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KISALTMALAR

APC/C: Anafaz promoting complex or cyclosome/Anafaz ilerletici kompleks veya
siklozom.

Bub3: Budding uninhibited by benzimidazole /Benzimidazol ile tomurcuklanmanin inhibe
olmasi.

BubR1: Budding uninhibited by benzimidazole related/Benzimidazol ile tomurcuklanma-
nin inhibe olmasi ile iligkili.

CGH: Comparative genomic hybridization/Karsilagtirmali genomik hibridizasyon.

DAPI: 6-diamino-2-phenylindole.

DTT: Dithiothreitol.

DNA: Deoksiriboniikleik asit.

DSB: Double-stranded DNA break/Cift zincir kirigi DNA.

FISH: Floresan in situ hibridizasyon.

FoSTeS: Fork Stalling and Template Switching/Replikasyon c¢atalinin arizalanmasi ve

kalibin ayrilmasi.
fra: Frajil.

h: Heterokromatin.

IKE: interkromozomal etki/Interchromosomal effect.

ISSE: intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu.

inv: Inversiyon.

KCI: Potasyum kloriir.

LCR: Low-copy repeat/Diisiik kopya tekrari.

Mad2: Mitotic Arrest Deficient/Mitozu durdurma yetersizligi.

Mb: Megabaz.



MEPS: Minimal efficient processing segment/Islem icin gerekli kiiciik etkin kisim.
NAHR: Non-allelic homologous recombination/Homolog olmayan kromozomlarin
homolog bolgeleri arasindaki rekombinasyon.

NHEJ: Non-homologous endjoining/Homolog olmayan kromozomlarin uglarinin
birlesimi.

OATS: Oligoastenoteratozoospermi.

p: Kromozomun kisa kolu.

PBS: Fosfat buffer saline.

PIk1: Polo-like kinaz 1/Polo benzeri kinaz 1.

PP2A: Protein fosfataz 2A.

q: Kromozomun uzun kolu.

Rec8: Mayotik rekombinasyon proteini 8.

RNA: Riboniikleik asit.

s: Satellit.

SA: Scc3 accessory protein 3/Scc3 yardimcei protein 3.

Scc3: Sister chromatid cohesin protein 3/Kardes kromatid kohezin proteim 3.
Sgol: Shugoshin 1.

Sgo2: Shugoshin 2.

SIRD: Significiantly increased rate of dizomy/Dizomi oraninda 6nemli artis.
Spol1: Recl2/ Mayotik rekombinasyon proteini 12.

t: Translokasyon



1.GIRiS

Kromozom kiriklar1 ve hiicrelerin mitoz ve mayozdaki rekombinasyon hatalari, yapisal
yeniden diizenlenmelere ve anormal kombinasyonlu yeni olusumlara yol acar. Yapisal
kromozomal anomaliler 375 yenidoganda bir goriilmektedir (1). Kromozomal anomalilerin
nedenleri ¢ok 1yi bilinmemekle birlikte, kromozom kiriklari, iyonize radyasyon, bazi viral
infeksiyonlar ve bazi kimyasallar gibi ¢evresel faktorlerden veya genetik faktorlerden
kaynaklanabilir. Kromozomlarda olusan yeniden diizenlenmeler, DNA seviyesindeki
degisiklerin veya hatalarin, tamir edilememesi ya da yanlis tamir edilmesi gibi nedenlerden
dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte mayoz ve mitoz bolinmede rol alan
yapilardaki etkilenmis diizensizlikler de (ig ipliklerinin fonksiyonunu yerine getirememesi
gibi) anomalilerin olus mekanizmalari arasinda sayilmaktadir.

Yapisal kromozomal anomaliler, bir kromozom seti kromozom materyalinin normal
sayisindan olusuyorsa “dengeli”, eksik veya fazla materyal varsa “dengesiz” olarak
tanimlanmaktadir. Dengesiz yeniden diizenlenmeler; duplikasyonlar, delesyonlar, markir
ve halka kromozomlar, izokromozomlar ve disentrik kromozomlardir. Dengeli yeniden
diizenlenmeler ise genetik materyal kaybi olmayan inversiyonlar (perisentrik ve
parasentrik inversiyonlar) ve translokasyonlardir (Robertsonian ve resiprokal
translokasyonlar).

Tim kromozomal anomalilerin  %21’ini  yapisal kromozomal anomaliler
olusturmaktadir (2). Robertsonian translokasyonlar ve dengeli resiprokal translokasyonlar
stk goriilen yapisal kromozom anomalilerdir ve sikliklar1 sirasiyla 1,23/1000 (3) ve
1/625°dir (4).

Baz1 caligmalarda, infertil erkeklerde kromozomal anomali sikliginda artis oldugu
gosterilmistir (5, 6). Bu bireylerde resiprokal translokasyon ve Robertsonian translokasyon
sik goriilen yapisal kromozomal bozukluklardir ve bunlar fenotipik olarak normal olmasina
ragmen genellikle oligospermi veya azospermi ile birlikte goriilmektedir. Yapilan
aragtirmalarda, ISSE (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) sonucu olusan gebeliklerde
embriyoda ve dogan bebeklerde, sayisal kromozomal anomali olma insidansinda artis
oldugu gosterilmistir (7, 8, 9, 10, 11). Bu tiir gebeliklerde sayisal kromozomal anomalili
cocuk sahibi olma riskindeki artisin, spermatogenez boyunca olusan mayotik segregasyon
anomalilerinden kaynaklandigi bilinmektedir (12). Translokasyon tasiyicilart fenotipik
olarak normalken, mayoz bdliinmede gonad hiicrelerinde kromozomal olarak dengesiz

gametler olusturabilmektedirler.



Bazen kromozom yapisinda bir degisiklik olmasina ragmen anomali kabul edilmeyip,
normalin bir varyanti olarak kabul edilen yapisal kromozomal degisimler de
bulunmaktadir. Bu yapisal degisiklikler heteromorfizm (polimorfik yap1) olarak
degerlendirilmekte ve bu yapisal degisikliklerin en sik gozlenenleri 1q, 9q, 16q’nun
sentromere komsu heterokromatin bolgelerinin ve Yq heterokromatin bdlgelerinin artisi
veya azalis1 ya da bu bolgelerin inversiyonu ile akrosentrik kromozomlarin (13, 14, 15, 21
ve 22 nolu kromozomlarin) kisa (p) kollarindaki satellit ad1 verilen kromatin kitlelerindeki
artis veya heterokromatin bolgelerin artisidir (ps+ ve pstk+). Bunlardan en yaygin goriilen
9 nolu kromozomun (pl11ql12) bdlgesindeki kiriklar sonucu olusan inv(9), normalin bir
varyanti olarak kabul edilmektedir. Bu yapisal degisikliklerin klinik etkileri tam olarak
bilinmemekle birlikte mayoz bdliinme sirasinda segregasyonda etkin bir fonksiyon
tistlendikleri 6ne siiriilmektedir (13).

Yapisal kromozomal diizensizliklerine sahip olan bireylerdeki kromozomal
diizensizlikler, diger kromozomlarda anormal segregasyon iiriinlerin olusumuna yol
acabilecegi ve yeni olusacak gamette anoOploidi artisina sebep olabilecegi One
stiriilmektedir. Bu da embriyoda kromozomal andploidi insidansinda artisa sebep oldugu
hipotezini ortaya koymaktadir. Kromozomlarin etkilesimi sonucu olusan bu olaya
“interkromozomal etki” (IKE) denir. IKE ilk defa 1963 yilinda Lejeune tarafindan insanda
tanimlanmustir (12).

Planlanan mevcut caligma ile yapisal kromozomal diizensizligi olan bireylerde
interkromozomal etkinin olup olmadigi ve interkromozomal etki var ise hangi tiir
kromozomal diizensizliklerde ve hangi tip kromozomlar1 etkiledigini tespit edip, klinik
olarak riskli ¢iftler i¢in saglikli bir bebege sahip olma sansi1 hakkinda kisisel bir risk

belirleme 6n goriilebilecektir.
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2. GENEL BILGILER

Canliligin siirekliligi, genetik bilginin nesilden nesile dogru ve hatasiz aktarimi ile
gerceklestirilmektedir. Genetik anomaliler, mutasyonlar veya yeniden diizenlenmeler gibi

cesitli mekanizmalar sonucu meydana gelmektedir.

Genetik anomaliler klasik olarak iki gruba ayrilir. Bunlar kromozomal seviyedeki
anomaliler ve tek gen hastaliklarinin nedeni olan nokta mutasyonlar1 gibi kromozom
seviyesinde gozlenemeyen anomalilerdir. Kromozomal anomaliler de kendi arasinda
sayisal ve yapisal anomaliler olmak iizere iki gruba ayrilir. Yapisal ve sayisal anomaliler,
hiicre dongiisiiniin farkli asamalarinda ortaya c¢ikar ve bunlar kromozomlarin maksimum
paketlendigi metafaz kromozomlarinda mikroskobik olarak goriilebilir hale gelirler. Her
bir anomali tipinin farkli etkenleri veya farkli mekanizmalar1 olsa da hiicre dongiisiiniin
herhangi bir evresindeki herhangi bir etken ile genomik yapi biitiinliigliniin bozulmas1
sonucu ortaya ¢iktig1 kabul edilmektedir. Bu nedenle, hiicre dongiisiinlin her bir evresi
Ozellesmistir. Bu evrelerin herhangi birindeki aksama genetik anomalilere neden

olmaktadir.

Hiicre dongiisiiniin evreleri G1-S-G2-M dir. G1 ve G2 evreleri hiicrenin dinlenme
sathalar1 olarak isimlendirilse de hiicrede sirasiyla, DNA sentezi, mitoz ve mayoz
boliinmelere hazirliklarin yapildigi, RNA ve protein sentezinin yogun oldugu evrelerdir.
Hiicre dongiisiiniin S evresi ise temel olarak DNA sentezinin oldugu evre olup, hiicrenin
genetik yapisinin dogru olarak yavru hiicrelere mayoz ve mitoz ile aktarma hazirliginin
yapildig1 evredir. Bu evrelerde meydana gelen her bir aksaklik genetik bilginin mitozda
yavru hiicreye, mayozda ise yavru dole aktarilmamasina veya yanlis aktarilmasina neden

olmaktadir.

2.1. MAYOZ BOLUNME

Memelilerde genetik bilginin nesilden nesile aktarimini saglayan en 6nemli mekanizma
mayoz boliinmedir. Mayoz boliinme, bireylerin gonad dokusunda gerceklesen 6zellesmis
bir hiicre boliinmesi seklidir. Eseyli lireme icin gereklidir. Eseyli iireyen tek hiicreli
organizmalar da dahil tim 6karyot hiicrelerde goriiliir. Erkek bireydeki mayoz bdliinmeye
spermatogenez, disi bireydekine ise oogenez denmektedir. Somatik hiicreler cogalmak igin
mitoza girerken, iireme hiicreleri haploid esey hiicrelerini (sperm ve yumurta hiicrelerini)

olusturmak {izere mayoza girerler. Mayoz ileri derecede 6zgiil olmak zorundadir. Mayoz
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basarili ve hatasiz olarak tamamlandiginda, genetik bilginin nesilden nesile dogru aktarimi

saglamis olur.

Mayozda kromozom sayisindaki azalma, tek bir DNA replikasyon turunu izleyen art
arda iki hiicre boliinmesi (mayoz I ve mayoz II) ile saglanir. Mayozda homolog
kromozomlar ¢iftli yapilar yani sinaps olustururlar. Her bir sinapsi olusturan yapilar
bivalent olarak adlandirilir ve dort kromatitten olustugu icin tetrat (dortlii) olarakta
isimlendirilir. Mayoz I’de iki homologu belirten her bir tetratin bilesenleri ayrilarak iki

adet diyat olusturur.

Birinci mayotik bdliinmede profaz I boyunca kromatin, goriilebilen kromozomlar
halinde paketlenerek kalinlagir. Homolog kromozomlar sinaps yapar ve sinaps halindeki
homolog kromozomlar arasinda gerceklesen bir degis-tokus olayr olan krosover

(rekombinasyon) meydana gelir. Profaz I, bes evreye ayrilmstir;

I-Leptoten evresinde kromatin yogunlagmaya yani DNA kromozom seklinde
paketlenmeye baglar. Son c¢alismalar, ileride tam bir krosover i¢in baglangic eslesme
islemleri ve homoloji aramasi adi verilen olayin bu evrede basladigini 6ne siirmektedir
(14). Ayrica yiliksek oranda korunmus bir endoniikleaz olan Spoll (Recl2/Mayotik
rekombinasyon proteini 12) tarafindan indiiklenen ¢ift iplik kirtlmalar1 bu evrede olur. Bu

kirilmalar rekombinasyon i¢in gereklidir.

2- Zigoten evresinde kromozomlar kisalmaya ve kalinlagmaya devam eder. Homolog
kromozomlar birbirleri karsisinda dizilmeye baglar. Homologlar arasinda fermuar benzeri

protein yapi, sinaptonemal kompleks olugmaya baslar.

3-Pakiten evresinde sinaptonemal kompleksin daha ileri gelisimi gergeklesir. Bu sinaps
olarak bilinen daha yakin bir eslesmeye neden olur. Bir ka¢ giin siirebilen pakiten evresi

boyunca sinaptonemal kompleks, homolog kromozomlar1 bir arada ve yan yana tutar.

4-Diploten evresinde sinaptonemal kompleks kaybolur ve kiazma bolgeleri harig
homolog kromozomlar birbirinden ayrilir. Homolog kromozomal bdlgeler arasindaki
fiziksel degis-tokus (rekombinasyon), bir onceki pakiten evresinde gerceklestigi halde,

kiazma bolgeleri diploten evresinde goriiniir hale gelir.

5-Diakinez evresinde homolog kromozomlar birbirinden ayrilir ama kardes olmayan
kromatidler, kiazmalar araciligi ile gevsek olarak birbirine bagl kalir. Ayrilma ilerledikce
kiazmalar tetratin uclarma dogru hareket eder. Sonlanma adi verilen (terminalizasyon) bu

olay ge¢ diplotende baglar ve diakinez sirasinda tamamlanir.
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Kiazmalar, homolog kromozomlarin birbirine gevsek olarak tutunmasini saglar ve
homolog kromozomlarin zit kutuplara dogru bir sekilde gitmesi i¢in gerekli olan gerilimi
olusturur (15). Insanda spermatosit basna yaklasik 50 adet kiazma mevcuttur ve insanda
akiazma (kiazma olmayan) kromozom ¢ok nadirdir (16). Metafaz [’de bivalent
kromozomlar ig ipligi iizerinde dizilirler. Kardes kromatidlerin kinetokorlar1 birbirine
bitisik ve ayn1 yone bakarken, homolog kromozomlarin kinetokorlar1 zit kutuplara dogru
bakar. Dolayisiyla kardes kromatidler ayni kutuptan gelen mikrotiibiillere tutunurken,

homolog kromozomlar ise zit kutuptan gelen mikrotiibiillere tutunurlar.

Anafaz I, homolog kromozomlari birlestiren kiazmalarin ayrilmasiyla baglar. Kardes
kromatidler sentromerlerinden birbirlerine bagli kalirken, homolog kromozomlar zit
kutuplara dogru hareket ederler. Sitokinezin (sitoplazma boliinmesi) hemen ardindan,
cogunlukla kromozomlar yogunluklarini tamamen kaybetmeden once, mayoz II baslar.
Mayoz I indirgenme boliinmesi olarak bilinir ¢linkii mayoz I sonucu olusan hiicredeki
kromozom sayis1 yartya diismiistiir. Mayoz I boliinmesi sirasinda, kardes kromatidleri bir

arada tutan sentromerler ayrilmaz.

Mayoz II’de, DNA replikasyonu olmadan hiicre tekrar boliinmeye girer. Profaz 11
sirasinda her bir diyat, ortak bir sentromer ile baglanmig bir ¢ift kardes kromatitten olusur.
Metafaz II’de kromozomlar, zit kutuplardan gelen mikrotiibiillerin kardes kromatidlerdeki
kinetokorlara tutunmasi ile ig iplikciginin iizerinde, ekvatoryal diizlemde dizilir. Anafaz
II’de kardes kromatidlerin sentromerlerini saran kohezin proteinin, yiiziik yapisi agilir ve
kardes kromatidler zit kutuplara dogru hareket eder. Sitokinez ile mayoz boliinme sona

erer.
Mayoz bdliinme, nesiller boyunca, genetik bilginin biitiinliigiinii ve degismezligini
korur ve toplumlar i¢inde genetik ¢esitliligi saglar.

2.2. iG IPLIGi KONTROL MEKANIZMASI VE SAYISAL KROMOZOMAL ANOMALI
OLUSUMU ILE ILiSKiSi

2.2.1. G IPLIGI KONTROL MEKANIZMASI
Hiicre dongiisiintin farkli evreleri arasindaki koordinasyon kontrol noktalarindaki
sistemler ile saglanir. Bu kontrol noktalar1 dogru replike olmamis ya da hasarlt DNA’lara

duyarlidir ve hiicre dongiisii sirasinda bir dnceki evredeki olaylar tamamlanmadan sonraki

evreye gecisi engeller.
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Ig ipligi kontrol noktasi, kromozomlarin metafazda ig ipligi iizerinde dizilmelerini
denetler. Kromozomlar ig ipligi lizerinde basarili bir sekilde dizilirse, diizenleyici anahtar
protein olan, anafaza ilerleten kompleksin (APC/C) aktivasyonu ile mitoz ve mayoz II’de
kardes kromatidler arasindaki sentromerdeki kohezin proteinin yiiziik yapisinin agilmasina
neden olur. Kohezin kardes kromatidleri bir arada tutan protein kompleksidir. Boylece
kardes kromatidlerin zit kutuplara dogru hareket etmesi saglanir. Kardes kromatid
kollarinin ayrilmast APC/C yolundan bagimsiz bir yol ile olur. Plk1 (Polo benzeri kinaz,
Polo-like kinaz), kardes kromatid kollar1 arasindaki kohezin alt birimini SA’y1 (Scc3
accessory protein) fosforile eder ve kardes kromatid kollar1 ayrilir. Mayoz I’de ise kardes
kromatidler beraber hareket etmelidir ve bunun i¢in shugoshin (Sgol ve Sgo2), Rec8 ve
fosfataz PP2A, kardes kromatid kollar1 arasindaki ve sentromerdeki kohezinin fosforile
olmasin1 engeller. Boylelikle mayoz I’de kardes kromatidler kutuplara dogru beraber

hareket eder.

Ig ipligi kontrol komponentleri mitoz ve mayozun erken evresi boyunca kinetokorda
lokalize olur. Genomun stabilitesinin saglanmasi i¢in kesinlikle tam ve dogru dizilim
gerceklesene kadar anafaza gecis geciktirilmelidir. Mikrotiibiillere baglanmamis
kinetokorlar Mad/Bub bagimli yolu aktive eder ve bu yolda APC/C’yi inhibe ederek
anafaza gecisi engeller. Ig ipligi kontrol noktasinda APC/C’yi inhibe eden kompleksi
Mad2 (mitozu durdurma yetersizligi, Mitotic Arrest Deficient), Bub3 (Benzimidazol ile
tomurcuklanmanin inhibe olmamasi, Budding uninhibited by benzimidazole) ve BubR1
(Benzimidazol ile tomurcuklanmanin inhibe olmamasi ile iliskili, Budding uninhibited by
benzimidazole related) olusturmaktadir. Bu komponentler hem oogenezde hem de

spermatogenezde tanimlanmstir (15).

Tiim kromozomlar ekvatoryal diizlemde aymi hizaya gelince kontrol noktasi sinyali
soner ve APC/C aktive olur ve anafaza ge¢is meydana gelir. Ayrica kinetokordaki gerilim
duyarli enzimler de anafazin negatif diizenleyicisidir (17). Bu modele gore bioryante
olmayan kromozomlarda gerilim olusmaz ve anafaza gec¢is engellenir. Kromozomlarin
bioryante olmasi ile mikrotiibiilde gerilim olusmakta ve anafaza gecisi engelleyen sinyal
kaybolmaktadir. Kinetokorda bulunan BubR1 diizeyi, kinetokora baglanan mikrotiibiile
duyarli degildir. Ancak BubR1 gerilime duyarlidir ve metafaz kinetokorlarindaki gerilim
diisiik doz vinblastin ile azaltilirsa, BubR1 kinetokorda tekrar toplanmaya baglar (18).
Mayoz II ve mitozda kardes kinetokorlar farkli kutuplardan gelen mikrotiibiil ile

baglaninca bu gerilim metafazda olusur ama mayoz I’de kardes kromatidler ayni taraftan
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gelen mikrotiibiillere baglanir. Dolayisiyla mayoz I’de segregasyonun dogru olarak
gerceklesmesi icin gerekli olan gerilimi olusturan, krosover sonucu olusan kiazmalardir
(15).
2.2.2. IG IPLIGI KONTROL MEKANIZMASININ SAYISAL KROMOZOMAL ANOMALI
OLUSUMU ILE ILiSKiSi

Kromozom anomalilerinin siklig1 yaklagik olarak yenidogan déneminde %0,6, oli
dogumda %6 ve diisiiklerde %60°dir (19). Bircok kromozomal anomali 6liimciildiir ve
hatalarin biiylik bir kismi mayoz bdliinmede meydana gelir. Kromozomal anomaliler
icinde sayisal kromozomal anomaliler, yapisal kromozomal anomalilere oranla daha siktir.
Ornegin ilk trimester diisiiklerinde tespit edilen kromozomal anomalilerin %96’s1 sayisal
kromozomal anomalilerdir (20). Tiim kromozomlar hataya yatkindir. Insan oositlerinde
(21) ve diisiik materyallerinde (22) tiim kromozomlarin andploidisi tanimlanmistir. Ancak

yapisal olarak daha kii¢lik olan kromozomlar hataya daha ¢ok yatkindir (19).

Birgok otozomal trizomi maternal orijinli iken, seks kromozomal anomalilerin ¢ogunun
kaynag paternaldir (23). insan oositlerinin %20’si say1sal (en stk kromozom 16, 21 ve 22),
%1°1 yapisal olmak lizere toplam %21’inde kromozomal anomaliye sahip iken, insan
spermlerinin %1-2’sinde sayisal (en sik kromozom 21, 22, X ve Y), %~7’sinde yapisal

olmak iizere toplam %~9’unda kromozomal anomali vardir (19).

Spriggs ve ark. (1996) otozomal kromozomlar 1, 2, 4, 9, 12, 15, 16, 18, 20 ve 21 ile
seks kromozomlarinin spermdeki dizomi oranlarimi ¢alismislardir (24). Bir¢ok bireyde
otozomal kromozomlarin ortalama dizomi frekansinm1 %0,1 ( 1000 spermde 1) olarak
bulmuslar. Ama kromozom 21 i¢in bu oran %0,29 ve seks kromozomlar1 i¢in %0,43’diir.
Spermlerde seks kromozomlari andploidiye daha yatkindir. Bazi laboratuarlar bu
kromozomlar i¢in yiiksek andploidi frekansi bulmazken, diger bir¢cok calisma grubu 21

nolu kromozom (25) ve seks kromozomlar1 (26) icin yiiksek andploidi sikligt

bildirmektedir.

Anne yaginin artmasi andploidinin sebeblerinden en bilinenidir. Yas ile birlikte memeli
oositlerinde ig ipligi kontrol noktasinda gorevli protein ekspresyonun azalmasi, buna
sinerjik olarak mikrotiibiil ve organel fonksiyonu azalmasi (6zellikle mitokondri) ve kardes
kromatidler arasindaki kismi kohezin kaybi, kromozom segregasyonunda hatalara ve

andploidiye neden olmaktadir.
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Baba yasi ile andploidi frekansi artis1 arasinda bir iligki bulunamamis ama baba yasi ile
yapisal anomalilerin artig1 arasinda 6nemli derecede iligski oldugu bildirilmistir (27). Buna
karsilik baz1 calismalarda, baba yasinin siirli olarak seks kromozomlarinda andploidi
artisina neden oldugu tespit edilmistir (28, 29). Baba yasinin andploidi {izerine maternal

yas gibi dramatik bir etkisi bulunmamaktadir.

Angell (1991) yaptig1 ¢alismada insan oositinde mayoz II metafazinda tek kromatid
hatalarin1 bildirmistir (30). Bu durumun mayoz I boliinmesinde kardes kromatidler
arasindaki sentromerin erken ayrilmasi (predivision) sonucunda oldugunu rapor etmistir

ve insan andploidilerin temel sebebinin predivision oldugunu 6ne siirmiistiir (30).

Bircok kromozom ig¢in rekombinasyonda azalma, homologlar arasinda kiazma
azalmasina ya da yokluguna neden olur. Bdylece normal bir segregasyon i¢in homolog
kromozomlarin ig ipliginde dogru oryante olmast bozulur. Mayoz I’de homologlarin zit
kutuplara dogru gitmesi bozularak anoploidiye sebep olabilir. Hem fertil hem de infertil
erkeklerde G grubu kromozomlar ( 21 ve 22 nolu kromozomlar) ile seks kromozomlarinin
ayrilamamaya daha yatkin oldugu bildirilmektedir. Bu durumun G grubu kromozomlarinin
kiigiikk olmasit nedeniyle tek krosover olmasi ve seks kromozomlari olan X ve Y
kromozomlar1 arasinda eslesen bolgelerin psddootozomal bolgelerde sinirli kalmasinda
kaynaklanabilecegi bildirilmektedir. Rekombinasyon azalmasi veya yoklugu andploidi

artisina, sonugta spermatogenezde durmaya neden olarak infertiliteye yol acabilir (19).

Yaslanma (6zellikle oosit), ig ipligi kontrol noktasinda gdrevli proteinlerin fonksiyon
kaybi, mutasyonu veya azalmasi, erken sentromer ayrilmasi, rekombinasyon azalmasi ve

akiazmaya sebep olabilecek durumlar andploidiye neden olabilmektedir (19).

Diger taraftan mayoz ve mitozda ise karisan faktorlerin disinda cevresel faktorlerin de
andploidi olusumunda etkin oldugu bilinmektedir. Spermde andploidi olusumuna neden

olan etkenler arasinda sigara, alkol, ilaglar, kemoterapi ve viral etkenler sayilabilir (23).

23.YAPISAL KROMOZOMAL ANOMALILER, SEGREGASYONU VE OLUS
MEKANIZMASI

2.3.1. YAPISAL KROMOZOMAL ANOMALILER

Tiim kromozomal anomalilerin %21’ini yapisal anomaliler olusturmaktadir (2). Yapisal
anomaliler, 375 yenidoganda bir goriliir (1). Yapisal kromozom anomalilerde, bir
kromozom seti kromozom materyalinde kayip olmaksizin normal sayisini korumussa

“dengeli”, kromozom materyalinde eksiklik veya fazlalik varsa “dengesiz” olarak
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tanimlanir. Dengesiz yeniden diizenlenmeler; duplikasyonlar, delesyonlar, markir ve halka
kromozomlar, izokromozomlar ve disentrik kromozomlardir. Dengeli yeniden
diizenlenmeler ise genetik materyal kaybi olmayan inversiyonlar (perisentrik ve
parasentrik  inversiyonlar) ve (Robertsonian ve resiprokal translokasyonlar)
translokasyonlardir.

Resiprokal translokasyonlar, genellikle iki kromozomun ise karistigi karsilikli parca
aligverisi sonucu olusur. Uc veya daha fazla kromozomu ilgilendiren kompleks
translokasyonlar nadirdir. Siklig1 genel popiilasyonda yaklagik olarak 1/625°dir (4).
Dengeli translokasyonlar iki veya daha fazla spontan diisiigii bulunan ¢iftlerde ve infertil
erkeklerde topluma gore daha sik goriiliir (4). Translokasyon tasiyicilari, segmental
anosomi sebebiyle mental ve fiziksel yonden anormal cocuklara sahip olma riskine
sahiptirler.

Robertsonian (Rob) translokasyonlar, D grubu (akrosentrik) kromozomlar (13, 14 ve 15
nolu kromozomlar) ile G grubu kromozomlar (21 ve 22 nolu kromozomlar) arasinda
meydana gelir. Iki akrosentrik kromozom kisa kollarimi kaybederek sentromer bolgesinden
birlesir. Olusan dengeli karyotipte sadece 45 kromozom bulunur. Siklig1 dogumda yaklasik
olarak 1,23/1000 (3). Rob translokasyonlar arasinda en sik (binde 0.97 ile) t(13;14), ikinci
siklikla (binde 0.20 ile) t(14;21) goriiliir (2). Oligozoospermik erkekler arasinda Rob
translokasyon sikligr %1.6’dir ve bu oran dogumda goriilme sikliginin 13 katidir (31).
Akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda ribozomal RNA kodlayan genlerin ¢ok sayida
kopyas1 bulundugu i¢in, iki akrosentrik kromozomun kisa kollarinin kaybinin klinik etkisi
hala bilinmemekle birlikte zararsiz oldugu kabul edilmektedir. Tasiyicilarin fenotipleri
genellikle normaldir. Mayotik yeniden diizenlenmeler, gametogenezisdeki yetersizlik ve
anormal gamet olusumu fertiliteyi etkiler.

Insersiyonlar, bir kromozoma ait bir segmentin yerinden ayrilarak farkli bir
kromozoma, normal oryantasyonunda veya ters donerek eklenmesiyle olusan resiprokal
tipte olmayan translokasyonlardir.

Inversiyonlar, intrakromozomal yapisal yeniden diizenlenmelerdir. Tek bir
kromozomda iki kirik oldugunda ve kiriklarin ortasinda kalan kisim 180° ters donerek
tekrar birlestiginde inversiyon olusur. Eger ters donen kisim sentromer igeriyorsa
perisentrik inversiyon, dénen kisim sentromer icermiyorsa parasentrik inversiyon olarak
adlandirilmaktadir. Inversiyon dengeli bir yapisal yeniden diizenlenme oldugu igin
genellikle tasiyicilarda anormal bir fenotipe yol agmaz. Eger kiriklar kritik bir gen

bolgesinde veya onun diizenleyicisi oldugu bir bolgede ya da imprinting merkezlerinde
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olursa fenotipte bozukluklara neden olurlar. Perisentrik inversiyon sikligi dogumda
%0.012 (32) ama genel popiilasyondaki sikligi yaklasik olarak %1-2’dir (33). Bunun
biiyiik bir cogunlugu kromozom 2 veya polimorfizm olarak degerlendirilen kromozom 1,
9, 16 ve Y’nin heterokromatin bdlgesini i¢in almaktadir. Parasentrik inversiyon sikligi
%0.002-0.049 arasindadir (4). Infertil erkeklerde inversiyon sikligi 13 kat daha fazla
goriilmektedir (5)
2.3.2. DENGELI YAPISAL KROMOZOMAL ANOMALILERIN SEGREGASYONU
Resiprokal translokasyon tasiyicisinin, translokasyona karisan kromozomlar1 mayoz I
profazinda eslestiginde quadrivalent yapi olusur (Sekil 1). Spermde yapilan calismada
temel quadrivalent yapinin %91.8 ile yiiziik konfigurasyonu (kapali yap1) oldugu ve diger
tip quadrivalent yapinin ise zincir (agik yapi) konfigurasyonu oldugu belirlenmistir (34).

Eger transloke olan kisim kisa ise zincir konfigurasyonu olusturmaktadir.
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Sekil 1. Yukarda resiprokal translokasyonun ve altta bunlarin mayoz profazinda olusturdugu
quadrivalent yapmin sematik olarak gosterimi. N=normal kromozom, T=transloke olan kromozom,
kiigiik siyah daire=sentromer. Alttaki semada kromozomlar boliinme sathasinda oldugu icin replike
durumu  gosterildi.  http://nitro.biosci.arizona.edu/courses/EEB320-2005/Lecture46/lecture46.
html’den uyarlanmustir.

Anafazda, quadrivalent yapiyr olusturan kromozomlar segregasyon sirasinda cesitli
olasiliklardan birini izleyerek birbirinden ayrilirlar. Alternate segregasyonda ya normal bir
kromozom seti, ya da iki resiprokal kromozomu olan gametler iiretilir. Adjacent-1
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(komsularin beraber segregasyonu) segregasyonda homolog sentromerler ayri yavru
hiicrelere giderken, adjacent-2 segregasyonda ise homolog sentromerler ayni yavru
hiicrelere gider (Sekil 2). Bu {i¢ segregasyon tipi, 2:2 segregasyon (her kutba 2 kromozom)
olarak tanimlanir. Her gamet 23 kromozom tasir. Resiprokal translokasyon tastyicilart 3:1
segregasyon gostererek 22 veya 24 kromozomlu gametlerin olusumuna neden olabilir.
Olusan fetusta monozomi nadir olsa da, trizomi goriilebilir. 4:0 segregasyon ise
qudrivalent yapiyt olusturan dort kromozomun sadece bir kutba gitmesi durumunda
goriiliir ama bu durum preimplantasyon genetik uygulamalarinda goriilebilecek bir
durumdur (35). Bir¢ok resiprokal translokasyon tastyicisinda alternate segregasyon oranlari

yaklasik olarak %44-51 oraninda goriilmektedir (36).
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Sekil 2. Resiprokal translokasyonda olasi normal, alternate, adjacent-1 ve adjacent-2 segregasyonu.
http://nitro.biosci.arizona.edu/courses/EEB320-2005/Lecture46/lec- ture46.html’den uyarlanmistir.

Robertsonian translokasyon tasiyicisinda, mayoz I profazinda translokasyonu icine alan
kromozomlar trivalent bir yapi olusturur (Sekil 3). Rob translokasyon tasiyicilarinda
mayotik profaz hiicre analizinde, bu yap1 her zaman cis konfigurasyonda olmaktadir (37).
Bu yapmin alternate segregasyonu normal kromozoma sahip normal embriyo veya
tagtyicidaki gibi dengeli 45 kromozomlu embriyo olusturur. Adjacent segregasyon
modunda dort olasilik vardir. ikisinde nullizomik, ikisinde ise dizomik gametler olusur.
Bunlarda sirayla monozomik ve trizomik embriyo olusumuna neden olur. 3:0 segregasyon
sonucu, gametlerde sirasiyla 21 ve 24 adet kromozom olusur. Rob translokasyon

tasiyicilarinda yapilan segregasyon calismasinda, t(13;14) ve t(14;21) tasiyict hastalarinin
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spermleri incelendiginde alternate segregasyon oranlari sirastyla %73.6-91.0 ile %72.22-
93.0 olarak bulunmustur (38). Ancak t(21;21) tasiyicilarda, %100 dengesiz gamet olustugu
bildirilmistir (39).
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Sekil 3. Robertsonian translokasyon tastyict bireyin mayoz profazindaki trivalent yapinin (cis
yapisinda) ve segregasyonun sematik gosterimi. Roux C, Tripogney C, Morel F,Joanne C,
Fellmann C, Clavequin MC, Bresson JL. Segregation of chromosomes in sperm of Robertsonian
translocation carriers. Cytogenet Genome Res 2005;111:291-6’dan uyarlanmastir.

Kisa inversiyonlarda homolog bélgelerin ayn1 hizaya gelmesi zordur ve asinaptik balon
olusur. Inverte olan bolge ¢ok uzun ve kromozomun biiyiik bir kismini iceriyorsa
terminalde non-inverte segment ciftlesmez ve loop olusmaz. Mayozda pakiten evresinde
homolog bdlgelerin ayni1 hizaya gelmesi i¢in inverte olan segment biikiiliir ve loop yani
ilmik olusur. Inversiyon ilmikleri arasinda rekombinasyon bir miktar baskilansa da,
olustugunda dengesiz gametlerin olusumuna yol agcabilir. Perisentrik inversiyonda
segregasyon sonucu olusabilecek dengesiz iirlinler, duplikasyonlu ve delesyonlu
kromozom igeren gametlerdir. Dengesiz karyotipli bir cocuk olma olasiligi %5-10
arasindadir. Parasentrik inversiyonda ise dengesiz iiriinlerde kromozomlar disentrik veya

asentrik olurlar.

2.3.3. YAPISAL KROMOZOMAL ANOMALILERIN OLUS MEKANIZMALARI

Kromozomal anomalilerin tanist mikroskobik diizeyde ortaya konmaktadir. DNA’da
yaklagik olarak 3-5 Mb boyutunda meydana gelen degisiklikleri mikroskopta gdrmek
miimkiindiir. Daha kii¢iik degisiklikler molekiiler inceleme ile belirlenebilmektedir.
Genomik yeniden diizenlenme deyince translokasyon, inversiyon, duplikasyon, delesyon,

insersiyon gibi mutasyonel degisiklikler anlagilir.
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Genomdaki genomik yeniden diizenlenmelerin ¢cogundan 3 mekanizma sorumludur. Bu
mekanizmalar, Non-Allelik Homolog Rekombinasyon (NAHR=Homolog olmayan
kromozomlarin homolog bolgeleri arasindaki rekombinasyon), Non-Homolog End-Joining
(NHEJ=Homolog olmayan kromozomlarin uglarinin birlesimi) ve Fork Stalling and
Template Switching (FoSTeS=Replikasyon ¢atalinin arizalanmasi ve kalibin ayrilmasi)

(40).

1- NAHR, diisiik kopya tekrarlarindaki (low-copy repeat, LCR) tercihli bolgelerde olur.
Bu bolgeler “hotspots” olarak adlandirilir. LCR segmental duplikasyon olarakta
adlandirilir. LCR’ler 10-300 kb uzunlugunda, birbirlerine %95-97°den fazla benzerlik
gosteren bolgelerdir. Insan genomunda yaklasik 130 adet LCR mevcuttur. Bu yiiksek
benzerlikten dolayr non-allelik LCR’lerin karsi karsiya gelerek yanlis eslesmesi
(misalignment) ve bunlarin rekombinasyonu sonucu genomik yeniden diizenlenmeler
meydana gelir. NAHR bircok tekrarlayici (recurren) yeniden diizenlenmeyi izah eder.
Tekrarlayict deyince diizenlenme ayni uzunlukta, ayni kirik noktalarini icermekte oldugu
ve toplumda bir¢ok bireyde goriildiigii anlasilir. Eger iki LCR ayn1 kromozom iizerinde ve
dogru oryantasyonda ise NAHR delesyon ve/veya duplikasyona neden olabilir (Sekil 4a).
Eger LCR’ler ayni kromozom iizerinde ama zit oryantasyonda ise NAHR sonucu
inversiyon olusur (Sekil 4b). LCR’ler farkli kromozomlarda olur ve NAHR meydana
gelirse translokasyon olugmaktadir (Sekil 4c).

NAHR mayotik ve mitotik hiicrelerde meydana gelebilir. Ayni LCR hem mayotik hem
de mitotik NAHR olayinda rol oynayabilir ama ayn1 LCR’deki hotspot bolgeleri farkli
olabilir. Aym1 LCR’deki mayotik ve mitotik NAHR siklig1 birbirinden farklidir. Verimli
NAHR olmasi i¢in MEPS’e (islem i¢in gerekli kiiciik etkin kisim, minimal efficient
processing segment) ihtiya¢ var. Iki LCR arasindaki yiiksek benzerlik gdsteren minimal
dizi bolgesine MEPS denir. MEPS’ler insan mayozunda yaklagik 300-500 bp
uzunlugundadir. MEPS’in  6nemi interkromozomal ve intrakromozomal mitotik
rekombinasyonda gosterilmistir. Bu diziler arasindaki benzerlik azaldikca rekombinasyona
ugrama olasilig1 da azalir. Mayotik NAHR ve mitotik NAHR’daki MEPS’ler birbirinden
farklilik gosterebilmektedir. NAHR erkekler ve bayanlar arasinda farkli olabilmektedir.

21



3
c Y B
a D A B C b ¢ d A I I D
delﬁ‘S}-'DIl dup]ﬂiasyc:n j_nversi}-'c:n

Sekil 4a ve 4b. Genomik yeniden diizenlenme mekanizmasi. NAHR (homolog olmayan kromo-
zomlarin homolog bélgeleri arasindaki rekombinasyon, Non-Allelik Homolog Rekombinasyon).
LCR’ler (Low copy repeat, diigilk kopya tekrarlar1) arasindaki rekombinasyon sonucu olusur.
LCR’ler siyah kalin okla gosterilmekte ve okun yoni de oryantasyonu gostermekte.
Rekombinasyon olayinin sonuglari 1,2 ve 3 rakamlar ile gosterilmekte. (a) Eger iki LCR ayni
kromozom iizerinde, dogru oryantasyonda ve aralarinda rekombinasyon meydana gelirse delesyon
ve/veya duplikasyon olusur. (b) Eger LCR’ler ayn1 kromozom ilizerinde ama zit oryantasyonda ise
NAHR sonucu inversiyon olusur. Gu W, Zhang F, Lupski JR (2008) Mechanisms for human
genomic rearrangements. Pathogenetics 1: 4 ‘den uyarlanmustir.
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Sekil 4c. Genomik yeniden diizenlenme mekanizmasi ( NAHR). Farkli kromozomlar iizerindeki
LCR’ler arasinda rekombinasyon olursa translokasyon meydana gelir. LCR’ler beyaz oklar ile
gosterilmekte. Gu W, Zhang F, Lupski JR (2008) Mechanisms for human genomic rearrangements.
Pathogenetics 1: 4 ‘den uyarlanmustir.
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2-Bazi basit non-rekurren (sik tekrarlamayan) yeniden diizenlenmeler NHEJ ile
gerceklesmektedir. Non-rekurren yani tekrar etmeyen diizenlenmeler her birey i¢in farkl
uzunlukta ve farkli kirtk noktalar1 anlamina gelir. NHEJ, 6karyotik hiicrelerdeki DSB’nin
(cift zincir kirigi, -double strand break) tamirindeki iki major mekanizmadan biridir.
NHE]J, insan viicudundaki hem “fizyolojik” DSB’lerde (V(D)J rekombinasyon gibi), hem
de “patolojik” DSB’lerde (iyonize radyasyon ve oksijen reaktifleri ile olusur) rutin olarak

kullanilmaktadir.

NHEJ mekanizmasi dort basamakta gergeklesir. Once DSB tespit edilir, kirik DNA
sonlarinda molekiiler kopriiler kurulur, modifikasyon yapilarak baglanabilir ve uyumlu

hale getirilir, son olarak uclarin birlestirilmesi gerceklesir (Sekil-5).

NHEJ
DSB

1-DSB nin tespitd

2-Kink DNA sonlannda melekitler

knpmlcgm:
,

\
3-Uvumlu ve baglanabilir duruma Artemis:DINA-Pkes
getirmek icin modifikasyon yapiir Polimeraz p ve A

XRCC:
DMA Ligaz IV

4-5on olarak uclann birlestirilmesi

Sekil 5. Genomik yeniden diizenlenme mekanizmasi. NHEJ (Homolog olmayan kromozomlarin
uclariin birlesimi, Non-Homolog End-Joining). Cift zincir DNA kirig1 (DSB) meydana gelir ve
NHEJ mekanizmast ile tamir edilir. Iki kalin ¢izgi ¢ift zincir kirg olan DNA’y1 gdstermekte. Her
basamag katalizleyen enzimlerde gosterilmektedir.Gu W, Zhang F, Lupski JR (2008) Mechanisms
for human genomic rearrangements. Pathogenetics 1: 4’den uyarlanmistir.
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NHE]J iki 6nemli 6zelligi mevcuttur.
1-NHEJ i¢in LCR veya MEPS’lere ihtiya¢ olmamasi.

1i-NHEJ ayrilirken “informasyon skar1” birakir yani tekrar birlesen bolgelerde,
birlesmeden once yapilan diizeltme isleminde birka¢ niikleotid ayrabilir veya

ekleyebilir “signature of NHEJ”. Bu da delesyon ve insersiyonlara neden olur (40).

3-DNA replikasyon temelli FoSTeS mekanizmast kompleks genomik yeniden
diizenlenmeleri izah eder. Array-based Comparative Genomic Hybridization-CGH (Sira-
Temelli Karsilagtirmali Genomik Hibridizasyon) kesfi, kompleks yeniden diizenlenmelerin
olus mekanizmasi hakkinda bize yeni Ongoriiler saglamistir. Genomdaki bazi yeniden
diizenlenmeler, basit bir delesyon veya duplikasyondan daha karmasik oldugunu
gostermistir. Bu kompleks olusumlar NAHR ve NHEJ mekanizmalar ile agiklanamaz.
Kompleks yeniden diizenlenmelerdeki her birlesim yerinde 2-5 niikleotid igin

mikrohomoloji gosteren yerler bulunmaktadir.

Bu modelde, DNA replikasyon ¢atalinda bir pozisyonda, uzayan zincir yerinden
ayrilmakta ve baska zincirde mikrohomoloji gdsteren yere baglanir ve burada uzamaya
devam eder (Sekil 6). Uzayan zincir buradan da ayrilip bagka bir zincirde mikrohomoloji
gosteren yere baglanir ve tekrar uzamaya devam eder. Sonunda zincir bulunmasi gereken
yere baglanir ve kompleks bir diizenlenme olusur. Bu ayrilma ve sonraki baglanma zincirin
kendi iizerindeki bolgelerinde de olabilir, eger baglanma downstream yere yani forward
invazyon (zincirin replike olmamis bolgesine) olursa delesyon, eger baglanma upstream
yere yani backward invazyon (zincirin replike olan bdlgesine) olursa duplikasyon meydana
gelir. Kompleks yeniden diizenlenmelerdeki major mekanizmanin FoSTeS modeli ile

gerceklestigine inanilmaktadir (40).

NHEJ ve FoSTeS daha sonradan 6ne siiriilen modellerdir. Hala bu modellerin hepsinde

aciklanmasi gereken ve modifikasyona ugramasi gereken yerler mevcuttur.
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FoSTeS

(1)

Sekil 6. Genomik yeniden diizenlenme mekanizmasi. FosTes (Replikasyon catalinin arizalanmasi
ve kalibin ayrilmasi, Fork Stalling and Template Switching). Replikasyon catalindaki orijinal
zincirler mavi ve kirmizi renkteki ¢izgiler. (1)Uzayan zincir (kirmizigizgi) ayrilir ve mikrohomoloji
ile ikici bir replikasyon catalina baglanir (eflatun ve yesil).(2) DNA, yesil zincirde uzamaya devam
eder. (3)DNA zinciri buradan da ayrilir ve mikrohomoloji ile gri siyah zincire baglanir. DNA
burada da uzamaya devam eder. (4)Sonunda buradan da ayrilarak bulunmasi gereken zincire
baglanir ve kompleks bir diizenlenme meydana gelir. Gu W, Zhang F, Lupski JR (2008)
Mechanisms for human genomic rearrangements. Pathogenetics 1: 4’den uyarlanmistir.

2.4. KROMOZOMAL HETEROMORFIZM

Kromozom, normal olan homologundan farkli morfoloji, boyut ve boyanma 6zelliginde
ise heteromorfik veya varyant olarak tanimlanir (41). Heteromorfizmler, tespit edilen
kiside bilinen fenotipik bir anomaliye neden olmaz. Polimorfizm teriminin genler ve

molekiiller i¢in kullanilmasi daha dogru goéziikmektedir.

Bazi nadir kromozomal varyantlar sadece tek bir aileye has olabilir. Tiim kromozomlar
icinde en c¢ok degisken olan kromozom, Y kromozomudur. Y kromozomunun
heterokromatin bdolgesinin artis veya azalisi, heterokromatin bolgenin perisentrik
inversiyonu, satellitli Y kromozomu (Yqs) ve Y heterokromatin translokasyonu seklinde

olabilmektedir.

C-bantlama (sentromer boyama) ile inaktif DNA (konstitutif heterokromatin) bolgesi
tespit edilebilmektedir. Bu bantlama ile her kromozomun sentromer bolgesiyle, 1q, 9q ve

16g’nun sentromere komsu bolgeleri ve Yq'nun distal kismi koyu boyanir. Bu
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heterokromatin bolgelerinin boyanmasindaki azalis ve artiglarida heteromorfizmdir.
Konstitutif heterokromatin bolgelerindeki artis ve azaliglar rutin sitogenetik analizde
siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yapilar anomali olarak kabul edilmemekte, buna karsin
molekiiler seviyede genomda nasil bir etkiye sahip oldugu da bilinmemektedir. Diger
taraftan heterokromatin bolgeleri ig ipligi baglanmasinda, kromozom hareketinde, mayotik
eslesme ve kardes kromatid kohezyonunda temel rol oynadig bildirilmektedir (42). Benzer

sekilde heterokromatin bdlgedeki inversiyonlarin fenotipik anomalilere neden olmadigi

kabul edilmektedir.

Diger yandan oOkromatik segment igeren inversiyon tastyicilari dengesiz gamet
olusturma egiliminde olabilir. Kromozomun 9’un heterokromatin bdlgesini i¢ine alan
perisentrik inversiyon, tiim inversiyonlar arasinda en sik goriilen inversiyondur.
Tastyicilarda inv(9)(pl1ql12)’in kesin olarak ispatlanan zararl bir etkisi bildirilmemistir.
Sitogenetik laboratuarlarinda tetkik edilen tiim bireylerin yaklasik %1’inde bulunur ve

genellikle normal bir varyant olarak kabul edilmektedir.

C-bant ydntemi ile tespit edilen varyasyonlar baska kromozomlarda da gériiliir. Ornegin
heteromorfik 18ph+ (43) ve kromozom 4’lin heteromorfik varyant1 (44) seklinde yeniden

diizenlenmeler bildirilmistir.

Akrosentrik  kromozomlarin kisa kollarindaki boy farklilign da sik goriilen
heteromorfizmdir. Bu farkliligin nedeni, akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda art
arda tekrarlayan DNA sekansindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Akrosentrik
kromozomlarin kisa kolundaki bantlar p11 (proksimal kisa kol), p12 (satellit sap) ve
pl13°de (satellit) sirasiyla satellit DNA I, II, III ve IV, rRNA genleri ve B satellit bolgesini
igerir (41). Satellit sap yani p12 band1 18S ve 28S rRNA kodlayan gen tekrarlarini igerir.

Frajil (kirilgan) bolgeler ise kromatid kiriklarina egilim olan kromozom bolgeleridir ve
bircok frajil bolge spesifik kromozom bantlarinda meydana gelir. fra(X)(q27.3) ve
fra(X)(q28) harig frajil bolgeler zararsiz oldugu kabul edilmektedir. i1k basta arastirmacilar
frajil bolgeleri hastaliklarla iliskilendirmeye ¢aligsalar da, sonradan frajil bolgeleri

heteromorfizm olarak tanimlamislardir (41).

Heteromofizmler anormal fenotipik etkisi olmayan kromozomal yapilar olarak kabul
edilmekle birlikte, literatiirde baz1 ¢alismalarda kromozomlardaki heteromorfizm bolgeleri
ile hastaliklar arasinda iliski oldugu bildirilmis ve klinik etkisi iizerine ¢ok celiskili

gorlisler One siirlilmiistiir. Tekrarlayan diisiikler (45), infertilite (46) ve psikiyatrik
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hastaliklarda (47) varyant kromozomlarin varligi gosterilmistir. Tiim varyantlarin normal

olmayabilecegini kabul eden diisiinceleri destekleyen goriisler ileri stiriilmiistiir (48).

2.5. INTERKROMOZOMAL ETKi

Mayoz bdliinme (oogenez ve spermatogenez) gonad hiicrelerinde meydana gelir.
Mayoz boéliinmede yariya inen kromozom sayist gametlerin zigot olusturmak amacr ile
birlesmesi ile tekrar iki katina ¢ikar ve tiirlerin nesiller boyu kromozom sayilarinin sabit

kalmas1 saglanir.

Mayoz boliinmede olusacak gametlerde genetik cesitliligi artirmak i¢in, mayoz I profaz
safhasinda homolog kromozomlar kars1 karsiya gelerek bivalent yap1 olustururlar. Bivalent
olusumu homolog kromozomlar arasinda krosover olusumunu neden olur. Daha sonra
homologlarin her biri ayr1 kutba cekilir. Bu segregasyon olayinda ¢esitlenmis homolog
kromozomlar ayri gamet hiicrelerine gider. Bu normal yapi sonucunda olusan saglikli
gametlerin dollenmesi ile kromozomal olarak normal zigot olusumu gerceklesir.

Yapisal kromozom diizensizliklerine sahip olan bireylerde diger kromozomlarda
anormal segregasyon lrilinlerin olusumuna yol agabilmektedir. Gametlerdeki bu
degisimler, olusacak gamette andploidi artisina sebep olabilecegi one siiriillmektedir. Bu da
embriyoda var olan kromozomal bir anomalinin, kromozomal andploidi insidansinda artisa
sebep oldugu hipotezini ortaya koymaktadir. Bireyde mevcut olan translokasyon veya
yapisal yeniden diizenlenme sebebiyle, translokasyona yada yeniden diizenlenmeye
karigmayan herhangi bir kromozomun mayoz 1 sirasindaki ayrilamamasi olayina
“interkromozomal etki” (IKE) denmektedir. IKE ilk defa 1963 yilinda Lejeune tarafindan
insanda tanimlanmistir. Lejeune translokasyona karisan kromozomlarin ve homologlarinin,
diger kromozomlarin segregasyonunu anormal sekilde etkileyebilecegini 6ne siirmiistiir
(49). Daha sonra Down Sendromlu c¢ocuklarin babalarinda, dengeli resiprokal
translokasyon tastyicilik oraniin artmis oldugunu bildirmistir (50). IKE, insanda tartismali
bir konu olsa da Drosophila (51) ve farede (52) gosterilmistir. Son yillarda, kromozom
anomalilerin daha detayli incelenmesi ve mekanizmalar1 {izerinde yogun molekiiler
calismalar yapilmas ile elde edilen bulgular IKE’nin tekrar giindeme gelmesine neden
olmustur. Ancak interkromozomal etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, kromozomal
diizensizlik tasiyan bireylerde andploidi sikliginin artig1 bildirilmektedir (7, 8, 12, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62). Buna karsilik, literatiirde yapisal kromozom anomalisi tasityan
bireylerde bdyle bir etkinin olmadigi da savunulmustur (9, 10, 63, 64, 65, 66, 67).
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IKE olus mekanizmas: hakkinda bazi goriisler ileri siiriilmektedir. Sinaptonemal
kompleks caligsmalarinda, yapisal diizenlenmelerin pakitende eslesme anomalileri ve
kiazma sayisinda azalmaya neden olarak andploidiye yol acabilecegi gosterildi (56).
Ornegin dengeli resiprokal translokasyon tastyicilarinda, mayoz I profaz pakitende olusan
quadrivalent yapi, eslesmeyen (unpaired) bdlgelere neden olabilmekte ve sinaps yapmayan
segmentler olusmaktadir. Bu sinaps yapmayan (unsinapsed) segmentlerin diger bivalentleri
etkileyebilecegi ve kromozomlarda ayrilamama oraninda artisa yol acabilecegi ileri
siiriilmiistiir (56). IKE’in, quadrivalent yapmin simetrik yada asimetrik olmasi ile artip
artmayacag1 tartisilirken, Ester Anton 2008 yilinda dengeli resiprokal tasiyicilarinda
yaptig1 calismada asimetrik quadrivalent yapilarin andploidi artisina tercihli yatkinlik
saglamadigint gostermistir (68). Rob translokasyon tasiyicilarinda, mayoz 1 profaz
pakitende olusan trivalent yapu ile benzer olaylar dizisi sonucunda IKE meydana gelebilir.
Ayrica IKE mayoz 1 boyunca seks vezikiili (X-Y bivalenti) ile transloke olan
kromozomlar arasinda meydana gelen heterosinaps formasyonu ile de agiklanmaktadir
(55). Elektron mikroskop c¢alismalari, olusan heterosinaps oranlarinin translokasyondan
translokasyona farkli oldugunu gostermis ve ayni translokasyonu tasiyanlarda bu oranin
daha tutarli oldugu goriilerek, IKE’in translokasyon tipine bagli oldugu fikrini &ne
stirmiislerdir (56). Seks vezikiilii ve transloke olan kromozomlar arasinda olusan
heterosinaps formasyonuna bagli IKE olduguna dair bir kanit bulunmamaktadir. Diger
taraftan yeniden diizenlenmenin tiirli, hasta, yeniden diizenlenmeye karigan kromozom ve
kromozomal kirik noktanin pozisyonu IKE’i etkilemektedir (12, 55). Aym translokasyonu
tasiyan hastalarda, dizomi oranlar1 ve etkilenen kromozomlar farklilik gdsterebilmektedir
(55).

IKE’nin temel mekanizmasinin mayoz I’de olmasi gerektigi ileri siiriilmektedir (55).
Ciinkii IKE’e neden olabilecek eslesme hatalari, asinaps bolgeler ve akiazma mayoz I
profazinda meydana gelmektedir. Bunun i¢in IKE varligin1 gametlerde XY dizomilerin
sikligmi ortaya koyarak belirlenmesi gerekmektedir. Seks kromozomlarinda IKE ile bir
andploidi olusuyorsa bu mayoz I’de olusmaktadir ve olusan sperm hiicreleri XY
kromozomlarini beraber tagirlar. Dizomi X ve dizomi Y mayoz II hatasidir, bu nedenle
IKE olarak kabul edilmemelidir.

Literatiirdeki bazi ¢alismalarda semen parametreleri ile spermlerdeki andploidi oranlari
arasindaki iliski incelenmistir. Bazi caligmalarda sperm andploidisi ve total sperm
progresif motilitesi arasinda ters bir iligki oldugu soylenirken (55), bir diger calismada ise

hem sperm sayis1 hem de total sperm progresif motilitesi ile sperm andploidisi arasinda
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ters bir iliski oldugu bildirilmistir (57). Yapisal kromozomal anomalisi olan erkeklerin
semen parametrelerinin genellikle anormal oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla tespit edilen
andploidinin, gergekten IKE’in sonucu mu yoksa anormal semen parametresinin bir iiriinii
mii oldugu agiklanmamustir. Yapilan ¢alismalarda normal karyotipli ama oligozoospermiye
(OS) veya oligoastenoteratozoospermiye (OATS) sahip erkek hastalarda, spermlerde
anodploidi frekansinin arttig1 bildirilmistir (57, 69, 70, 71). Bu artisin OATS sendromuyla
iligkili oldugu ifade edilmistir. Normal semen parametreleri olan translokasyon
tagiyicilarinda spermde anoploidi frekansinda artis tespit edilmemistir (12, 34, 66). Eger
IKE ve testikiiler cevresel etkiler birbirinden ayrilamiyorsa, belirgin sekilde meydana gelen
yanlis segregasyona, dizomi oraninda énemli artig (significiantly increased rate of dizomy-
SIRD) denmektedir (55). Diger yandan, resiprokal translokasyona sahip ve semen
parametreleri normal olan bireyde 1, 15 ve 18 nolu kromozomlar igin IKE mevcut oldugu
gosterilmistir (55).

Kromozomal yeniden diizenlenmeye sahip bireylerin spermlerindeki segregasyon
iriinlerinin incelenmesinde insan sperm-hamster oosit flizyon teknigi kullanilmistir (72).
Ancak bu teknikle incelenen gamet sayisinin azligi, teknigin uygulanabilirligindeki
zorluklar ve elde edilen kromozom kalitesinin diisiik olmasi nedeni ile veriler sinirli ve
istatistiki analizlerden uzaktir. Bununla birlikte, 1960’11 yillarda ortaya konan ve 1990
yillarda yeni teknolojiler ile gelistirilerek rutin ve arastirmada yaygin bir kullanim alani
bulan Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi spermlerdeki kromozomal
anomalilerin tespitinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. FISH tekniginin hizli ve
giivenilir olmasi, bu teknik ile ¢ok sayida spermatozoanin incelenmesi, elde edilen
istatistiksel verinin daha giivenilir olmasina olanak saglamstir.

Mevcut ¢aligmada, yapisal kromozomal diizensizligi olan bireylerde interkromozomal
etkinin olup olmadigmin arastirilmasi amacglandi. interkromozomal etki var ise hangi tiir
kromozomal diizensizliklerde ve hangi tip kromozomlar etkiledigini tespit edip,
kromozomal andploidi olusumunun mekanizmasin1 ortaya koymak icin 6n veriler elde

edilmis olacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda
gerceklestirilmistir. Calisma icin Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay alinmis
(22.02.2008 tarihli, 2008/035 nolu etik kurul karari) ve ¢aligmaya dahil edilen olgulardan

ve kontrollerden onamlari alinmistir.

3.1. OLGULAR VE KONTROLLER

Olgu grubu igin sitogenetik olarak yapisal yeniden diizenlenmesi olan eriskin erkek
bireyler calismaya dahil edilmistir. Olgu grubunun fertilite durumu, yas ve karyotipik
ozellikleri Tablo 1°de verilmistir (Tablo 1). Olgu grubunun yas aralig1 24-50 arasinda olup,
ortalamasi1 33.77’°dir. Kromozomal yeniden diizenlenmesi olan bireylerdeki karyotipik yap1
tekrar hiicre kiiltiirii yapilarak, sonuclari dogrulandi ve her bir bireyde semen analizi
gerceklestirildi. Olgu grubuna baslangigta 24 birey dahil edildi, ancak bu bireylerden 6
tanesi azospermik olmasi nedeni ile g¢alismadan cikarildi ve 18 birey ile calisma

tamamlandi.

Kontrol grubu, olgu grubu ile aynmi yas oOzellikleri tasiyan, evli, infertilite sikayeti
olmayan, en az bir ¢ocugu olan, kromozomal olarak da herhangi bir yeniden diizenlenme
(heteromorfizim de dahil) tasimayan, ayrica genetik yapiy1 degistirebilecek herhangi bir
hastaligt olmayan ve de radyoterapi, kemoterapi almayan 14 bireyden olusmaktadir.
Kontrol grubunun yas araligit 25-50 arasinda olup, ortalamasi 32.85’dir. Kontrol
grubundaki bireyler i¢in de karyotip analizi ve semen analizi gergeklestirildi. Kontrol

grubunun fertilite durumu, yas ve karyotipik 6zellikleri Tablo 2’de verilmistir (Tablo 2).
3.2. PERIFERIK KAN KULTURU VE KROMOZOM ANALIZI

Olgu grubu ve kontrol grubundan, steril bir sekilde heparinli enjektore 2-3 ml periferik
vendz kan alindi. Onceden hazirlanan icinde %20 fotal bovin serum (Biological Indusries,
Israil) ve 2,0 ml fitohemaglutinin (PHA-M) (Biological Indusries, Israil) ve 1 ml Pen-Strep
soliisyonu (Penisilin 10.000 iinite/mg, streptomisin 10 mg/ml)(Biological Indusries, Israil)
iceren RPMI-1640 (Biological Indusries, Israil) ve/veya McCoy’s S5A (Biological
Indusries, Israil) lenfosit kiiltiir ortam i¢eren kiiltiir tiiplerine, enjektor igne ucu ile 10-15

damla periferik venoz kan eklenerek 37°C’deki etiivde 72 saatlik kiiltiirti yapildi.
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Tablo 1. Olgularm karyotip, yas ve fertilite durumlari.

OLGU NO KARYOTiP YAS ACIKLAMA

infertilite,17 yillik evli, 5 defa IVF yapilmis,IVFile 1
gebelik mevcut ama 5,5 aylik distik olmus.

0-2  |45,XY,t(13;14)(q10;q10) 24 infertilite, 1,5 yillik evli.

1,5 yillik evli.Esinde 2 gebelik 6 haftalik iken anne

0-1  |46,XY,t(9;14)(q21;q11) 39

0-3 46,XY,22p+ 26 karninda 6lmis, 1 gebelik 4 haftalik disik.
Amnionda fetusda tespit edilince aile taramasinda

0-4  |45,XY,1(15;22)(q10;q10) 38 ortaya cikti. 20 yillik evli. 3 saglikli cocugu var, diisik
yok.

0-5 45,XY,t(14;22)(q10:q10) 31 infertili’Fe,lo yillik evli, 2 defa IVF ve 3 defa asilama
denenmis ama basarisiz olmus.

0-9 46,XY,21p+ 36 Trizomi 13 fetus tanisi amnion sivisinda kondu. [ki

saglikli cocugu var.10 yillik evli.

infertilite. 20 yillik evli. 6 defa IVF, 4 defa asilama
0O-10 |45,XY,t(13;14)(q10;q10) 50 denenmis ama basarisiz olmus. 2 spontan gebelik ama
dusik olmus

Esinde habittel abort.5 yillik evli. 2 saglikli socugu var.

O-11 |46,XVY,t(6;15)(g23;q24) 35 Esi 5 kez diisik yapmis.
Sekonder infertilite.6 yillik evli. 1 defa IVF, 2 defa
0-12 |46,XY,t(5;11)(g11.2;p11) 31 asilama denenmis,basarisiz olmus. Kendisi gibi tasiyici
bir cocugu var
0-13 |46,X,Ygh- 26 4 yillik evli. 1 cocugu var
0-14 |46,XY,inv(9)(p11q12) 27 Icijlr:j;a habitlel abort.1 yillik evli. 4 gebelik diisiik
0-15 |46,XY,inv(9)(p11q12) 32 infertilite,8 yill ik evli
0-17 |46,XY,21p+ 29 Infertilite, 7 yillik evli. 1 defa IVF, 4 defa asilama

denenmis ama basarisiz olmus.

infertilite, 11 yillik evli. 2 defa IVF, 3 defa asilama

0-18 |46,XY,9gh+ 33 denenmis ama basarisiz olmus. 3 gebelik (ikisi IVFile)

lictide duslik olmus.

NTD'li fetus 6yklst. 5 yillik evli. 2 gebelikte 3 ve 5 aylik

iken NTD sebebiyle kiiretaj ile sonlandirilmis.

Esinde rekiirren abort. 5 yillik evli. 2 gebelikte 2 aylik

iken diisik olmus.

Amnionda fetusda tespit edilince aile taramasinda

0-21 |46,X,inv(Y)(p11.2q11.23) 43 ortaya cikti. 18 yillik evli. 2 saglikli gocugu var, diisik

yok.

0-22  |45,XV.t(13:15)(q10;q10) 45 infertilit.e, su an 3. evliliginden 3 yillik evli. 1 defa IVF
denenmis ama basarisiz olmus.

IVF: in vitro fertilizasyon, NTD: noral tiip defekti

0-19 |46,XY,inv(9)(p11q12) 36

0-20 |46,XY,inv(6)(p22q13) 27

Bu inkiibasyon siiresinin 70. saatinden sonra hiicre siklusunu metafaz asamasinda
durdurarak kromozom elde etmek amaciyla kolsisin (0.1 mg/ml)(Sigma, Almanya)
damlatildi. Tiipler homojenize edilerek yarim saat daha 37 C’lik etiivde bekletildi. Etiivden
cikarildiktan sonra, 1200 devirde 6 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atild1 ve altta kalan
pelete (hiicre topluluguna) 8-10 ml hipotonik soliisyon (0.056 M KCl, %0.56 gr KCI)
vortekslenerek eklendi. Etiivde 45 dakika daha bekletildikten sonra 1200 devirde 6 dakika

santrifiij edildi. Siipernatan atildi ve altta kalan pelete 8 ml soguk ve taze hazirlanmis
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fiksatif soliisyonu (3:1 metanol-asetik asit karigimi), vortekslenerek damla damla eklendi.
Ardindan 1200 devirde 6 dakika daha santrifiij yapildi, siipernatan atildi ve 5 ml fiksatif
soliisyonu eklendi. Tekrar 1200 devirde 6 dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatan
atildi1 ve 3 ml fiksatif soliisyonu eklendi, 1200 devirde 6 dakika santrifiij yapilarak ¢aligma
islemi sona erdi.

Olgu ve kontrol grubuna ait tiiplerdeki peletler temiz lamlara damlatildi. Bir giin oda
1s1sinda kuruduktan sonra tripsin muamelesinin ardindan %5’°lik giemsada boyandi.
Preparatlar goriintiileme sisteminde (MacKtpye) analiz edildi. Olgu ve kontrol grubunun
boyanmamis preparatlarina C-bant (Ek-1) ve NOR-bant (Ek-2) yapilarak heteromorfizm
incelemesi yapildi. Akrosentrik kromozomlarin kisa kollarindaki satellit (p13) adi verilen
kromatin kitlelerindeki artis ve satellit sap (p12) heterokromatin bolgesindeki artis sirasiyla
pst ve pstk+ olarak adlandirilmaktadir. Ayrica p+ terimi hem ps+ hem de pstk+ ifadelerini

icine almaktadir.

Tablo 2. Kontrollerin karyotip, yas ve fertilite durumlari.

KONTROL NO | KARYOTIP | YAS ACIKLAMA
K-6 46,XY 32 | 3yillik evli,bir gocugu var, esi hamile.
K-11 46,XY 28 6 yillik evli,bir cocugi var.
K-13 46,XY 41 10 yilhk evli,bir cocugu var.
K-14 46,XY 50 28 yillik evli,lic cocugu var.
K-15 46,XY 34 11 yilhk evli,d6rt cocugu var.
K-16 46,XY 28 7 yillik evli,iki cocugu var.
K-17 46,XY 31 8 yillik evli,l¢ cocugu var.
K-18 46,XY 25 2 yillik evli,bir cocugu var.
K-19 46,XY 30 7 yilhik evli,iki gocugu var.
K-20 46,XY 42 18 yillik evli,lic cocugu var.
K-21 46,XY 30 3 yillik evli,iki cocugu var.
K-22 46,XY 27 5yillik evli,bir gocugu var.
K-24 46,XY 28 7 yillik evli,bir cocugu var.
K-25 46,XY 34 12 yillik evli,iki cocugu var.
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3.3. SEMEN ANALIiZi

Olgu ve kontrol grubundan, 3-5 giinliik cinsel perhizden sonra steril ortamda sperm
ornegi alindi. Sperm 6rneginden Kruger kriterlerine (62) gore spermiogram analizi yapildi.
Her iki gruptaki bireylere yapilan spermiogram analizi ayn1 arastirmaci tarafindan yapildi.

Geri kalan sperm 0rneginden ise fiks-sperm hiicreleri hazirlandi.

Sperm fiks 6rnegi hazirlamak i¢in gelen sperm Ornegi PBS (fosfat buffer salin) ile
yikandi. Ardindan 1000 devirde 6 dakika santrifiij edildi ve lstteki siipernatan atildi.
Alttaki pelete 8 ml hipotonik soliisyonu (%0.56 KCl) eklendi ve pastor pipeti ile hafifce
pipetaj yapildi. Etiivde 30 dakika bekletildikten sonra 1000 devirde 6 dakika santrifiij
edildi. Stipernatan atildiktan sonra altta kalan pelete 8 ml soguk ve taze fiksatif sollisyonu
(3:1 metanol-asetik asit karisimi) eklendi. Ardindan 1000 devirde 6 dakika daha santrifiij
yapildi, siipernatan atildi ve 5 ml fiksatif soliisyonu eklendi. Tekrar 1000 devirde 6 dakika
santrifiij yapildiktan sonra siipernatan atildi ve 3 ml fiksatif soliisyonu eklendi, 1000
devirde 6 dakika santrifiij yapild1 ve fiks-sperm Ornekleri eppendorf tiipe konarak FISH
calismasina kadar -20°C’de stoklandi.

3.4. SPERM FISH ANALIZi

Interkromozomal etkiyi incelemek igin kullamlan problar, calisma grubumuzdaki
bireylerin karyotipik yapisinda kromozomal yeniden diizenlenmeye karigmayan
kromozomlar arasindan rastgele se¢ildi. Incelenen kromozomlar; 2, 3, 12, 13, 17, 18, 21, X
ve Y kromozomlaridir. Kromozom 13 ve 21 sentromerik problar ortak satellit dizisine
sahip oldugu i¢in bu kromozomlarda lokus spesifik problar (13ql4 ve 21q22 problar)
(Kreatech, Almanya) kullanildi. Diger kromozomlarda ise her bir kromozomozun
sentromer bolgesine spesifik satellit problar1 (Kreatech, Almanya) kullanildi. Problardan
zayif sinyaller alindiginda ise sinyalleri gii¢lendirmek i¢in probun orijinal isaretlemesine

uygun olarak tekrar isaretleme (Kreatech isaretleme kiti, Almanya) yapildi.

Ticari olarak elde edilen problar1 sperm FISH ¢aligmalarinda kullanmadan 6nce prob
kombinasyonlar1 yapilarak bu kombinasyonlar saglikli bireylerin metafaz ve interfaz
hiicrelerinde optimize edildi. Periferik kandan elde edilen metafaz ve interfaz hiicrelerinde
kombine problarda spesifik sinyaller aldiktan sonra sperm-FISH c¢alismalart igin
optimizasyon yapildi. Uygulanan prob kombinasyonlar1 dort grup halinde kullanild.
Birinci grupta kromozom 18 (yesil), X (kirmizi) ve Y (aqua) iiglii renk, diger gruplarda
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ikili renk kombinasyonu kullanilarak ikinci grupta kromozom 13 (yesil) ve 21 (kirmizi)
liclincli grupta kromozom 2 (yesil) ve 12 (kirmizi) ve dordiincii grupta kromozom 3

(kirmiz1) ve 17 (aqua) beraber kullanildi.

Hazirlanan fiks-sperm ornekleri temiz lama yogunluguna uygun sekilde damlatilarak
preparatlar hazirlandi. Preparatlar 37°C’de 2xSSC (standart salin sitrat soliisyonu) i¢inde 5
dakika bekletildi. Preparatlar oda 1si1sinda 0.01 M DTT (Dithiothreitol) (Sigma, Amerika) /
PBS’de 20 dakika inkiibe edildi. Artan alkol serisinde (%70, %90 ve %96) birer dakika
stireyle dehidrate edildi ve kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar sperm-FISH ¢aligmast

icin uygun hale geldi.

Preparat {izerine optimize, uygun konsantrasyondaki isaretli prob ve hibridizasyon
tamponu karigimindan 10ul konulduktan sonra 70°C’de 5 dakika boyunca hot plate
tizerinde prob ve sperm DNA’s1 denatiire edildi. Ardindan gece boyunca hibridizasyon i¢in
37°C’de etiivde bekletildi. Ertesi giin sabah, preparatlar iki ayr1 saledeki 2xSSC’de ve iki
ayri saledeki 4xSSC’de 4’er dakika yikandi. Sonra 10ul DAPI (6-diamino-2-phenylindole)
konulan preparatlar lamel ile kapatilarak floresan mikroskop ile incelemeye hazir hale
getirildi.

Preparatlar, DAPI (SIGMA, Amerika), FITC (fluorescein isothiocyanate), aqua,
rhodamine ve dual band filtreleri bulunduran floresan mikroskobunda (Nikon E600)
incelendi. Spermler haploid yapida olduklar1 i¢in, normalde otozomal kromozomlar i¢in
tek sinyal, cinsiyet kromozomlart i¢in X veya Y’nin birine ait sinyal alinmasi
gerekmektedir. Ornegin 18, X ve Y kromozomlarina ait prob kombinasyonu
kullanildiginda, normalde biitiin spermler 18 nolu kromozom i¢in tek sinyal igermekte,
cinsiyet kromozomlar1 i¢in ise X yada Y kromozomlarindan hangisini tasiyorsa ona ait
olan tek sinyali icermektedir (Sekil 7). Yani sperm ¢ekirdegi ya 18 ve X kromozomlarina
ya da 18 ve Y kromozomlarinda ait birer sinyal gosterecektir. Eger sperm basi, bakilan
gosteriyorsa ve kuyruk tastyorsa, sperm ¢ekirdegi birinci kromozom i¢in dizomik olarak
degerlendirildi. Net sinyal, ayn1 biiyiikliikte, ayn1 renkte ve ayn1 yogunlukta ve en az bir
sinyal biiylikliigii kadar birbirinden ayrilmis olmasi gerekmektedir. Bu tiir net sinyaller
degerlendirilmeye alindi. Nullizomik spermlerde beklenen deger dizomiler ile esit olacagi
icin (13, 73, 74) ve bu durumun ayrilamama mi yoksa teknik hatadan mi1 kaynaklandigi
bilinemedigi icin degerlendirilmeye almmadi (55, 74). Ayrica st iiste diisen sperm

cekirdekleri, sinirlar1 segilemeyen sperm c¢ekirdekleri ve yaygin veya ayirt edilemeyen
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sinyalleri olan sperm ¢ekirdekleri ile kuyruklar1 olmayan sperm c¢ekirdekleri

degerlendirilmeye alinmada.

FISH yontemi ile olgularin sperm ¢ekirdeklerinde tespit edilen dizomiler sekillerde

gosterilmistir (Sekil 8-13).

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Yapisal kromozomal yeniden diizenlenmesi olan bireylerde interkromozomal etkinin
incelenmesi kontrol ve olgu grubundan elde edilen semen parametreleri ve sperm-FISH
sonuclarinin birbirleri ile karsilastirilmasi istatistiki olarak yapildi. Bunun i¢cin SPSS 10.01
For Windows istatistik paket programi kullanildi. Kategorik veriler Chi-square testiyle
degerlendirildi. Olgu ve kontrol gruplari arasindaki, yas ve spermiogram parametrelerinin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Grafikler ise Microsoft Office Excel
2007 paket programi ortaminda hazirlandi.
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/ Lenfosit

18Y sperm

18Y sperm

18X sperm

Sekil 7. Sperm c¢ekirdegine ii¢ renkli 18XY sentromerik prob ile yapilan floresan in situ
hibridizasyon (FISH). Kromozom 18 yesil renk, X kromozomu kirmizi renk ve Y kromozomu aqua
renk ile isaretlidir. Lenfosit (ok ile gosterilen) ve dort adet sperm goziikmektedir.
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18Y sperm

Dizomi 18

N

18X sperm

18X sperm

Sekil 8. Sperm c¢ekirdegine ii¢ renkli 18XY sentromerik prob ile yapilan floresan in situ
hibridizasyonda (FISH) dizomi 18 goziikmektedir. Kromozom 18 yesil renk, X kromozomu kirmizi
renk ve Y kromozomu aqua renk ile isaretlidir. Ok ile gdsterilen spermde bir adet aqua sinyal ve iki
adet yesil sinyal goziikmektedir (dizomi 18).
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18X sperm

‘ L]

N

18XY sperm
(XY dizomisi)

18Y sperm

Sekil 9. Sperm ¢ekirdegine ii¢ renkli 18XY sentromerik prob ile yapilan floresan in situ
hibridizasyonda (FISH) XY dizomisi goziikkmektedir. Kromozom 18 yesil renk, X
kromozomu kirmizi renk ve Y kromozomu aqua renk ile isaretlidir. XY dizomisi ok ile
gosterilmistir.
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Sekil 10. Sperm ¢ekirdegine 13-21 lokus spesifik prob ile yapilan floresan in situ hibridizasyonda
(FISH) dizomi 13 goziikmektedir. Kromozom 13 yesil renk ve kromozom 21 kirmizi renk ile
isaretlidir. Biiyilk ok ile gdsterilen spermde iki adet yesil sinyal ve bir adet kirmizi sinyal
gozitkmektedir (dizomi 13). Baz1 spermlerde, spermin bas kismina yakin boyun bolgeside yesil
sinyal almistir (kiiciik oklar ile gosterilmistir).
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Sekil 11. Sperm ¢ekirdegine 13-21 lokus spesifik prob ile yapilan floresan in situ hibridizasyonda
(FISH) dizomi 21 goziikmektedir. Kromozom 13 yesil renk ve kromozom 21 kirmizi renk ile
isaretlidir. Ok ile gosterilen spermde iki adet kirmiz1 sinyal ve bir adet yesil sinyal géziikmektedir
(dizomi 21).
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Sekil 12. Sperm ¢ekirdegine 2-12 sentromerik prob ile yapilan floresan in situ hibridizasyonda
(FISH) dizomi 12 goziikkmektedir. Kromozom 2 yesil renk ve kromozom 12 kirmizi renk ile
isaretlidir. Ok ile gosterilen spermde iki adet kirmiz1 sinyal ve bir adet yesil sinyal goéziikmektedir
(dizomi 12).
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Sekil 13. Sperm ¢ekirdegine 3-17 sentromerik prob ile yapilan floresan in situ hibridizasyonda
(FISH) dizomi 17 goziikmektedir. Kromozom 3 kirmizi renk ve kromozom 17 aqua renk ile
isaretlidir. Ok ile gosterilen spermde iki adet aqua sinyal ve bir adet kirmiz1 sinyal goziikmektedir
(dizomi 17).
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4. BULGULAR

Calismaya olgu grubu olarak yapisal kromozomal diizensizligi olan 18 erkek birey ile
kontrol olarak herhangi bir kromozomal diizensizligi olmayan fertil, saglikli 14 erkek birey
dahil edildi. Olgu grubunun yas ortalamasi1 33.77 £7.19 ve kontrol grubunun yas ortalamasi
32.85 £6.98 olup aralarinda istatistiksel olarak fark gozlenmedi (p=0.67).

Olgu grubundan 38757 sperm ve kontrol grubundan 32437 sperm olmak {izere toplam
71194 sperm analiz edildi. Olgu grubunda 18XY probu ile analiz edilen 9216 spermin
%49.7°s1 (4581 sperm) X kromozomu, %50.3’ (4635 sperm) Y kromozomu tasirken,
kontrol grubunda 18XY probu ile analiz edilen 8011 spermin %50.5’1 (4043 sperm) X
kromozomu, %49.5’1 (3968 sperm) ise Y kromozomu tasiyordu. Hem olgu grubunda hem
de kontrol grubunda X/Y oranlar1 arasinda istatistiki olarak fark yoktu ve benzer sekilde
kontrol grubu ile olgu grubu arasinda da fark gézlenmedi (p>0.05).

Olgu grubu kendi arasinda resiprokal translokasyon tasiyict grup, Robertsonian
translokasyon tastyict grup ve heteromorfizm tasiyici grup olarak siiflandirildi (Tablo 3).
Resiprokal translokasyon tasiyict grup 3 olgudan [t(9;14), t(6;15) ve t(5;11)], Robertsonian
translokasyon tasiyict grup 5 olgudan [iki olguda t(13;14), t(13;15), t(14;22) ve t(15;22)]
ve heteromorfizm tasiyict grup ise 9 olgudan [3 olguda inv(9), iki olguda 21p+, 22p+,
9gh+, inv(Y) ve Yqgh-] olusmaktaydi. Inversiyona sahip tek olgu (olgu-20) oldugundan
[inv(6)] herhangi bir gruba katilmadi ama kontrol grubu ile olgu grubu arasindaki
karsilagtirmalarda olgu grubuna dahil edildi. Ayrica heteromorfizm tasiyic1 gruptan yeterli
sayiya sahip oldugu i¢in inv(9) tasiyici grup ve akrosentrik p+ tasiyict grubu adi altinda iki
grup daha olusturuldu. inv(9) tasityic1 grup ve akrosentrik p+ tastyict grup 3’er olgudan
olugmaktaydi.

Olgu grubu ile kontrol grubuna ait spermiogramlar karsilastirildiginda viabilite, say1 ve
morfoloji degerleri arasinda istatistiksel olarak fark goriiliirken (sirastyla p=0.005, p=0.016
ve p=0.034), hacim ve motilite bakimindan herhangi bir fark goézlenmedi (sirasiyla
p=0.382 ve p=0.732).

Incelenen kromozomlara ait dizomi siklig1, olgularin kendi i¢inde birbirleri ile ayr1 ayr1
karsilastirildi. X ve Y kromozomlarina ait dizomi X ve dizomi Y oranlari, diisiik
oldugundan dizomi (X)+(Y) bashgi altinda toplandi. Dizomi (X)+(Y), dizomi 2, dizomi 3,
dizomi 12, dizomi 17 ve dizomi 21 sikligi bakimindan olgular kendi iclerinde
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark goézlenmedigi tespit edildi (p>0.05). Ancak XY
dizomisi, dizomi 13, dizomi 18 ve toplam dizomi siklig1 olgu grubundaki bazi olgularda

yuksek olarak tespit edildi (Tablo 4). XY dizomi oranmi olgu-10 ve olgu 20’de, dizomi 18
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orani olgu-2, olgu-9 ve olgu-20’de, dizomi 13 orani olgu-19 ve olgu-21°de, toplam dizomi
orani ise olgu-19 ve olgu-21’de olgu grubundaki bazi bireylere kiyasla istatistiksel olarak
yiiksek bulundu (p<0.05). Bu olgular da s6z edilen dizomiler bakimindan kontrol grubu ile

de aralarinda istatistiksel olarak fark tespit edildi (p<0.05) (Tablo 8 ve 9).

Tablo 3. Olgu grubunun siiflamasi ve karyotipleri.

RESIPROKAL ROBERTSONIAN HETEROMORFiZM
TRANSLOKASYON TASIYICI | TRANSLOKASYON TASIYICI GRUP (GRUP-3)
GRUP (GRUP-1) TASIYICI GRUP (GRUP-2)

n=3 n=5 n=9

O-1 46,XY,t(9;14)(q21;q11) 0-2 45,XY,t(13;14)(q10;q10) i) Inv(9) tasiyic1 grup (Grup-4)

0-11 46,XY.1(6;15)(q23;q24)

0-12 46,XY.4(5;11)(q11.2;p11)

0-4  45XY,1(15;22)(q10;q10)

0-5 45,XY,(14;22)(q10;q10)

0-14 46,XY,inv(9)(p11q12)

0-15 46,XY,inv(9)(p11q12)

0-19 46,XY,inv(9)(pl1ql2)
O-10 45,XY,t(13;14)(q10;q10)
ii) Akrosentrik p+ tasiyici grup
(Grup-5)

0-17 46,XY,21p+

0-22 45,XY,1(13;15)(q10;q10)

0-3 46,XY.22p+
0-9 46,XY.21p+

iii) Diger
0-13 46,X,Yqh-

O-18 46,XY,9gh+

0-21 46,X,inv(Y)(p11.2q11.23)

O:olgu

Tablo 4. Olgularin kendi i¢indeki karsilastirilmasinda dizomi sikliginda istatistiksel olarak fark
tespit edilen olgular ve kromozomlari.

0-2 0-9 0-10 0-19 0-20 0-21
Dizomi sikhiginda
. . Toplam Toplam
fark tespit edilen 18 18 XY 13 omi* XY 18 13 o
izomi dizomi

kromozomlar

0-1,0-3,0- 0-3,0-4, 0-12 0-1,0-4, O-4ve 0-12 0-4,0-11 O-1, 0-4, O-4 ve

4,0-5,0-11, 0-11,0-13 0-14, 0-18 ve0-13 0O-14ve O-18
0-12,0-13, veO-21 0-15 ve 0-18
Fark tespit edilen 0-14, 0-15, 0-18
olgular** 0-17, 0-18,
0-19, 0-20,
0-21ve 0-22
O:olgu

*2,3,12,13,17, 18,21, X ve Y kromozomlarina ait dizomilerin toplam orani, toplam dizomi olarak ifade edildi.
xk
p<0.05
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Olgu ve kontrol gruplarinda spermlerde gézlenen dizomi oranlar1 Tablo 5’de verilmistir
(Tablo 5). Toplam dizomi terimi ise her iki gruptaki tiim bireylerde incelenen
kromozomlarda (2, 3, 12, 13, 17, 18, 21, X ve Y kromozomlarinda) gézlenen dizomilerin
toplam orani olarak ifade edildi. Olgu grubunda en sik 13 nolu kromozomun dizomisi
(%0.49) gozlendi ama kontrol grubu ile arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilmedi
(x*=3.521 p=0.061). Kontrol grubunda ise en sik 21 nolu kromozomun dizomisi (%0.38)
gozlendi ve olgu grubu ile arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilmedi (x*=0.219
p=0.639). Olgu grubu ile kontrol grubu arasinda 18 nolu kromozom dizomisi, XY dizomisi
ve toplam dizomi siklig1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark gozlendi (sirayla
x*=3.985 p=0.046, x’=5.159 p=0.023, x*=20.418 p=0.000) ve olgu grubunda bu dizomiler
daha yiiksek oranda tespit edildi. Her iki grupta da 21, 13 ve 17 nolu kromozomlarin
dizomisi sik gozlenen dizomiler olarak tespit edildi. Ayrica hem olgu hem de kontrol
grubunda 2 nolu kromozom dizomisi ve dizomi (X)+(Y) en az gozlenen dizomiler olarak

gozlendi.

Tablo 5. Olgu ve kontrol grubundaki dizomi oranlari.

OLGU GRUBU KONTROL GRUBU
KROMOZOM | DIZOMi ORANLARI (%) KROMOZOM | DiZOMI ORANLARI (%)

2 0.19 2 0.12

3 0.34 3 0.19

12 0.23 12 0.16

13 0.49* 13 0.30

17 0.43 17 0.28

18 0.26" 18 0.12

21 0.42 21 0.38

(X)+(Y) 0.17 (X)H(Y) 0.11

XY 0.39" XY 0.20
TOPLAM TOPLAM
DizoMmi DizoMmi

ORANI 0.69+" ORANI 0.46

*Olgu-2, olgu-10 ve olgu-22°de translokasyona karisan kromozomlardan biri 13 nolu kromozom
oldugundan, bu olgularin 13 nolu kromozomuna ait dizomiler dahil edilmedi.

a: p=0.000 (Kontrol grubundaki ayni kromozoma ait dizomi ile karsilastirildiginda)

b: p<0.05 (Kontrol grubundaki ayni kromozoma ait dizomi ile karsilastirildiginda)

Kontrol grubu, olgu grubu ve diger gruplardaki toplam dizomi oranlar1 Tablo 6’da

verilmistir (Tablo 6). Olgu grubundaki toplam dizomi orani kontrol grubundan daha
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yiiksek bulundu. Toplam dizomi orani en diisiik kontrol grubunda gozlendi. inv(9) tasiyict
grupta ise toplam dizomi orami diger gruplara gore anlamli derecede yiiksekti ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark vardi (x*=14.323 p=0.000). Ayrica
toplam dizomi orani bakimindan kontrol grubu ile olgu grubu, Robertsonian translokasyon
tasiyici grup, heteromorfizm tasiyici grup ve akrosentrik p+ tasiyici grup ile de istatistiksel
olarak fark gozlendi (sirastyla x’=20.418 p=0.000, x*=11.528 p=0.001, x’=13.914 p=0.000,
x’=5.054 p=0.025) (Tablo 8). Kontrol grubu ile resiprokal translokasyon tastyici grup
arasinda toplam dizomi bakimindan istatistiksel olarak fark gozlenmedi (x’=1.892
p=0.169). Resiprokal translokasyon tasiyict grup, Robertsonian translokasyon tasiyict
grup, heteromorfizm tasiyict grup, inv(9) tasiyict grup ve akrosentrik p+ tasiyict grup
aralarinda toplam dizomi oranlar1 bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark

gbzlenmedi (p>0.05).

Tablo 6. Kontrol grubu, olgu grubu ve diger gruplarda goriilen toplam dizomi oranlari.

Kontrol grubu 0.46
Olgu grubu 0.69*
Resiprokal translokasyon tastyict grup (Grup-1) 0.59
Robertsonian translokasyon tagiyici grup (Grup-2) 0.65*
Heteromorfizm tasiyici grup (Grup-3) 0.71
Inv (9) tastyict grup (Grup-4) 0.83
Akrosentrik p+ tastyici grup (Grup-5) 0.69

*0Olgu-2, olgu-10 ve olgu-22’de translokasyona karigan kromozomlardan biri 13 nolu kromozom oldugundan
bu olgularin dahil oldugu gruplarda toplam dizomi hesaplanirken bu olgulara ait dizomi 13 oranlart dahil

edilmedi.

Olgularda goriilen dizomi oranlar1 ayr1 ayr1 ve gruplar seklinde Tablo 7°de verilmistir
(Tablo 7). Resiprokal translokasyon tagiyici grubunda ve akrosentrik p+ tasiyict grubunda
dizomi (X)+(Y) oranlar yiiksek tespit edildi ancak istatistiksel olarak kontrol grubu ve
diger olgu gruplanyla arasinda fark yoktu (p>0.05). Robertsonian translokasyon tastyici
grupta dizomi 18 ve dizomi 3 oranlar1 yiiksekti ve istatistiksel olarak diger olgu gruplariyla
arasinda fark yoktu (p>0.05) ama kontrol grubu ile arasinda istatistiksel olarak fark vardi
(p<0.05). Ayrica XY dizomi orani inv(9) tasiyici grupta da yiiksek tespit edildi ama
kontrol grubu ve diger olgu gruplariyla arasinda istatistiksel olarak fark goézlenmedi

(p>0.005). Dizomi 2 oran1 da hem Robertsonian translokasyon tasiyicit grupta hem de
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akrosentrik p+ tasiyici grupta yiiksekti ve bunlardaki dizomi 2 oran1 kontrol grubu ve diger
olgu gruplanyla ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark tespit edilmedi (p>0.05).
Heteromorfik tastyic1 grupta diger gruplarla karsilastirildiginda herhangi bir kromozoma
ait yiiksek bir dizomi orani tespit edilmedi, ancak alt grubu olan inv(9) tasiyict grupta XY
dizomi (Robertsonian translokasyon tasiyict grup ile esit oranda XY dizomi mevcut),
dizomi 13, dizomi 21 ve dizomi 17 oranlar yiiksek tespit edildi ama diger olgu gruplariyla
arasinda istatistiksel olarak fark gdzlenmedi (p>0.05). inv(9) tastyic1 gruptaki dizomi 17
siklig1 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek olarak gozlendi (p<0.05).
Heteromorfik tastyici grubun diger bir alt grubu olan akrosentrik p+ tastyici grupta dizomi
(X)+(Y) (resiprokal translokasyon tasiyici grup ile esit oranda), dizomi 2 (Robertsonian
translokasyon tastyici grup ile esit oranda) ve dizomi 12 oranlari yiiksek olarak tespit edildi
ama kontrol grubu ve diger olgu gruplariyla arasinda istatistiksel olarak fark gézlenmedi
(p>0.05) (Tablo 7). Robertsonian translokasyon tasiyict gruptaki 3 olguda translokasyona
karisan 13 nolu kromozom oldugundan, bu grubun dizomi 13 orani hesaplanirken, 3
olgunun dizomi 13 oranlar1 dahil edilmedi.

Interkromozomal etkinin olup olmadiginin tespiti i¢in dizomi sayilar1 karsilastirildi.
Kontrol grubu her kromozomun dizomi orani i¢in ve toplam dizomi orani i¢in, dnce olgu
grubunun tamamu ile sonra olgularin alt gruplar ile, son olarak da her olgu ile ayr1 ayr
karsilagtirild1 (Tablo 8, 9 ve 10). Kontrol grubu ile olgu grubu arasindaki toplam dizomi
oranlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark tespit edildi (x*=20.418 p=0.000).
Dizomi (X)+(Y) mayoz II hatas1 sonucu olusmaktadir ve interkromozomal etki ise mayoz
I’de meydana geldigi kabul edilmektedir. Bundan dolay1 dizomi (X)+(Y) sayisin1 olgu ve
kontrol grubundan ¢ikararak aradaki anlamliliga tekrar bakildiginda, olgu grubu ve kontrol
grubu arasindaki istatistiksel fark hala vardi (x>=19.313 p=0.000). Tiim olgu grubuna ek
olarak, kontrol grubu ile olgulara ait alt gruplar ve olgular ayr1 ayr1 karsilastirildi. Toplam
dizomi sayilarinda istatistiksel olarak anlamli fark olan olgular ve olgulara ait gruplar
Tablo 8’de gosterilmistir (Tablo 8). Olgu grubu i¢inde olan resiprokal translokasyon
tastyici grup hari¢ diger gruplar (Robertsonian translokasyon tasiyict grup, heteromorfizm
tastyic1 grup, inv(9) tastyict grup ve p+ tastyict grup) ile kontrol grubu arasinda toplam
dizomi sayilar1 bakimindan istatistiksel olarak fark tespit edildi (Tablo 8 ve 10). Resiprokal
translokasyon tastyici grup, Robertsonian translokasyon tasiyict grup, heteromorfizm
tastyici grup, inv(9) tasiyict grup ve akrosentrik p+ tasiyict grup kendi aralarinda toplam
dizomi sayilar1 bakimindan ve diger kromozomlara ait dizomiler bakimindan

karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark gdzlenmedi (p>0.05).
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Tablo 7. Olgulardaki dizomi oranlart.

dizomi XY dizomi dizomi 18 dizomi 2 dizomi 12 dizomi 13 dizomi 21 dizomi 3 dizomi 17
GRUPLAR OLGU KARYOTiP (%) XX+YY (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
) 0-1 46,XY,t(9;14)(q21;q11) 0.50 0.17 0.17 0.16 0.33 0.20 0.20 0.20 0.40
RESIPROKAL 46,XY,t(6;15)(923;924)
TRANSLOKASYON O-11 XY,t(6;15)(q23;q 0.19 0.39 0.0 0.14 0.14 0.40 0.20 0.51 0.34
TASIYICI GRUP 0-12 46XY,t(5:11)(q11.2;p11) .16 0.16 0.33 0.14 0.14 0.40 0.40 0.38 0.38
(G:UP'“ TOPLAM 029  0.23* 0.18 0.15 0.20 0.33 0.27 037  0.37
n:
0-2 45,XY,t(13;14)(q10;910) 0.37 0.0 1.48a 0.16 0.49 1.57* 0.20 0.21 0.42
0-10 45,XY,t(13;14)(q10;910)  1.08a 0.22 0.22 0.20 0.20 1.23* 0.49 0.60 0.40
ROBERTSONIAN 5 55 45xvt(13;15)(a10,410)  0.19 0.0 0.19 0.20 0.20 3.27* 0.58 0.40 0.40
TRANSLOKASYON ' '
TASIVICI GRUP 0-5 45,XY,t(14;22)(q10,010) | 0.36 0.18 0.18 0.14 0.14 0.40 0.20 0.79c 0.60
(GRUP-2) 0-4 45XY,(15;22)(q10,q10) | 0.18 0.0 0.0 0.32 0.16 0.20 0.40 0.37 0.18
n=5
TOPLAM 0.42**  0.08 0.42**c 0.20** 0.24 0.30 0.38 0.48**c 0.40
0-13 46,X,Ygh- 0.19 0.39 0.0 0.20 0.20 0.59 0.40 0.19 0.37
0-21 46,Xinv(Y)(p11.2911.23) (36 0.36 0.18 0.28 0.14 1.55a 0.58 0.20 0.40
0-19 46,XY,inv(9)(p11912) 0.36 0.18 0.18 0.18 0.36 1.25a 0.54 0.37 0.56
0-14 46,XY,inv(9)(p11912) 0.32 0.16 0.16 0.18 0.0 0.20 0.60 0.18 0.90c
HETEROMORFIZM 5 15 46xv,inv(9)(p11412) 0.58 0.0 0.19 0.14 0.14 0.19 0.77 0.60  0.79c
TASIYICI GRUP
(GRUP-3) 0-18 46,XY,9gh+ 0.32 0.16 0.16 0.14 0.14 0.19 0.58 0.15 0.15
n=9 0-17 46,XY,21p+ 0.58 0.0 0.19 0.20 0.59c 0.40 0.20 0.21 0.21
0-9 46,XY,21p+ 0.42 0.0 0.84c 0.21 0.42 0.22 0.22 0.21 0.21
0-3 46,XY,22p+ 0.18 0.56¢ 0.0 0.20 0.20 0.40 0.59 0.20 0.78c
TOPLAM 0.37 0.22 0.24 0.19 0.23 0.45 0.50 0.25 0.49
0-14 46,XY,inv(9)(p11912) 0.32 0.16 0.16 0.18 0.0 0.20 0.60 0.18 0.90c
INVERSIYON 9 0-15 46,XY,inv(9)(p11q12) 0.58 0.0 0.19 0.14 0.14 0.19 0.77 0.60 0.79¢
TASIYICI GRUP )
(GRUP-4) 0-19 46,XY,inv(9)(p11912) 0.36 0.18 0.18 0.18 0.36 1.25a 0.54 0.37 0.56
n=3 TOPLAM 0.42** 0.12 0.18 0.17 0.17 0.58**  0.64** 0.38 0.76**c
0-3 46,XY,22p+ 0.18 0.56¢ 0.0 0.20 0.20 0.40 0.59 0.20 0.78c
AKROSENTRIK 0-9 46,XY,21p+ 0.42 0.0 0.84c 0.21 0.42 0.22 0.22 0.21 0.21
pl+) TASIVICI 0 46,XY,21 0.58 0.0 0.19 0.20 0.59 0.40 0.20 0.2 0.2
- +
GRUP (GRUP-5) 17 XY,21p 5 . 1 . .59¢ A4 . 21 21
n=3 TOPLAM 0.39 0.23** 0.23 0.20**  0.40** 0.34 0.34 0.20 0.41
iNVERSIYON 0-20 46,XY,inv(6)(p22q13) 1.19b 0.0 0.79¢ 0.17 0.34 0.55 0.37 0.31 0.31
TASIYICI GRUP
n=1

O:olgu, inv:inversiyon, p:kromozomun kisa kolu.

* dizomi 13 orani hesaplanirken dahil edilmedi,

** gruplarda dizomi oram yiiksek gozlenenler.

Kontrol grubu ile istatistiksel olarak fark gozlenen olgu ve gruplar a: p=0.000, b: p=0.001, ¢: p<0.05
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Tablo 8. Toplam dizomi sayilari bakimindan kontrol grubu ile istatistiksel olarak fark tespit edilen
olgularin ve gruplarin gosterimi.

OLGU ve 0-2 0-3 0-10 0-15 0-19 0-20 0-21 Rob translokasyon Heteromorfizm inv(9) Akrosentrik p+ Olgu
toplam dizomi taglyici grup taglyici grup taglyic grup tagiyicigrup  grubu
orani (%) 0.8 0.78 0.86 0.80 1.00 0.85 0.97 0.65 071 0.83 069 0.69
KONTROL deki

toplam dizomi**  0.46 0.46 046 046 046 046 0.46 0.46 0.46 0.46 046 0.46
orani (%) n=14

X 9.989 4.079 9.291 5.262 12.351 5.984 11.173 11.528 13.914 14.323 5.054 20.418
df 2 22 2 2 2 2 2 2 2 2 2
p 0.002 0.043 0.002 0.022 0.000 0.014 0.001 0.001 0.000 0.000 0.025 0.000

KG:kontrol grubu, O:olgu.
*QOlgularda, translokasyona karisan kromozomlardan biri 13 nolu kromozom oldugundan toplam dizomiye, dizomi 13 dahil edilmedi.
*%2.3,12, 13,17, 18, 21, X ve Y kromozomlarina ait dizomilerin toplam orani, toplam dizomi olarak ifade edildi.

Ayrica dizomi sikligina bakilan her kromozom icin olgu gruplar1 ve olgular ayri ayri
olarak kontrol grubu ile karsilastirildi ve istatistiksel olarak farkli olanlar Tablo 9°da verildi
(Tablo 9). Kontrol grubu ile olgu grubu arasinda XY dizomi ve dizomi 18 sikliginda
istatistiksel olarak fark tespit edildi (sirastyla x*=5.159 p=0.023 ve x’=3.985 p=0.046) ama
olgu grubunda XY dizomi orani yiiksek olan olgu-10 eger olgu grubundan ¢ikarilirsa,
kontrol grubu ile olgu grubu arasindaki fark ortadan kalkmakta (x*=3.537 p=0.060) idi.
Benzer sekilde olgu grubunda dizomi 18 orani yiiksek olan olgu-2 eger olgu grubundan
cikarilirsa, kontrol grubu ile olgu grubu arasindaki istatistiksel fark ortadan kalkmakta
(x*=0.942 p=0.332) idi. XY dizomi ve dizomi 18 sikligmi olgu grubunda anlamli kilan
sirayla olgu-10 ve olgu-2 bireylerdi ve iki olguda Robertsonian translokasyon tasiyici
grubuna ait olgulardi. Dizomi 2 ve dizomi 21 siklig1 bakimindan kontrol grubu ile olgu
grubu, olgu gruplar1 ve olgular ayr1 ayr1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark
gozlenmedi (p>0.05). Olgu gruplari (resiprokal translokasyon tasiyici grup, Robertsonian
translokasyon tasiyict grup, heteromorfizm tastyici grup, inv(9) tasiyict grup ve akrosentrik
p+ tastyici grup) incelenen kromozomlarda tespit edilen dizomi oranlari bakimindan kendi

aralarinda karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark gézlenmedi (p>0.05).
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Tablo 9. Kontrol grubu ile olgu grubu, gruplar ve olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli

bulunan dizomiler.
Robertsonian

0-2 0-3 05 09 O0-10 0-14 0-15 0-17 0-19 0-20 0-21 translokasyon

tagtyici grup

Dizomi 18 (XX)}{YY) 17 3 18 XY 17 17 12 13 XY 18 13 3 18
DiZOMi ORANI

(%) 148 0.56 078 079 084 108 090 079 059 125 119 079 155 048 042
KONTROLDEKI

DIZOMIORANI 015 011 028 019 012 020 028 028 016 030 020 012 030 019 0.2
(%) n=14

¥ 44587 7.044 3957 7.524 8160 13.888 6.281 4.123 4.750 13.286 10.600 7.764 20.452 5926 8.699
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

p 0.000 0.008 0.047 0.006 0.004 0.000 0.012 0.042 0.029 0.000 0.001 0.006 0.000 0.015 0.003
O:olgu

Her olgu ve olgu grubunda, istatistiksel olarak yiliksek bulunan dizomiler
gosterildi (Tablo 10). Dizomi sikligi bakimindan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, olgu-1, olgu-4, olgu-11, olgu-12, olgu-13, olgu-18,

inv(9)
tagiyici Olgu grubu
grup
17 XY 18

0.76 039 0.26
028 020 0.12

8.499 5.159 3.985
2 2 2

0.004 0.023 0.046

Tablo 10°da
olgu grubu
olgu-22 ve

resiprokal translokasyon tasiyict grup ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark

tespit edilmedi (p>0.05) (Tablo 10). Dizomi siklig1 kontrol grubundan farkli olmayan bu

yedi olgunun tigli resiprokal translokasyon tasiyicist [O-1=t(9;14), O-11=t(6;15), O-
12=t(5;11)], ikisi Robertsonian translokasyon tasiyicis1 [O-4=t(15;22), O-22=t(13;15)] ve

diger ikisinin ise heteromorfik tasiyicisi (O-18=9gh+ ve O-13=Yqh-) grubuna ait oldugu

gozlendi.
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Tablo 10. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda dizomi orani istatistiksel olarak yiiksek tespit

edilen olgular

OLGU

0-1

0-2

0-3

0-4

0-5

0-9

0-10

O-11

0-12

0-13

0-14

0-15

0-17

0-18

0-19

0-20

KARYOTIiP

46,XY ,4(9;14)(q21;q11)
45,XY t(13;14)(q10;q10)
46,XY ,22p+

45,XY ,4(15;22)(q10;q10)
45,XY t(14;22)(q10;q10)
46,XY 21pt

45,XY ,4(13;14)(q10;q10)
46,XY 1(6;15)(g23;924)
46,XY 4(5;11)(q11.2;p11)
46,X,Y gh-

46,XY ,inv(9)(pl1ql2)
46,XY ,inv(9)(pl1ql2)
46,XY 21p+

46,XY 9qgh+

46,XY ,inv(9)(pl1ql2)
46,XY ,inv(6)(p22q13)
46,X,inv(Y)(p11.2q11.23)

45, XY ,(13;15)(q10;q10)

Resiprokal translokasyon
tasiyici

Robertsonian traslokasyon
tasyici

Heteromorfizm tasiyict
Inversiyon 9 tas1yic1
Akrosentrik p+ tasiyici

Tiim olgular

KONTROL GRUBUNA GORE YUKSEK O LAN DiZO MiLER

herhangi bir kromozoma ait fark goriilmedi
toplam dizomi, dizomi 18

toplam dizomi, dizomi XX+YY, dizomi 17
herhangi bir kromozoma ait fark goriilmedi
dizomi 3

dizomi 18

toplam dizomi, XY dizomi

herhangi bir kromozoma ait fark goriilmedi
herhangi bir kromozoma ait fark goriilmedi
herhangi bir kromozoma ait fark goriimedi
dizomi 17

toplam dizomi, dizomi 17

dizomi 12

herhangi bir kromozoma ait fark goriilmedi
toplam dizomi, dizomi 13

toplam dizomi, XY dizomi, dizomi 18
toplam dizomi, dizomi 13

herhangi bir kromozoma ait fark goriilmedi
herhangi bir kromozoma ait fark goriilmedi
toplam dizomi, dizomi 3, dizomi 18
toplam dizomi

toplam dizomi, dizomi 17

toplam dizomi

toplam dizomi, XY dizomi, dizomi 18

ile bunlarda dizomi oram1 yiiksek bulunan kromozomlarin gosterimi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bireyde mevcut olan translokasyon veya yapisal yeniden diizenlenme sebebiyle,
translokasyona yada yeniden diizenlenmeye karismayan kromozomun mayoz I sirasindaki
ayrilamamas: olayma IKE denmektedir. IKE ilk defa 1963 yilinda Lejeune tarafindan
insanda tanimlanmistir  (49). Lejeune, translokasyona karisan kromozomlarin ve
homologlarinin, diger kromozomlarin segregasyonunu anormal sekilde etkileyebilecegini
One siirmiistiir (50). Lejeune, Down Sendromlu ¢ocuklarin babalarinda, dengeli resiprokal
translokasyon tastyicilik oranmin artmis oldugunu bildirmistir (50). Down sendromlu,
Turner sendromlu ve Klinefelter sendromlu cocuklara sahip babalarin spermlerinde
kromozom 21°de ve seks kromozomlarinda andploidi artigi oldugu bildirilmistir (25, 75,
76).

IKE olus mekanizmasi hakkinda bazi gériisler ileri siiriilmektedir. Sinaptonemal
kompleks caligmalar1 gosterdi ki, yapisal reorganizasyonun varligi pakitende eslesme
anomalilerine ve kiazma sayisinda azalmaya neden olarak andploidiye yol agabilmektedir
(56). Her nasilsa eslesmeyen bolgeler anafaz kontrol noktasinda karisikliga sebep oldugu
bildirilmektedir (77). Dengeli resiprokal translokasyon tasiyicilarinda, mayoz I profaz
pakiteninde olusan quadrivalent yapi, eslesmeyen (unpaired) bdlgelere neden olabilmekte
ve sinaps yapmayan (unsinapsed) segmentler olusmaktadir. Bu sinaps yapmayan
segmentler seks vezikiilii (X-Y bivalenti) ve diger otozomal bivalentleri etkileyebilecegi ve
mayotik arreste (durma) veya kromozomlarda ayrilamama olayinda artisa yol acabilecegi
ileri siiriilmiistiir (56). Insan genomunda yaklasik olarak 130 adet LCR mevcuttur. LCR’ler
arasindaki yiiksek niikleotid dizi benzerliginden dolayi, transloke olan kromozom
parcasindaki sinaps yapmayan bu bolgede olabilecek olan LCR’ler diger non-allelik
LCR’ler ile mayoz I profazda kars1 karsiya gelerek yanlis eslesmeye neden olarak
andploidiye neden olabilir.

Literatiirde, arastirmamizda incelenen resiprokal translokasyonlarin, translokasyon
bolgelerinin benzeri herhangi bir vaka iizerinde IKE c¢alismasi mevcut degildir. Bu ii¢
resiprokal translokasyon tasiyicisinda, analiz edilen kromozomlardaki andploidi oranlarin
bakimindan kontrol grubu ile arasinda fark gozlenmemistir (p>0.05). Resiprokal
translokasyon tastyicist grup ile kontrol grubu arasinda anodploidi oranlari bakimindan
istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0.05). Translokasyon tipi, hasta, kromozom ve
kirik noktanin pozisyonu IKE’i etkiledigi bildirilmistir (12, 55). Ayni translokasyonu

tasiyan hastalarda dizomi oranlar1 ve etkilenen kromozomlar farkli olabilmektedir.
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Down sendromlu ¢ocuklara sahip ailelerde resiprokal translokasyonun artmis insidansi
ailelerin ileri yasta ¢ocuk sahibi olmasindan kaynaklanabilmektedir (66). Clinkii resiprokal
translokasyon tastyicilarin partnerlerinin gebe kalmasinda ve gebeligi siirdiirmesindeki
zorluklar ileri yasta cocuk sahibi olmaya neden olabilmektedir. Ama Blanco ve
arkadaglarinin 1998 yilinda 17 Down sendromlu hastalarda ve babalarinda yaptigi
calismada, 17 babanin spermi dizomi 21 bakimindan incelenmis (25) ve iki babanin
sperminde dizomi 21 oraninda belirgin artis oldugu gosterilmistir. Babalarinin sperminde
dizomi 21 artis1 gozlenen bu iki olgudaki fazla kromozom paternal mayoz I ve paternal
mayoz II hatasindan kaynaklanmaktaydi. Diger Down sendromlu cocuklardaki fazla
kromozomun maternal mayoz ve post zigotik hatalardan kaynaklandigi rapor edilmistir.

Normal bireylerde, spermlerde andploidi oranlari arasinda bireysel farkliliklar tespit
edilmistir ve hatta ayni bireyin farkli zamanlarda verdigi Orneklerde bile andploidi
oraninda fark oldugu gosterilmistir (78). Ayni tanslokasyonu tasiyan olgularda da IKE’e
bakildiginda kisiler aras1 ve kromozomlar arasi ¢ok biiyiik farkliliklar gézlenmistir (62).
Bu farkliligin sebebi hasta se¢imindeki kriterlerin benzer olmamasi, hastalarin farkli
cografik alanlardan olmasi, semen Orneklerin alinmadan onceki cinsel perhiz siiresindeki
farkliliklar, FISH tekniginin ve problarin farkli olmasi, ayni skorlama kriterlerinin her
zaman uygulanmamasi olabilmektedir (57). Ayrica bu farklilik yeniden diizenlenen
kromozomun spesifik karakteri ile de iliskili olabilmektedir ve akrosentrik
kromozomlardaki satellit heteromorfizmi (a-satellit heteromorfizmi) o6rnek olarak
verilebilir (61).

Literatirde Robertsonian translokasyon tasiyict bireylerde de IKE arastirilmistir.
Robertsonian translokasyon tasiyicilarinda IKE olmadigini sdyleyen calismalar oldugu gibi
(39, 66, 79), IKE oldugunu sdyleyen calismalarda mevcuttur (60, 61). Arastirmamiza
katilan bes Robertsonian translokasyonlu tasiyicinin iigiinde IKE tespit edilmistir. Iki
olguda t(13;14) vard1 ve ikisinde de sirayla dizomi 18 ve XY dizomi oranlari, kontrol
grubu ile karsilagtinnldiginda istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger
olgumuz olan t(14;22)’de ise dizomi 3 orani, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Robertsonian translokayon tasiyici grupta
dizomi 3, dizomi 18 ve toplam dizomi oranlar1 kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek
gbzlenmistir (p<0.05). Robertsonian translokasyon tasiyici grupta dizomi 18 oranini
anlamli kilan bireyin, olgu-2 oldugu tespit edilmistir. Olgu-2, Robertsonian translokasyon
tagiyict gruptan ¢ikartildiginda, dizomi 18 oranmi bakimindan kontrol grubu ile arasinda

istatistiksel olarak bir fark olmadigi tespit edildi (p>0.05). Olgu-2’deki translokasyonun
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aynisina sahip olan olgu-10’da, dizomi 18 oraninin kontrol grubundan istatistiksel olarak
farkli olmamasi (p>0.05), IKE’de bireysel farkliligin varhigini goéstermektedir.
Robertsonian translokasyon tasiyict grup XY dizomi orani en yiliksek olan gruptu ama
kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak fark tespit edilmedi
(p>0.05). Morel ve arkadaslar1 (2001) t(13;14) tasiyan ii¢ hastada yaptig1 ¢calismada dizomi
8, 18, 21 ve XY dizomi oranlarinin kontrol grubundan yiiksek oldugunu bulmustur (60).
Morel ve arkadaslarinin (2001) yaptig1 ¢alisma ile mevcut ¢alismamizin her ikisinde de
dizomi 18 ve XY dizomi oranlari yiiksek bulunmustur (60). Ama calismamizda
Robertsonian translokasyon tasiyici grubun dizomi 21 orani kontrol grubu ile esit
bulunmustur. Literatiirde diger caligmalarda da Robertsonian translokasyon tastyicilarinda
seks kromozom dizomi oranlar yiliksek bulunmustur (12). Anton ve ark. (2004) yaptig
calismada 7 Robertsonian translokasyon tasiyicisinin ikisinde seks kromozom dizomi
oranlarinin kontrol grubundan daha yiiksek oldugunu tespit etmistir (61). Ancak gozlenen
bu andploidileri dizomi X, dizomi Y ve XY dizomisi olarak siniflamamistir. XY dizomisi
mayoz | hatasindan, dizomi X ve dizomi Y ise mayoz II hatasindan kaynaklanmaktadir.
IKE’in ise yapisal diizenlenme sebebiyle, bivalentler arasinda olmamasi gereken
heterosinapsin olugmasi sonucu meydana geldigi yoniinde fikirler vardir (55) ve
heterosinaps mayoz I’de olusmaktadir. Dolayisiyla IKE’den bahsedebilmek igin olusan
hatanin mayoz I’de olmasi gerekmektedir (55). Baz1 calismalarda (61) ise dizomi X,
dizomi Y ve XY dizomilerinin tek bir baslik altinda toplanmasi, IKE ile ilgili yapilan
caligsmalarda bir standardin olmadigini gostermektedir.

Robertsonian translokasyon tasiyicilarinda, mayoz I profaz pakiteninde olusan trivalent
yap1 eslesme bozukluklaria ve/veya kiazma sayisinda azalmaya sebep olarak IKE’e neden
olabilmektedir. Sinaptonemal kompleks c¢aligmalarinda kiazma sayisinin azalmasi ve
yoklugunda ya anéploidi frekansinin arttigi ya da mayotik arreste ugradigi gosterilmistir
(16, 23, 36). Ayrica IKE mayoz I boyunca seks vezikiilii ile transloke olan kromozomlar
arasinda meydana gelen heterosinaps formasyonu ile de acgiklanmaktadir (55). Mayoz I
profazinda seks vezikiili ile trivalent yapidaki fiizyon yapmamis akrosentrik
kromozomlarin p kolu ile aralarinda rastgele olmayan bir iliski gézlemlenmistir (37, 80,
81). Elektron mikroskop calismalari, olusan heterosinaps oranlarinin translokasyondan
translokasyona farkli oldugu gdsterilmis ve ayni translokasyonu olanlarda bu oranin daha
tutarll oldugu gériilmiistiir. Bu da IKE’in translokasyon tipine bagli oldugunu gosterir
hipotezini 6ne siirmiiglerdir (56). Seks vezikiilii ve transloke olan kromozomlar arasinda

olusan heterosinaps formasyonuna bagli IKE olduguna dair yeterli kanit bulunmamaktadir.

54



Sinaptonemal kompleks c¢aligmalarinda 15 nolu kromozom sinaptonemal kompleksi ve 21
nolu kromozom sinaptonemal kompleksi ile seks vezikiilii arasinda yakin bir iligki
gosterilmistir (82) ve bunun da 15 ve 21 nolu kromozomlarin kisa kollar1 ile Y
kromozomun q kolundaki sekans homolojisinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (82).

Olgu grubumuzda herhangi bir gruba dahil etmedigimiz inv(6) tasiyicisinda dizomi 18,
XY dizomi, toplam dizomi oranlar1 kontrol grubundan istatistiksel olarak yiiksek
gbzlenmistir (p<0.05). Literatiirde farkli kromozomlara ait inversiyonu olan tasiyicilarda
IKE arastirilmistir ve bazi galismalarda IKE’in olmadig1 sonucuna varilirken (83, 84, 85)
bazi ¢alismalarda ise IKE’in var oldugu sonucuna varilmistir (86). Anton ve ark. (2002)
inv(6) tasiyicisinda 18, X ve Y kromozom andploidisini incelemis ve bulunan dizomi
oranlarinin kontrol grubundan farkli olmadigini tespit etmistir (87) ama bu durum
incelenen inv(6) tasiyicisi bireydeki kirik noktalarinin, olgumuzdaki (olgu-20°deki) kirik
noktalar1 ile benzer olmamasindan kaynaklanabilmektedir. Calismamizda {i¢ olgudan
olusan inv(9) tastyict grubundaki dizomi oranlarini ayri ayri ve inv(9) tasiyici grup olarak
kontrol grubu ile karsilastirdik. Inv(9) tastyicilarinin birinde dizomi 13, diger ikisinde ise
dizomi 17 oranlar1 istatistiksel olarak yiiksek gdzlenmistir (p<0.05). Inv(9) tasiyict
grubunda ise dizomi 17 ve toplam dizomi oranlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak yiiksek gozlenmistir (p<0.05). Literatiirde inv(9) tasiyicilarinda dizomi
oranlar1 incelenmistir ve IKE tespit etmeyen calismalar oldugu gibi (56, 88), IKE var diyen
calismada mevcuttur (13).

Literatirde daha o6nceden akrosentrik p+ tastyict grupta IKE’in varlig
arastirtlmamistir. Calismamizda ise akrosentrik p+ tasiyici ii¢ olgu vardir ve bunlardaki
dizomi oranlar1 ayr1 ayr1 ve akrosentrik p+ tasiyict grup olarak kontrol grubu ile
karsilagtirildi. Calismamizdaki ii¢ olguda da (olgu-17, olgu-3 ve olgu-9’da) farkl
kromozomlara ait (12, 17 ve 18 nolu kromozomlara ait) dizomi oranlart istatistiksel olarak
yuksek gozlenmistir (p<0.05). Akrosenrik p+ tasiyici grupta toplam dizomi oranlar
istatistiksel olarak yiiksek gozlenmistir (p<<0.05). Ayrica bu grupta XY dizomisi yiiksek
olmasimna ragmen, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark
gbzlenmemistir (p>0.05).

Heterokromatin bolgesi 1g ipligi baglanmasinda, kromozom hareketinde, mayotik
eslesme ve kardes kromatid kohezyonunda temel rol oynayan yapilardir (42). Bundan da
Ote cevresel strese cevap olarak insan genomundaki konstitutif heterokromatin bolgelerinin
transkripsiyonel aktivasyonu meydana gelebilmektedir (48). Heterokromatin bolgeleri

hiicre tipine spesifik olarak niikleer laminada toplanir, genomdaki transkripsiyon olarak
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aktif bolgeler, niikleus i¢ine dogru loop olusturur (89). Heterokromatin bdlgelerin
sitogenetik karakteristigi tekrarlayict sekanstan yogun olmasidir (90) ve mayozda geg
eslesme yaptig1 bilinmektedir (91). Non-sentromerik heterokromatin bolgeler sinapsa geg
girerek boliinmenin zamanini degistirebilmekte ve mayotik hataya neden olabilmektedir
(82). Kromozomlarin kendi i¢indeki ilmek (loop) ve diger kromozomlar arasindaki
kopriiler (bridge) sayesinde genomda diger lokuslar ile fiziksel etkilesimi siirdiirmektedir
(89). Bu etkilesim transkripsiyonun ekspresyon hizini ve siiresini degistirmektedir. Tek
niikleotid degisikliklerinin (single niikleotid polimorfizm-SNP) genomun farklh
yerlerindeki ilmekleri artirarak veya azaltarak etki gosterebildigi bildirilmistir (89).
Dolayisiyla heterokromatin yapidaki degisiklikler de kromozomlar arasi ilmek ve kopriileri
etkileyebilerek mayozda degisiklige sebep olabilir. Mayoz boyunca 9qh bolgesi
akrosentrik kromozomlarla etkilesebilmekte ve bu iliskide bazi perisentrik inv(9)
tagiyicilarinda akrosentrik kromozom dizomi insidansinda artisa sebebiyet verebilmektedir
(92). Insandaki 9p12 ve 9q13-21.1 bantlar1 akrosentrik kromozomlarm kisa kollar1 ile
niikleotid dizilerinde belli bir homoloji gostermektedir (93). Mevcut calismamizda inv(9)
tasiyict grupta 13 ve 21 nolu kromozomlara ait dizomi oranlari ¢ok yiiksek olmasina
ragmen kontrol grubu ile arasinda istatistiksel olarak fark gézlenmedi (p>0.05). Bu durum
az bir oranda IKE’e neden olabilir. inverte olan segmentin biiyiik olmas1 (>100 Mb yada
kromozomun %350’sinden fazlasini icermesi durumunda) segregasyonda rekombinant
gamet olusumunu artirmaktadir (32). Benzer durum IKE iginde gecerli olabilir yani inverte
olan segmentin biiyiikliigii IKE’i etkileyebilmektedir (86). inv(9) tasiyict siklig1 ile ilgili
yapilan bir ¢alismada disi fetiislerde erkek fetiislere oranla tasiyicilik daha fazla oranda
tespit edilmis (94) ama infertil bireylerde ise erkeklerdeki inv(9) tasiyicilign fazla
gozlenmistir (95). Bu inv(9)’'un mayozda bir sekilde degisiklige neden oldugunu
gostermektedir. Heteromorfik grupta yer alan 9qh+ tasiyicisinda ise analiz edilen
kromozomlar igin herhangi bir IKE gézlenmedi, ama bu olguda analiz edilen kromozomlar
arasinda dizomi orani en yiiksek kromozom, 21 nolu kromozom olarak bulundu. Spesifik
kromozomlardaki heterokromatin  bolgedeki  kiiciik  degisiklikler, daha biiyilik
degisikliklerdeki etkinin aynisini yapmayabilir (13). Calismamizdaki 9gh+ tasiyicisindaki
heterokromatin biiyiikliigii IKE olusturabilecek biiyiikliikte olmayabilir.

Kromozom boyutu ile spermlerdeki andploidi oraninin dogru orantili oldugunu bildiren
calismalar olsa da (55), kiiclik kromozomlar ve seks kromozomlari andploidiye daha

yatkindir (23, 65). Calismamizda hem kontrol grubunda hem de olgu grubunda kii¢iik

56



kromozomlarin ve seks kromozomlarin andploidi oraminin daha yiliksek oldugu
goriilmiistiir.

Olgu grubu ile kontrol grubunun semen analizleri karsilastirildiginda viabilite, say1 ve
morfoloji degerleri arasinda istatistiksel olarak fark gozlendi (p<0.05). Yapisal
kromozomal anomalisi olan erkeklerin semen parametreleri genellikle anormal oldugu
bilinmektedir. Olgu grubumuzdaki andploidi oranida kontrol grubundan fazla tespit edildi.
Dolayisiyla tespit edilen andploidi, ger¢ekten IKE’in bir sonucu mu yoksa anormal semen
parametresinin bir sonucu mu oldugu belirlenememektedir. Yeniden diizenlenme olsun ya
da olmasin zayif semen parametreleri ile artmig sperm anodploidisi arasindaki iliski mayotik
karisikligin gostergesi olarak goriilmektedir.

Flouresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi 1990°lh yillarda spermlerdeki
kromozomal anomalilerin tespitinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir ve sperm
niikleuslarinda kromozomlarin spesifik olarak tanimlanmasina izin vermektedir. FISH
teknigi hizli, giivenilir olmasi ve teknik olarak ¢ok sayida spermatozoa incelenmesine izin
vererek elde edilen istatistiksel verinin daha gilivenilir olmasina olanak saglamistir.
Literatiirde bazi1 ¢aligmalarda FISH teknigi ile smirli sayida kromozom inceleyerek IKE’in
olmadig1 belirtilmektedir, ancak ayni diizenlenmeye sahip tasiyicilarda bile farkli
kromozomlar1 tutan IKE goriilebilmektedir. Bunun igin ¢alismalarda daha fazla sayida
kromozom incelenirse daha giivenli sonuclar elde edilebilecektir.

Sonug olarak olgu grubu ile kontrol grubu arasinda XY dizomi ve dizomi 18 oraninda
IKE tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgu genel bir bulgu olarak degerlendirilmemelidir.
Ciinkii ayn1 anomaliyi gdsteren vakalar arasinda IKE bakimindan fark goriilmektedir. Bu
nedenle bu farkliliklarin mekanizmasin1 ortaya koyacak c¢aligmalar planlanmast
gerekmektedir. IKE’in olus mekanizmasim anlamak igin sinaptonemal kompleks
caligsmalar1 ve kromozom varyantlarinda molekiiler genetik ¢alismalar yapilmalidir. Ayrica
semen profilini etkileyen faktorlerin sperm genomunda ne derece etkili oldugu ortaya
konmalidir. Tiim bu veriler beraber degerlendirildiginde elde edilecek bulgular ile klinik
olarak riskli ¢iftler i¢in saglikli bir bebege sahip olma sansi hakkinda kisisel bir risk

belirleme 6n goriilebilecektir.
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6. OZET

Amacg: Yapisal kromozomal diizensizlik tasiyicis1 olan erkek bireylerin sperm
niikleuslarinda interkromozomal etkinin varliginin arastirilmasi.

Gerec¢ ve yontem: Yapisal kromozomal diizensizlik tasiyicist olan 18 erkek birey (olgu
grubu) ile yapisal kromozomal diizensizlik tasiyict olmayan 14 fertil erkek bireyin (kontrol
grubu) sperm niikleuslarinda, floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemiyle kromozom
2,3,12,13,17, 18, 21, X ve Y dizomisi degerlendirildi.

Bulgular: Toplam 71194 sperm analiz edildi (olgu grubunda 38757, kontrol grubunda
32437). Olgu grubundaki 11 bireyde analiz edilen kromozomlarin az biri i¢in dizomi orani
yiiksek tespit edildi (p<0.05). Resiprokal translokasyon tasiyici grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda dizomi oranlar1 arasinda fark gozlenmedi (p>0.05). Robertsonian
translokasyon tastyici grupta, heteromorfik tasiyici grupta ve bu gruplarin bazi olgularinda
dizomi oranlar1 yiiksek olarak tespit edildi (p<0.05). Olgu grubunda dizomi 18, XY
dizomisi ve toplam dizomi oranlarinin yiiksek oldugu gozlendi (p>0.05).

Sonug¢: Yapisal kromozomal diizensizlik tasiyicisi olan erkek bireylerde interkromozomal
etkinin oldugu bulunmustur. Ayni yapisal diizensizligi tasiyan bireylere baktigimizda
etkilenen kromozomlarn ve dizomi oranlarmin farkli oldugu goézlenmistir. Gozlenen
interkromozomal etki yapisal kromozomal diizensizligin tipine, diizensizligin oldugu

kromozoma ve hastaya bagli olarak degismektedir.

Anahtar kelimeler: Interchromosomal effect, FISH, sperm, meiosis
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7. ABSTRACT

Investigation of interchromosomal effect in sperm nuclei of male carrier with structural

chromosomal rearrangement by using FISH technique

Objective: To investigate the occurance of aneuploidy on sperm nuclei due to the
interchromosomal effect in male carrier with structural rearrangement.

Material(s) and method(s): The study consist of 18 infertile men who have structural
chromosomal rearrangements and 14 infertile males who are normal phenotype and no
chromosomal rearrangements. Semen analysis and cytogenetic study were done in all cases
by using Kruger’s strict criteria and conventional cytogenetic analysis, respectively. In
order to carry out the aneuploidy frequency, conventional dual color and triple color
fluorescence in situ hybridization (FISH) with chromosomes 2, 3, 12, 13, 17, 18, 21, X
and Y were done. Data were analysed by using x” test.

Result(s): A total of 71194 sperm nuclei for both cases and controls (38757 for cases and
32437 for controls) were analyzed. At least one chromosome disomies were determined in
case group of 11 individuals (p<0.05). There was no difference dizomy rates between
control group compared with the reciprocal translocation carriers group (p>0.05). Some
cases but not all have high percentage of disomy of different chromosomes in
Robertsonian translocation carriers group and heteromorphic carriers group (p<0.05).
Specifically dizomy rates was high for chromosome 18, sex chromosome (XY dizomy)
and all other chromosome aneuploidies in case group (p<0.05).

Conclusion(s): Interchromosomal effect was found in male carrier with structural
chromosomal rearrangement. When we compared dizomy rates and affected chromosomes
at the individuals who carrying the same structural rearrangement that were different each
other. Observed interchromosomal effect was depend on patient, chromosome and type of

chromosomal rearrangement.

Key words: Interchromosomal effect, FISH, sperm, meiosis
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10. EKLER

10.1 C-BANTLAMA (Ek-1)
Damlatma yapilan ve belli bir kuruma silirecinden gegen preparat sirasiyla;
1- 0.2 M’lik HCI’de 20 dakika calkalanir. (0.2 M HCI hazirlamak i¢in 100 ml distile suya
1.66 ml HCI eklenir)
2- Ug ayn distile suda ¢alkalanir. Preparat kendi kendine kurumaya birakilir.
3- Oda sicakliginda NaOH (sodyum hidroksit) ile 50 saniye ¢alkalanir.
4- Ug ayr1 kapta bulunan 2xSSC iginde sirayla galkalanr.
5- Iginde 2xSSC bulunan salenin igine preparat konur ve 65°C’de 4 saat inkiibe edilir.
6- Sonra sirastyla 2 adet %70’lik etanol ve 3 adet %90’lik etanolde ¢alkalanir. Preparat
kendi kendine kurumaya birakilir.
7- Soransende calkalanir ve i¢inde %5’lik giemsa bulunan salede 40 dakika boyanur.
8- Distile suda calkalanir ve kendi kendine kurumaya birakilir.

9- Son asamada preparatin lizeri entellan ve lamel ile kapatilir.

10.2 NOR-BANTLAMA (Ek-2)
Damlatma yapilan ve belli bir kuruma silirecinden gegen preparat sirasiyla;
1- Calisma karanlik odada yapilir.
2- 5 gr AgNO3 (glimiis nitrat) ile 10 ml distile su i¢inde ¢ozdiirtiliir.
3- Daha sonra giimiis nitrat soliisyonu siiziiliir.
4- Petri kabi i¢ine nemli kurutma kagidi konulur.
5- Preparat petri kaba konur ve {izerine giimiis nitrat soliisyonu damlatilir. Uzeri lamel ile
kapatilir.
6- Petri kutusu aliiminyum folyo ile sarilir ve 37°C’de etiivde 36 saat inkiibe edilir.
7- Distile su ile yikanir, lamel uzaklastirilir.
8- %2’lik giemsa soransen soliisyonunda 10 saniye yikanir ve kurumaya birakilir.

9- Son olarak preparatin iizeri entellan ve lamel ile kapatilir.
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