
gelen klonlarin sonlarindaki dizilerden (fosmidler) tiiretilen ¢apa noktalaridir [28].
Bu capa noktalar1 daha sonra referans topluluk olarak diziler ve aralarindaki mesafe
klonunun beklenen boyutu ile karsilastirilir. Herhangi bir farklilik potansiyel
insersiyon veya delesyon varyantlarina isaret eder. Eslenmis-son dizi yaklasimi
olarak adlandirilan bu yaklasim ayni zamanda bazi inversiyonlarin saptanmasi i¢in
de uygundur, cilinkii son diziler referans topluluk baglaminda yanlis yonelimde de
olabilir. Bu yaklasim dizi topluluklarmin karsilastirilmasindakine benzer ¢oziintirliik

saglamasa da, ylksek dogruluklar ile genom topluluklarinin tiretilmesinde maliyet
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diisiisii saglanana dek canli bir secenek olmaya devam edecektir. Alternatif olarak,
shotgun dizileme verilerinin dizi okuma derinliklerinin analizi ve bunun referans
genom ile karsilastirilmasi ile yapisal varyantlar belirlenebilir, bu yontem insan
genomundaki segmental duplikasyonlarin agiklanmasinda basarili bir sekilde
kullanilmistir (29). Bu yontemin varyasyonlar1 birden ¢ok insan genomunun tim
genom shotgun dizilemesi ucuzladiginda ya da maliyeti azaldiginda daha 6nemli hale
gelecektir. Son olarak insan ve primatlardan elde edilen topluluklarin
karsilagtirilmasi tiirler aras1 yapisal varyantlara 1sik tutabilir ve bazi olgularda bu
genom bdlgeler tiir igin polimorfizm de sergileyebilir (21).

2004 yilindan Once insan genomunda sadece bir diizine iyi tanimlanmis,
hastalikla iligkili olmayan, sub-mikroskobik yapisal varyant ve heteromorfizm ortaya
konmustu. Bunlar biiyiikk ¢ogunlukla insersiyon-delesyon polimorfizmleri (30-32) ve
subtelomerik kriptik translokasyonlardir (5). 2004 yilindan bu yana yaklagik 100
insan genomundan olusan bir veri tabani1 (Database of Genomic Variants) temelinde
en az 104 Mb DNA olusturan, 600’den fazla submikroskobik yapisal varyant
tanimlanmistir (5). Bu varyantlarin ¢ogu birden fazla drnekte gozlenmistir ve birden
fazla deneysel kanit dizisi tarafindan desteklenmektedir. Bununla birlikte bazi tekil
varyantlarin dogrulanmasi gereklidir. Uluslararasi HapMap Projesinden gelen
verilerin analizi ile bir dizi delesyon CNV de saptanmustir (33). Cesitli online
kaynaklar belirlenen yapisal varyantlar ve hastaliktaki rolii hakkinda bilgi
saglamaktadir.

Yeni ¢aligmalar CNV’lere iliskin verilerin biiyiik kismimi saglamistir. (20, 22).
Tim olgularda, acik bir sekilde hastalik dis1 fenotipe sahip bireylerden gelen DNA
incelenmistir. Ik calisma paralog dizi varyantlarmdaki iki allelin oranlarmin kopya
sayis1 degisikliklerini saptamak i¢in kullanildigi kantitatift SNP genotiplemesini
kullanmistir. Segmental duplikasyon igerdigi bilinen 17 bolge hedef alinmistir ve
bunlarin %28’inde ya kopya sayis1 degisiklik gostrmistir ya da olas1 gen-konversiyon
olaylar1 suglanmistir. Bu durum segmental duplikasyonlarin allel dist homolog
rekombinasyonlarm yiiksek oranlari ile iligkili oldugunu bildiren 6nceki gozlemler
ile uyumlu olup bu dizileri genel olarak yeniden diizenlemelere daha duyarl hale
getirmistir.

Yukarida tanimlanan g¢aligmalarin aksine, Tuzun ve arkadaslari (22) insan

genomu referans dizisini fosmid eslenmis son dizi yaklasimini kullanarak bir baska
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genomun vekil fragmanlar1 ile karsilastrmustir. Teknik kisithliklar saptanabilir
insersiyonlarin boyutunu 8-40 kb araligina ve delesyonlarin boyutunu >8 kb ile
sinirlamistir, bu ise muhtemelen varyantlarin sayisinin oldugundan az goriilmesine
neden olmustur. Yine de, iki genom arasinda 56 inversiyon kirilma noktasi dahil 241
farklilik saptanmstir.

Inversiyonlar, insan hastaliklarindaki rolii nedeniyle ¢esitli inversiyonlar
saptanmustir. Ornekler hemofili A hastalarmin %40’ inda bulunan Faktdr VII geninin
400 kb tekrarlayan inversiyonunun yani sira Hunter sendromunda iduronat 2 siilfataz
(IDS) genini ve Emery-Dreifus kas distrofisindeki emerin etkileyen daha kiigiik
inversiyonlar1 igerir (7, 11, 21). Bununla birlikte, genel popiilasyondaki inversiyon
varyantlarina iligkin bilgilerimiz daha azdir, ¢linkii yakin zamanda dek bu tipteki
dengeli, sub-mikroskobik varyantlar1 saptayacak giliclii yOntemlerimiz yoktu.
Tanimlanan ornekler biiylik kismi, inversiyon varyantlarmin ebeveynleri
etkilemedigi ama yavrularda hastalikla iliskili CNV riskini artiran olgulardaki insan
hastaliklarima iliskin arastirmalarda bulunmustur. Genel popiilasyonda bu
varyantlarin siklig1 sirasiyla %5 ve %9’dur.

Haritalama ve dizileme ¢alismalar1 17q21.31 kromozomunda 900 kb inversiyon
polimorfizmi belirlemistir, bu inversiyon Avrupa popiilasyonunda pozitif se¢ilim
altindadir (34). Ayrica, Tuzun ve arkadaslar1 (22) bir bireyde 56 varsayimsal
inversiyon kirilma noktasi belirlemistir.

Diger yapisal varyantlar, insan genomunda kriptik translokasyonlar ve
segmental uniparental dizomi (UPD) dahil sub-mikroskobik yapisal varyantlarin
diger tipleri de mevcuttur (5, 7, 21).

Yapisal varyantlar ¢esitli yollarla fenotipik varyasyona veya hastaliga yol
acabilir. En basit olgularda, yapisal varyantlar gen dozunu direkt olarak etkileyebilir
(CNV’de oldugu gibi) veya pozisyon etkisi iizerinden gen ekspresyonunu
degistirebilir. Gen ekspresyonunda hastalik olusturma potansiyeline sahip
degisikliklerin yani sira yapisal varyantlarin varligi da inversiyonlar ve segmental
duplikasyonlar i¢in tanimladigimiz gibi zararli yapisal degisikliklere yatkinlik
olusturabilir.

Genomik bozukluklar i¢in gosterildigi tizere (5, 35) normalde benign yapisal
polimorfizm bir lokiisii hastalikla iliskili yeniden diizenlemelere yatkin hale

getirebilir. Polimorfik inversiyon durumunda, kromozomal segmentlerin farkh
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yonelimleri nedeniyle azalan rekombinasyon sikligi allelik olmayan segmental
duplikasyonlarin yanlis siralanma sansini artirabilir. Bu yiizden inversiyon tasiyicilari
mayoz sirasinda de novo delesyon veya diger kromozomal yeniden diizenlemeler
acisindan daha yiiksek risk altindadir (35).

Direkt olarak hastalifa neden olmanin veya hastaliga yatkinlik olusturmanin
yani sira yapisal varyantlar kompleks genetik hastaliklarda duyarlilik allelleri olarak
islev gorebilir. Baz1 biiylik varyantlar benign gibi goriinse ve belirli popiilasyonlarda
yaygin olsa da, diger genetik ve cevresel faktorler ile kombinasyonla hastalik
fenotipine katkida bulunabilirler.

Varyantlarin normal veya hastalik yapict olarak smiflandirilmas: dikkat
gerektirir. Molekiiler sitogenetik uzmanlar1 6zellikle prenatal veya tani kosullarinda
bu ikilem ile siirekli yiizlesmektedir. Fark edilmis olan sub-mikroskobik varyasyonla
birlikte benign ve hastalik yapict yapisal anormalliklerin nasil ayirt edilecegi sorusu
giderek Onemli hale gelmektedir. Genel olarak T kromozomu ve akrosentrik
kromozomlar arasindaki cesitli translokasyonlar gibi heterokromatik bdlgelerdeki
yeniden diizenlenmelerin klinik sonuglar1 oldugu saptanmigken, 6kromatik bolgeleri
tutanlarin genleri ve/veya diizenleyici 6geleri bozmast muhtemeldir. Bununla
birlikte, etkilenen spesifik bir bolgenin gen yogunlugu degerlendirilmelidir [99].
Ayrica, dengeli yeniden diizenlenmeler genellikle benign iken, gen kaybina neden
olan dengesiz degisikliklerin bir fenotipik etkisi olacaktur.

Bunlar genomik bozukluklara neden olan doz iliskili mikrodelesyonlar veya

duplikasyonlar gibi yapisal varyantin direkt hastalikla iliskili oldugu 6rneklerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirma Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Insan Etik Kurulunca
01/09/2010 tarih, 2010-17 numarali toplant1 sayis1 ve 06 numarali karari ile
onaylanmistir. Tim hastalardan ve bilinci kapali hastalarm yakinlarindan

bilgilendirilmis onam formu alinmustur.

3.1 HASTA GRUBU

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalinda

orta hat kapanma defekti saptanan 54 hasta kullanilmstir.

3.2 KARYOTIPLEME

3.2.1 KARYOTIP iCIN BESIYERININ HAZIRLANMASI

I-Laminafora calistirilir ve ortamin steril olmas1 amaciyla camasir sulu bir bezle
silinir, bir miiddet beklenir.

2-Fitohemagglutinin, 20 ml Fotal Bovin Serum, 1 ml penisilin, 5 ml steril su, 7 ml
kan 6rnegi ve uygun ebatlarda steril enjektorler.

3-Toz halindeki Fitohemaglutinin icerisine 5 ml steril su ilave edilir ve
Fitohemaglutinin ¢6zlinmesi saglanir.

4-RPMI 1640 da 100 ml almir, bunun igerisine 1 ml penisilin, 2.5 ml
sulandirilmis fitohemaglutinin, 20 ml fotal Bovin serum birbiriyle karistirilir.
Karistirilan karisim alt-iist edilerek karigmasi saglanir ve mediumu elde etmis oluruz.

5-10 ml steril enjektdrlerle olusan karisimdan10 ml alinir ve ekim tiiplerine ilave
edilir.

6-Steril ekim tiiplerine ilave edildikten sonra iizerilerine kan 6rneklerinden 3.5 ml
kan ilave edilir. Ekim tiiplerinin agizlar1 kapatilir ve alt iist edilerek karigmasi
saglanir.

7-Ekim yapilan tiipler 70 saat bekletilmek tizere Etiiv’e almir ve 36.5 santigrad
derecede 70 saat beklenir.

8-70 saat sonra alinan ekim tiiplerine Kolsisin eklenir.
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3.2.2 KAN KULTURU CIKARIMI

1-70 saatin sonunda ekim yapilan tiiplere kolsisin eklenir, alt iist edilir ve etiive
kaldirilir.

2-30 dakika sonra tiipler etiivden ¢ikartilir, 2000 rpm de 4 dakika santrifiij edilir ve
ekimdeki fazla siipernatant atilir.

3-Ekim tiiplerindeki pellet resiispanse (karistirilir), lizerine 37 santigrad derecelik
etlivde 1sitilmis 7 ml hipotonik soliisyonu eklenir.

4-Ekim tiipii yine karistirilir ve 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilir. Siipernatant
atilir. Pellet restispanse (karistirilir) edilir.

5-Pellet iizerine oda 1s1sindaki bekletilmis Ibrainov soliisyonundan 5 ml eklenir.
Hemen 2000 rpm de 4 dakika santrifiij edilir. Siipernatant edilir. Pellet resiispanse
edilir.

6-Pellet iizerine 5 ml metanol eklenir. Hemen 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilir.
Stipernatant edilir. Pellet restispanse edilir.

7-Pellet tizerine derin dondurucuda bekletilmis fiksatiften 5 ml eklenir. Hazirlik
asamasina gecilir. (Hazirlik islemine daha sonra gegilecekse hiicre rezervleri -20

santigrad derecede bekletilir).

3.2.3 PREPARAT HAZIRLANMASI VE G-BANTLAMA
1-Cikarim isleminden sonra -20 santigrad derecede saklanan rezervler ¢ikartilir ve

2000 rpm de 4 dakika santrifiij edilir.

2-Daha 6nceden hazirlamis oldugumuz (metanol icerisinde buzlukta saklanan) 1slak
soguk lamlar alinir ve tlizeri soguk fiksatif ile yikanir. Farkli yerlere gelecek sekilde
2-3 damla hiicre siispansiyonundan damlatilir. 2-3 saniye beklenir ve lizeri tekrar

soguk fiksatif ile yikanir.
3-Hastanin ad1, soyadi ve preparat numarasi yazilir.

4-Invert mikroskopta preparat incelenir. Metafaz alan1 miktar1 diizgiin dagilip

dagilmadigi kontrol edilir.
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5-Preparat kalitesi 1yi ise ayn1 sekilde devam edilir ve bir hasta i¢in metafaz
miktarma gore 5-6 preparat hazirlanir ve hazirlanan preparatlar kurutulmaya

birakilir.

6-Bantlama islemine gegecegimiz zaman 65 santigrad derecelik etiivde 1 saat 40

dakika Eskitme islemine tabi tutulur.
7-Tripsin-Sorenson Tamponu-yiizde 10’luk Giemsa-Distile su

8-Preparatlarin bir tanesi 1 dakika 30 saniye Tripsin soliisyonunda bekletilir.
Sorenson tamponunda 2-3 sn yikama iglemine tabi tutuldutan sonra Giemsa

icerisinde 7 dakika boyanir ve distile suyla yikanir.

9-Bantlama ve boyama isleminin siiresi 151k mikroskobunda kontrol edilir. Iyi ise

diger preparatlarda ayni sekilde bantlama ve boyama yapilir.
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4. BULGULAR
54 kisilik hasta grubundan yapilan G-Bantlama ile yapilan karyotip analizi

sonucunda hastalarda bir karyotip bozukluguna rastlanmamaistur.
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5. TARTISMA

Noral tiip defekti noral tiipiin embriyonik gelisimin dordiincii haftasinda tam
olarak kapanmamasi1 durumunu ifade eder (36). Sonug olarak, bu orta hat anomalileri
bulunan yapilarin olusumlar1 tamamlanamaz. Noral tiip defektlerinin nedenleri olarak
pek cok teoriler ortaya atilmis ve pek ¢ok cevresel ve besinsel etmenlerin noral tiip
defektlerine yol agtig1 diisiintilmiistiir. Bunun yaninda antikonviilzanlar gibi bazi
ilaglar noral tiip defekti gelisme ihtimalini artirirlar. Bu ¢aligmalar ayni zamanda
vitaminler ve folik asit destegi ile noral tiip defekti gelisme sansinin azaltilabilecegini
onermistir (37). Son olarak diger ¢alismalar da ndral tiip riiptliriiniin, noral tiip
defektleri ile birlikte diger cesitli konjenital anomalilerin nedeni oldugunu iddia
etmigtir. Alfa feto protein diizeyinde bir artis saptanmasi durumunda rahim i¢i noral
tiip defekti tanis1 diistiniilmesi gerekir (36).

Olusumdaki basarisizlik, bir omurganm yapisal elemanlarindan birinin
yokluguna bagli olarak ortaya c¢ikar. Vertebral halkanin herhangi bir bolgesi
etkilenebilir; anterior, posterior, posterolateral ve lateral. Deformitenin tipi vertebral
halkanin hangi kismmin etkilendigine baglidir. Bu yolla normal biiylime kalib1
degisir (36).

Olusum veya segmentasyon anomalileri ille de tek baslarina bulunmalar

gereken anomaliler degildir. Siklikla bir olguda, karmasik yapisal anomalilere yol
acan, bir formasyon ve bir segmentasyon defekti bir arada bulunur. Embriyolojik
malformasyonlarin olasiligi ve mekanizmasi disiiniildiiglinde, bu anomalilerin
klinikte, cevre organalarn normal biiylimelerinin bir goriiniimii olarak karsimiza
ciktigma dikkat etmek onem tasr.
Sik goriilen anomalilerin ¢ogunun birden ¢ok etmen tarfindan ortaya ¢ikarilmasi
nedeni ile, sorumlu tutulacak bir tek etmen belirlemek zor olabilir. Ancak
arastirmalar, bu anomalilerin Onlenebilmesine olanak saglayacak cesitli etmenleri
ortaya ¢ikarmistir.

Gelisimin  kritik asamalarinda talidomide fetal maruziyet konjenital
malformasyonlarin iyi bilinen bir nedenidir. Bunun yaninda Ghidini ve ark(38),
lovastatin alan bir anneden artmis konjenital malformasyon riskini gdserir bir olgu
yaymlamistir. Nora ve ark (39) tarafindan yayinlanan baska calismalar bazi
Ostrojen/progesteron  bilesiklerinin  bu  anomalilerin  insidansin1  artirdigini

gostermistir. Kisaca bir saglik caligan1 bu anomalilerin birden ¢ok etmene bagl
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olarak ortaya c¢iktigini ve gesitli ajanlarin bu anomalilerin olas1 etyolojileri arasinda
yer aldigin1 unutmamasi gerekir.

Spina bifida embriyolojik noral arklarin birlesememesinden kaynaklanan ve en
sik gorilen noral tlip defektidir. Spina bifidanin tipi vertebral ark, omurilik,
meninksler ve iizerlerindeki dermisin anomaliye katilma kalibma gore kararlastirilir
(36). Omurilik defekti en sik lomber bolgede olmakla birlikte herhangi bir seviyede
olabilir. Lomber bdlge noral tiipiin en u¢ kismindaki kapanma defekti ile iliskilidir
(36). Bu yapisal anomaliye ek olarak hastada gesitli bagska noérolojik defektler de
bulunabilir. Hidrosefali, diastematomiyeli, Arnold Chiari malformasyonu,
hidromiyeli veya gergin omurilik bu durumlar igerisinde yer alir (36). Anomalilerin
diger isaretleri, kas dengesi, mesane ve bagirsak aliskanliklarindaki degisiklikler ve
olas1 paraplejiyi igerir (36). Bunun disinda hastalar kalga ¢ikigi, clubfoot (¢arpik
ayak), skolyoz veya kifoz ile basvurabilir. Sipina bifidanin tiplerini ve ciddiyetini
daha 1yi ortaya koymak i¢in bir siniflama sistemi olusturulmustur.

Spina bifida okliita omurilik veya meninksleri igcermeyen sekilde genellikle
lamina olmak iizere vertebral arkin bir kismmin flizyon veya gelismindeki
yetersizlikten  kaynaklanir. Cok ¢esitli caligmalar toplumda %10-24 arasinda
yaklagik insidanslar vermektedir (36). Bu calismalarda bu defektin genellikle
asemptomatik oldugu ve sadece ¢ok az sayidaki ¢ocukta diger omurilik defektleri ile
birliktelik gosterdigi belirtilmistir. Bu defekte sahip olan cocuklar genellikle deride
bir ¢okiintii, veya lezyon alaninda killanma gibi sikayetlerle gelirler [20]. Ancak bu
defektin dis bir manifestasyonu olmamasi nedeni ile, bu tip noral tiip defektlerini
dogrulamak icin gecerli tek test direk grafilerdir (36). Hastanin birliktelik gosteren
baska anomalileri yoksa, baska bir tedaviye gereklilik yoktur.

Spina bifida aperta ciddi kabul edilir ¢iinkii meninksler ile birlikte omuriligi de
icerebilir. Bu nedenle bu defektin c¢esitli isimler verilmis alt tipleri vardwr. Kist
meninksler ve BOS igeriyorsa, meningosel ile birlikte olan spina bifida olarak
tanimlanir. Kist omurilik dokusu da iceriyorsa meningomiyelosel ile birlikte olan
spina bifida olarak tanimlanir (36).

Noral tiip defektlerinin dogasmin multifaktoriyel oldugu disiiniiliir. Cesitle
calismalara gore genetik katkilar ihmal edilebilir diizeyde oldugunu belirtmekle
beraber, gilincel molekiiler genetik tetkiklerle yapilacak c¢alismalar noral tiip

defektlerinde kalitimin roliinii ortaya koyabilir (36, 40). Kardesler arasinda néral tiip
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defekti agisindan diger akrabalara gore hafif bir risk artis1 s6z konusu ise de heniiz
ispatlanmay1 beklemektedir. Bu defektin etyolojisinde cevresel faktorler ¢ok daha
biiylik 6nem tasir. Cesitli cevresel ve demografik degiskenler fetiis iizerinde noral tiip
defekti gelisimine predispozisyon yaratir. Mitchell’in epidemiyolojik incelemesine
gore, bu degiskenler mevsimi, yoreyi, etnik kdkeni, ekonomik durumu ve anne yasini
kapsar (40).

Folik asit ¢esitli caligmalarda noral tiip defekti ile iligskilendirilmistir. Uygun
sekilde folik asit aliminm néral tiip defekti gelisimini 6nledigi gériilmektedir (40).
Folik asit ve folik asit metabolizmasinda yer alan pek ¢ok madde ile yapilan
calismalar, noral tiip defektinin onlenmesi agisindan umut vaat etmektedir. Destek
tedavisinin basarisini belirleyen en 6nemli faktor zamanlamadir (41). Friel tarafindan
yapilan bir ¢alisma (42), noral tiip defektli gocuk doguran annelerin meyve ve sebze
yoniinden fakir bir beslenme aliskanligma sahip olduklarin1 ve daha cok seker ve
diger islenmis gidalar1 tiikkettiklerini gostermistir.

Folik asit ile noral tiip defekti gelisimi arasinda bag kuran kanitlardan birisi de
Eskes ve ark (43) tarafindan yapilan bir ¢alismadan gelmektedir. Bu ¢alismada noral
tiip defekti olan cocuklar doguran kadinlarda hiperhomosisteinemi goézlenmistir.
Ancak yiikselmis homosistein seviyelerinin, kus embriyolar1 diginda noral tiip
defektinin major bir nedeni oldugu kanitlanamamistir. Yiikselmis homosistein
seviyeleri belki de zayif folik asit desteginin veya 5,10-methlenetetrahydrofolate
rediiktaz genlerinde mutasyonun bir sonucu olabilir. Hiperhomosisteinemi’de folik
asitin rolii, homosisteinin metiyonine doniistiiriilmesini saglamasidir (44). Bu
nedenle Eskes ve ark (43), yiikselmis homosistein seviyelerinin belki de noral tiip
defektindeki esas neden oldugu ve zayif folik asit destegi oldugu zaman bu
yiikselmenin onlenemedigi veya daha da fazlalastig1 hipotezini kurmuslardir.

Van Aerts ve ark (45) tarafindan ikinci bir hipotez diisiik metiyonin
seviyelerinin de noral tiip defektlerine katkida bulunabilece§ini 6ne slirmektedir.
DNA ve RNA sentezi metiyonin gerektirmektedir (45). Bu nedenle diisiik

seviyelerde fetiis gelisiminin ciddi sekilde bozulabilecegi iddia edilmektedir.

Daha ileri incelemeler konversiyondan elde edilen metil gruplarmm Onemini
ortaya c¢ikarmisti. Bu metil gruplar1 protein, karnitin, lipitler ve cesitli baska

molekiillerin sentezinde hayati onem tagsir (43).
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Harris ve Juriloff (46), noral tiip kapanmasini basaramayan farelerde genetik

isaretleri incelemislerdir. Insanlarda benzerleri olan, noral tiip defektlerinden sorumlu
olabilecek yaklagik 40 mutasyon saptamiglardir. Bu ¢alismanin sonucu bu lokuslar
saptanmis olsa da pek cok baska mutasyonlarin muhtemelen var oldugu ve bu
defektin olusumundaki rollerinin heniiz kesin olmadig1 belirtilmistir.
Morrison ve ark. (47) T lokusunun TIVS7-2 olarak bilinen bir allelik varyantinin
heterozigot ebeveynlerden noral tip hastaligi olan c¢ocuklara gectigini
gostermislerdir. Shields ve ark. (48) da TIVS7-2 alleli ile noral tiip defektleri
arasinda iliski bulmuslardir. Jensen ve ark (49) TIVS7-2 allelinin bir veya daha fazla
kopyasmni tasiyan bireylerde sipina bifida gelisme riskinin 1.6 kat arttigini
gozlemlemislerdir.

Volcik ve ark.(50) PAX ve HOX genlerinin noral tiip defektleri ile iligkisini
bulamamiglardir.

Bu yapilan ¢alismalar disinda bir ¢ok gen iliskilendirme calismalarinda bazi
bulgular edinilmis fakat bu sonuglar noral tiip defektlerinin nedeni olabilecek sekilde
yorumlanamamustir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada, karyotipleme teknigi kullanilarak tiim genomda
varolabilecek olas1 bir yapisal varyasyonun néral tiip defekt ile iliskisini ortaya

koymaya ¢alistik.
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6. SONUCLAR

1. Yaptigimiz ¢alismanin sonucunda noral tiip defekti ile iliskli herhangi bir yapisal
genom varyanti saptamadik.

2. Bu calismamizda kullandigimiz karyotiple yontemi, ancak ¢ok genis segmentlerde
olabilecek yapisal degiskenlikleri gostermeye muktedirdir. Bundan dolaya daha
kiiciik 6lgekte var olabilecek yapisal degiskenliklerin olabilecegi gdzardi edilemez.

3. Noral tiip defektleri ile iligkili genom {izerinde yapisal bir varyantin olup
olmadigina, daha kii¢iik genom pargalarina duyarl olan tetkikler kullanilarak ve daha

fazla sayida birey degerlendirilerek karar verilebilir.
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