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OZET

Miilleryan Aplazi (MA), diger adlariyla Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH)
Sendromu, Konjenital Uterus ve Vajina Yoklugu (CAUV; OMIM 277000); fallop
tiipleri, uterus ve vajinanin iist 2/3'liniin konjenital aplazisi ile karakterize bir hastaliktir.
izole tip olan tip 1 ve renal, kardiyak, iskelet ya da isitme anomalilerinin eslik ettigi tip 2
Miilleryan aplazi olmak tizere iki grupta siniflandirilmaktadir. MA’nin insidansi,
kadinlarda 1/4500 olarak belirlenmistir. Poligenik ve multifaktoryal oldugu diisiiniilen
hastalikla ilgili aday gen calismalar1 sonugclari, heniiz hastalifin genetik etiyolojisini
tanimlamak icin yeterli degildir. Kopya sayis1 varyasyonlar1 (CNV) olarak tanimlanan
genomik mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlarin belirlenmesi, hastalikla iliskili yeni
aday genlerin belirlenmesi agisindan son derece Onemlidir. Calismamiza Miilleryan
aplazi tanil1 66 olgu dahil edilmistir. Olgularin konvansiyonel sitogenetik analizi sonucu,
hastalik etkeni olabilecek bir kromozomal abnormalite saptanmamistir. 19 hastanin
genomik DNA’s1, Affymetrix Cytoscan HD mikrodizin platformu ile CNV agisindan
taranmistir. Dort hastada 1p31.1, 13p14.11 bolgelerinde mikroduplikasyon, 16p11.2,
16p13.3, Xq25 bolgelerinde mikrodelesyon saptanmistir. CNV saptanan hastalarin
tamami tip 1 Miilleryan aplazi tanihidir. Hastalikla iliskili olabilecek resesif varyasyon
bolgelerinin belirlenmesi i¢in homozigosite analizi yapilmistir ancak, ortak bir
homozigot bolge tespit edilememistir. CNV c¢alismalarinin yani sira, hastalikla bugiine
kadar en iyi iliskilendirilen Wingless-type MMTV integration site family, member 4
(WNT4, NM_030761.4) geni ve belirlenen olas1 aday genlerin dizi analizi ¢alismalari
yapilmistir. Toplamda 12 genin tiim ekzonlar1 ve ekzona yakin intronik bolgelerin dizi
analizinin yapildig1t c¢alismamizda, Hepatosit Niiklear Faktor 1 beta (HNF1B,
NM_000458.2) geni intron 2 bdlgesinde €.545-49 50insTGTC (n=5), intron 8
bolgesinde €.1535+47_48insC (n=5) ve LIM Homeobox 1 (LHX1, NM_005568.3)
ekzon 5 bolgesinde ¢.1162G>T (p.Ala388Ser) (n=5) varyasyonlar1 saptanmigtir. Aile
bireylerinin ilgili varyasyonlar agisindan taranmasi ile, saptanan varyasyonlarin ailesel
gecis gosterdigi  bulunmustur. Ek olarak, LHX1 geninde saptanan p.Ala388Ser
varyasyonunun, SIFT analizi aracilifiyla protein fonksiyonu flizerine etkisi, “tolere
edilebilir” olarak bulunmustur. Ayrica, Family with Sequence Similarity 190, Member
A (FAM190A/KIAA1680, NM_001145065.1) ve Katenin Alfa 3 (CTNNA3,
NM_013266) genlerinde, sirasiyla ¢.2117A>G (p.Lys706Arg) (n=1), c.1732+13C>T
(n=1) varyasyonlar1 saptanmistir ancak varyasyonlarin dogrulanmasi gerekmektedir.
Miilleryan aplaziden sorumlu gen ya da genlerin bulunmasi ile ilgili ¢aligmamiz devam
etmektedir. Daha ¢ok sayida Miilleryan aplazili bireyde yapilacak CNV analizi,
homozigosite haritalamasi ve olast aday genlerin dizi analizi, hastaligin molekiiler
temellerinin aydinlatilmas: acisindan 6nem kazanmaktadir. Elde edilecek bulgular,
konjenital kadin ireme sistemi anomalilerinin tan1 ve tedavisine yardimci olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Miilleryan aplazi, CNV, Aday gen, Dizi analizi
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ABSTRACT

Miillerian Aplasia, in other words Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser Syndrome or
Congenital Absence of Uterus and Vagina (CAUV; OMIM 277000) is characterised by
congenital agenesis of uterus, cervix and upper two-thirds of the vagina which is the
second most common cause of primary amenorrhea. Miillerian aplasia is classified in
two groups; type 1 is isolated form, type 2 is syndromic form accompanied by renal,
cardiac, skeletal and hearing anomalies. The incidence of the disease is determined as
1/4500. Candidate gene analysis studies are still insufficient to reveal genetic etiology of
Miillerian aplasia which is thought to be polygenic and multifactorial. Detection of copy
number variations (CNVs) including genomic microduplications and microdeletions is
extremely important in terms of determining new candidate genes related to the disease.
In our study, 66 patients who were diagnosed with Miillerian aplasia were included.
There is no chromosomal abnormality which may contribute to the disease. Genomic
DNA of 19 patients were screened for revealing CNVs by Affymetrix Cytoscan HD
microarray platform. Microduplications at 1p31.1, 13p14.11 and microdeletions at
16p11.2, 16p13.3, Xg25 were detected in four patients who were diagnosed with type 1
Miillerian aplasia. Homozygosity analysis was performed to reveal genomic regions that
have susceptibility for recessive variations. But, there is no common region detected.
Wingless-type MMTYV integration site family, member 4 (WNT4, NM_ 030761.4) is the
only well-characterized causative gene for Miillerian aplasia. Sequence analysis of
exonic and intronic regions close to exon boundaries of WNT4 and possible candidate
genes (total number of 12 genes) was performed. Variations of ¢.545-49 50insTGTC
(n=5) in the intron 2, ¢.1535+47_48insC (n=5) in the intron 8 of the Hepatocyte Nuclear
Factor 1 beta (HNF1B, NM_000458.3) gene and ¢.1162G>T (p.Ala388Ser) (n=5) in the
exon 5 of the LIM Homeobox 1 (LHX1, NM_005568.4) gene were detected. Familial
transmission of the detected variations has been found by screening the family members.
In addition, effect of the p.Ala388Ser variation in the LHX1 gene on protein function
was predicted "tolerable” by SIFT analysis. ¢.2117A>G (p.Lys706Arg) (n=1) and
€.1732+13C>T (n=1) variations were detected respectively in the Family with Sequence
Similarity 190, Member A (FAM190A/KIAA1680, NM_001145065.1) and Catenin
Alpha 3 (CTNNA3, NM_013266) genes also, but these variations need to be confirmed.
Our study on identification the gene or genes related to the Miillerian aplasia is still
going on. Performing CNV analysis, homozygosity mapping and sequence analysis of
possible candidate genes in a larger group of individuals with Miillerian aplasia is
important for the elucidation of the molecular basis of the disease. Final data may help
in the diagnosis and treatment of congenital female reproductive system anomalies.

Key Words: Mullerian aplasia, CNV, Candidate gene, Sequencing analysis
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GIRIS

Insanlarda yasamm idame ettirilmesi igin gerekli olan sistemlerden biri, iireme
sistemidir. Diger organ sistemleri gibi, lireme sisteminin embriyonel donemde gelisimi
iyl organize biyolojik mekanizmalar ile ger¢eklesmektedir. Bu organizasyondaki
aksamalar basta infertilite olmak iizere, 6liimle sonuglanan komplikasyonlara sebebiyet
verebilmektedir (1). Genital sistemin embriyonel donemde gelisim bozukluklariyla
ortaya ¢ikan Miilleryan kanal anomalileri, iireme potansiyelini diisiirmekte ya da
tamamen ortadan kaldirmaktadir. Miilleryan kanalin hi¢ olusmamasi ile karakterize olan
Miilleryan aplazide iireme potansiyeli kaybolur. Bu hastaliktan etkilenmis bireylerin
ovumlari in vitro fertilizasyon ile ddllenip, tastyict bireylere implante edilmesiyle, hasta
bireylerin ¢ocuk sahibi olmalar1 saglanir (2). Ulkemizde ilk defa Agustos 2011 yilinda,
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi’nde uterus transplantasyonu yapilmis, bireyin gebe
kalma calismalar1 halen devam etmektedir. Disi populasyonda, konjenital iireme sistemi
malformasyonlarinin insidans1 %1-5 olmasina kargin fertil bireylerde bu oran %6.5’¢
cikmaktadir (3). Disi genital malformasyonlarindan olan Miilleryan aplaziler, disi
bireylerde fertilite ve menstruasyon anomalilerine sebep olan i¢ genital yapidaki
gelisimsel bozukluklardir (4, 5). Amerikan Tibbi Ureme Dernegi’nin (ASRM)
simiflandirma  sistemine gore disi  genital malformasyonlar yedi grupta
degerlendirilmektedir. Total ya da kismi olarak Miilleryan kanallarin agenezi ile
karakterize Miilleryan aplazi, sinif I grubunda yer almaktadir (6).

Milleryan  aplazi, Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH)  Sendromu
(OMIM#277000) ya da Konjenital Uterus ve Vajina Yoklugu (Congenital Absence of
Uterus and Vagina / CAUV) olarak da adllandirilmaktadir. Fallop tiipleri, uterus ve iist
vajinanin 2/3'linilin konjenital aplazisi ile karakterize bir hastaliktir. Di1g genital yap1
normal disi goriinimiindedir. Hastaliktan etkilenmis bireylerin, sitogenetik bulgular
normal disi karyotipinde, addlesan donemlerinde sekonder seks karakter gelisimleri ve
over islevleri normaldir. Nadir gézlenen bu hastaligin insidansi, 4500 dogumda 1°dir (7).
Olgular ¢ogunlukla addlesan donemde primer amenore sikayeti ile klinige
basvurmaktadir. Primer amenorenin, gonadal disgenezisden sonra goriilen, ikinci en sik
nedenidir.

Calismamizda genetik kokeni heniiz tam olarak aydinlatilamamis Miilleryan
aplazinin gelisiminden sorumlu olabilecek aday genlerin tanimlanmasi amaglanmistir.
Genomik c¢alismalarin hizla devam ettigi bu donemde arastirma projemiz, uterus ve
vajinanin  gelisimsel abnormalitelerinin molekiiler patogenezinin aydinlatilmasina
onemli katki saglamaktadir. lgili genlerin tanimlanmas, klinik tani ile beraber, genetik



risklerin ve genetik heterojenligin daha iyi degerlendirilmesine, genotip-fenotip
iligkisinin anlagilmasina ve yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesine yol ag¢ma
potansiyeli agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Genel olarak bakildiginda, 2001 yilindan bu yana Miilleryan aplazili bireyler
tizerinde sinirh sayida genetik ¢alisma yapilmis ve halen hastalikla iliskili olabilecek gen
ya da genomik bolgeler aydmlatilamamistir. Bilindigi gibi, hastaliklardan sorumlu
genlerin tanimlanmasi, hastaliklarin patofizyolojisinin aydinlatilmasi ve normal insan
gelisim Dbiyolojisi ile ilgili bilinmeyenlerin agiga ¢ikarilmasi agisindan son derece
Oonemlidir.

Aragtirma projemizde test ettigimiz hipotez, Miilleryan aplazinin molekiiler
patogenezinden sorumlu olan gen ya da genlerin, hastaliktan etkilenmis olgularda tespit
edilebilecek, dengeli/dengesiz kromozomal yeniden diizenlenmelerle sonuglanan
kromozomal kirik noktalarinda ve kopya sayist varyasyonlarmin (mikrodelesyon ve
mikroduplikasyon) belirlendigi genomik bolgelerde lokalize oldugudur. Projemiz
kapsamindaki olgulara ilk yaklasimimiz kromozomal abnormalite varliginin
sorgulanmasidir. Bu nedenle biitiin olgularin periferal kan Ornekleri alinarak,
konvansiyonel yontem ile sitogenetik analizleri yapilmistir. Kromozomal abnormaliteler,
hastaliklarin ~ genetik  kokeninin aydinlatilmast  acgisindan  olduk¢a  Onemlidir.
Kromozomal kiriklar, delesyon ya da duplikasyon etkisi ile gen dozaj degisimine,
monoallelik delesyon ile komplementer DNA dizisindeki resesif mutasyonlarin patolojik
etki gOstermesine, gen flizyonu ile kimerik genlerin olusumuna ve gen regilator
elementlerin bozulmasi ile gen ekspresyon diizeyinin degisimine yol acarak hastalik
fenotipine yol acabilmektedir (8). Dolayisiyla kirik noktalarindaki genler, hastalikla
iligkili aday genler olabilme potansiyelini tagimaktadir. Kromozomal aberasyonun
belirlenmesini  takiben bu genlerin pozisyonel Kklonlanmasi ve haritalanmasi
gerekmektedir. Ayni fenotipte, kromozomal olarak normal hastalarda bu yolla genlerin
detayli incelenmesi ile gen-hastalik iligkisinin kurulmasi miimkiin olabilecektir.
Projemizde, ikinci yaklasimimiz, sitogenetik abnormalite saptanmayan olgularda,
submikroskobik Kopya Sayisi Varyasyonlarinin (CNV) belirlenmesi olmustur. Elde
edilen CNV verileri giincellenmis veritabanlar1 ile karsilastirilmistir.  Miilleryan
gelisimde rol alabilecek genleri iceren aday genomik bolgeler saptanmustir.

Ulkemizde CNV degerlendirmelerine yonelik c¢alismalara yeni baslanmistir.
Universitemiz biinyesinde ¢ipe dayali Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (CGH) ya
da mikrodizin teknolojisi mevcut degildir. Bu ve devamindaki asamalar, Amerika
Birlesik Devletleri, Georgia Tip Fakiiltesi’'nde Prof. Dr. Lawrence Layman’in
laboratuvarinda gerceklestirilerek, gerekli deneyim kazanilmistir. CNV verileri ile
saptanan olas1 aday genler, PZR teknigine dayali DNA dizi analizine alinmig ve HNF1B
ve LHX1 genlerinde varyasyonlar saptanmistir.  Bu varyasyonlar saglikli aile
bireylerinde test edilmis ve varyasyonlarin ailesel gegisi degerlendirilmistir. Miilleryan



Aplaziden sorumlu gen ya da genlerin bulunmas: ile ilgili ¢alismamiz halen devam
etmektedir.

Bilindigi gibi, insan genom projesinin hem kuramsal hem de uygulamali tibba
onemli getirisi olmustur. Bugiine degin yapilmis olan smirli sayidaki yaymlanmig
calismalardan anlasiliyor ki; konjenital vajina ve uterusu olmayan olgularda aday
olabilecek genlerin netlik kazanmamis olmasi gen haritalama g¢aligmalarinin dnemini
ortaya koymaktadir. Aday gen yaklasim stratejilerine dayali projemizden elde edilecek
Ozglin veriler, disi bireylerdeki konjenital genital abnormalitelerin molekiiler
patogenezinde rol oynayabilecek yeni aday genlerin ya da genomik bdlgelerin
saptanmasina yardimci olacaktir. Ilgili genlerin tanimlanmasi ile kesin tami, genetik
risklerin daha 1iyi degerlendirilmesine ve tedavilerin gelistirilmesine yol agmasi
acisindan oldukga dnemlidir.

Ulkemizde gerek genetik agidan, gerekse klinik agisindan bu degerli nadir goriilen
olgular tlizerinde hi¢bir ¢aligma bulunmamaktadir. Arastirma projemiz dogustan genital
abnormalitelerin genetigi {izerine dayali Ozgiin bir tez olup bu alanda iilkemizde
yapilmakta olan ilk ¢alismadir.



GENEL BIiLGIiLER

2.1. Disi Genital Sistem Anatomisi

Disi lireme kanali organlari, eksternal ve internal genitalya olmak iizere iki grupta
incelenmektedir. Eksternal genital organlar; perineal alanda bulunur ve mons pubis,
klitoris, iliretra agzi, labia major (biiyiikk dudaklar), labia minor (kiiciik dudaklar),
vestibiil, Bartolin bezleri ve periliretral bezlerden olusmaktadir. Ekternal genital
organlan kisaca tanimlamak gerekirse; vulva ya da pudendum, perineal alanda goriilen
eksternal genital organlarin tamamini igeren bolge olarak ifade edilmektedir. Mons
Pubis, puberteden sonra killanmanin goriildiigli, deri alti1 yag dokusu bulunduran
yuvarlak tepedir. Labia major, yag ve fibréz dokuyu igeren, uzunlamasina iki biiytik deri
katlantilaridir. Labia minor ise, vajinal aciklik ve labia major arasinda yer alan kiigiik,
kirmiz1 deri katlantilaridir. Himen, vajinanin girisinde yer alan ince, cogunlukla delikli
bir membrandir. Klitoris; vestibiiliin tist kisminda, kisa, silindirik, erektil bir organdir.
Vestibiil, embriyonik {irogenital sinilisiin en asagr bolimidir. Kiigiik dudaklar
birbirlerinden ayrilarak tutuldugu zaman arada goriilen yariktir. Vestibiil birgok miisin6z
salgi bezi icermektedir. Uretra, mesaneden vestibiile ¢ikan, membrandz bir idrar atim
kanalidir. En biiyiik paraiiretral bezler olan Skene bezleri, liretranin distaline komsu,
dallanmus, tiibiiler bezlerdir. Bartolin Bezleri ise vajinal deligin saginda ve solunda yer
alan bezlerdir. Vestibiiler bulbuslar vajinal agikligin her iki tarafindaki erektil dokudur
(Sekil 2.1).

Internal genital organlar, pelvisin icinde lokalize olurlar ve vajina, uterus, serviks,
Fallop tiipleri, overler ve bunlari ¢evreleyen, destekleyen yapilart igerirler (Sekil 2.1).
Vajina, vulvadaki vestibiilden uterusa kadar uzanan, ince duvarli, gerilebilir
fibromiiskiiler tiiptiir. Dollenme sirasinda, spermin uterusa gegisini saglayan bir yol
olarak gdrev alir. Duvari anteroposterior eksende basiktir ve enine kesitinde “H” harfi
seklinde goriinlime sahiptir. Vajinanin st kismina serviks uzanir. Uterusun alt
kismindaki dar boliim serviks olarak isimlendirilmektedir. Uterusun miiskiiler yapisinin
tersine serviks biiyiik oranda fibr6z dokudan olusmaktadir. Uterus ise, disi pelvisinin
merkezinde lokalize, kalin duvarli, i¢i bosluklu, miiskiiler bir organdir. Embriyonun i¢
duvarina tutundugu ve doguma kadar igerisinde biiyiimeyi gerceklestirdigi yapidir. Tuba
uterinalar, uterusun {ist yan taraflarindan uterusa acilmaktadirlar. Bir ¢ift olarak bulunan
uterin tilipler, ovidukt ya da fallop tiipleri olarak da isimlendirilmektedir. Tiipler 10-14
cm uzunlugundadir. Bu bolgede fertilizasyon gerceklesir. “Fimbria” olarak
isimlendirilen 20-25 tane diizensiz parmak benzeri yapi, tiiplerin u¢ kismini
cevrelemektedir. “Fimbria ovarika” olarak adlandirilan fimbrialarin en biiyligli overe



tutunur. Overler ise dogumda yaklasik olarak 1-2 milyon oosit igeren, oosit gelisiminin
gerceklestigi organdir. Bir kadimin dogurgan oldugu siire zarfinda 8000 folikiil
gelisimine baglar. Bircok folikiil gelisimini tamamlayamaz ve sonugta 300 yumurta

serbest birakilir (9).
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Sekil 2.1. Disi internal genitalyanin sematik gosterimi (10)

2.2. Disi Genital Sisteminin Embriyolojik Gelisimi
Erkek ve disi genital karakteristikleri, embriyonik donemin yedinci haftasina kadar

gelisime baglamazlar. Genital sistem, erken donemde her iki cinsiyette de benzerlik
gosterir. Bu evrede gonad “farklanmamis gonad” olarak adlandirilmaktadir. Gonadal
kabart1 ilk olarak, embriyonik gelisimin besinci haftasinda mezonefrozun medialinde,
mezotel ve altindaki mezensim dokunun proliferasyonu ile kabariklik seklinde olusur.
Primer seks kordonlari, altindaki mezensim igerisine dogru biiylirler. Boylelikle
farklanmamis gonad, dista bir korteks, icte bir medulladan olusmaktadir.

Farklanmamis gonad yedinci haftadan itibaren embriyonun sahip oldugu seks
kromozomlarina gore bir cinsiyet yoniinde farklilagsmaya baslar. Eger embriyo XX



kromozomlarma sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi overe farklilagirken,
medullasi geriler. Embriyo XY kromozomlarina sahip ise, medulla testise farklilasir,
korteksten geriye sadece bir takim kalintilar kalir. Y kromozomu tarafindan kodlanan
testis belirleyici faktor (TDF), testikiiler farklilasmay1 saglamaktadir. TDF varliginda
primer seks kordonlar1 seminifer tiibiillere farklilasirlar. Seminifer tiibiillerin ilk
taslaklari, derin kisimlarinda rete testisi olusturmak {izere dallanirlar. Yedinci hafta
sonunda bag dokusundan tunika albuginea gelisir ve bundan da septula testisler olusur.
Sekizinci haftada mezensimden gelisen Leydig hiicreleri testosteron salgilamaya baglar.
Testosteron erkek genital sisteminin tamamen yapilagmasini saglar.

Disilerde primer seksiiel farklilagma, hormonlara bagh degildir. Y kromozomu
yoklugunda, farklanmamis gonad disi yoniinde gelisim gosterir. Disi embriyolarda
genital gelisim daha yavas ilerler. 10. haftaya kadar overler histolojik olarak ayirt
edilemezler. Primer seks kordonlar1 (kortikal kordonlar) medulla igerisine dogru
sokulurlar ve rudimenter bir yap1 olan rete ovarii’yi olustururlar. Kortikal kordonlar,
fetal overin yiizey epitelinden kdken alarak, mezensim icerisine dogru ilerler. Boyutlari
artan Kortikal kordonlarin igerisine, primordial germ hiicreleri girer. Primordial germ
hiicreleri, primitif seks hiicreleri olup, dordiincii haftada yolk kesesi duvarinda,
allantoisin baslangic yerine yakin, endodermal hiicreler arasinda ortaya c¢ikarlar.
Embriyonun katlanmasi sirasinda gonadal kabartilara go¢ ederler (Sekil 2.2). Yaklasik
olarak 16. haftada, kortikal kordonlar izole hiicre kiimelerine pargalanarak primordial
folikiilleri olustururlar. Her bir folikiil, primordial germ hiicrelerinden koken alan bir
oogonium igerir. Fotal oogoniumlar mitoz bdliinme gegirerek, binlerce primordial
folikiil olusur. Postnatal donemde yeni oogoniumlar olusmaz.

Suprarenal medulla  Aort Sempatik Suprarenal

ganglion korteks
Mezonefrik
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Primordial __|
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Sekil 2.2. Bes haftalik emriyoda primordial germ hiicrelerinin gogi (11)



5-7. haftalarda genital sistem farklanmamis safthada iken embriyolarda bir ¢ift kanal
bulunmaktadir (Sekil 2.3). Mezonefrik duktus (Wolf kanali) erkek iireme sisteminin
gelisiminde etkin iken, paramezonefrik duktus (Miiller kanali) disi lireme sisteminin
gelisiminde rol oynar. Fotal testislerden sentezlenen Miilleryan inhibitér madde
(Miillerian Inhibiting Substance/MIS), Miiller kanalinin gelisimini, epitelyal-
mezensimal transformasyon yolu ile engeller. Sekizinci haftada Leydig hiicrelerinden
salgilanmaya baslayan testesteron erkek genitalyasinin gelisimini ilerletir.

Disi embriyolarda testosteron salgisi olmadigr i¢in Wolf kanali geriler ve Miiller
kanali gelisimine devam eder. Disi genital yollarmin ¢ogunlugu Miiller kanalindan
koken alir. Tuba uterinalar, Miiller kanalinin birlesmemis, kraniyal boliimlerinden
olusur. Kanalin kaudal, birlesmis kisimlarindan ise, uterovajinal primordium farklilagir
(Sekil 2.3). Bu yap1 uterus ve vajinayi (iist kisim) olusturur. Vajinanin 1/3’liik alt kismu,
tirogenital siniis endoderminden kdken alir. Endometrial stroma ve miyometrium komsu
splanik mezensimden (embriyonik mezoderm) gelismektedir (11).

Gonadlar Mezonefroz

Paramezonefrik duktusun
huni sekilli agikhigi

Mezonefrik duktus

Paramezonefrik duktus

Urogenital siniis
(Gelismekte olan
mesane)

Metanefroz
Ureter

Uterovaginal primordium

Sekil 2.3. Yedi haftalik embriyoda seksiiel gelisimin farklanmamis doneminde goriilen kanallar (11)

Disi iireme sistemi; Miilleryan kanalin uzamasi, flizyonu, kanal olusturmasi,
septumun kaybolmasi1 asamalarindan gecerek embriyonik gelisimin 22. haftasi itibari ile
gelisimini tamamlar (12). Ayrica iireme sistemi kanallari, iiriner ve gastrointestinal
kanallara yakin olarak gelisirler. Aralarindaki iligki bireyin hayat1 boyunca devam eder.



2.3. Konjenital Disi Genital Sistem Anomalileri ve Simiflandirilmasi

Disi genital sistemi konjenital anomalileri, normal anatomik yapidan c¢esitli
sapmalar1 kapsar (Sekil 2.4). Bazi anomaliler, embriyolojik gelisimin bir asamasindaki
bozuklugun sonucu iken bazilar1 birden fazla asamadaki bozukluk kaynakl
olabilmektedir (13). Giiniimiize kadar disi genital kanal anomalilerinin siniflandirilmasi
i¢in {i¢ sistem olusturulmustur. Bunlar; Amerikan Fertilite Dernegi (American Fertility
Society/AFS) sistemi, genitoiiriner malformasyonlarin embriyolojik-klinik siniflandirma
sistemi ve onkolojik olarak vajina, serviks, uterus, adneks ve iligkili malformasyonlarin
tiimor nod metastaz (TNM) prensibi temelli siniflandirilmasi sistemi olarak siralanabilir
(14).

Disi genital kanal malformasyonlar1 siktir ancak bazen asemptomatik olduklar1 i¢in
her zaman tespit edilemezler. Bu yiizden genel popiilasyondaki prevalansi tam olarak
bilinememektedir. Giiniimiizde gelistirilen ¢esitli noninvaziv tani yontemleri, genital
sistemin anatomik varyasyonlarinin teshisine imkan saglamistir. Bu tani yontemleriyle
beraber disi konjenital malformasyonlarin genel popiilasyondaki prevalansi yaklasik %7
olarak bildirilmektedir (15). Genital malformasyona sahip bir¢ok birey asemptomatik
olabilmekte, semptomatik olanlarin sikayetleri ise herhangi bir yasta, herhangi bir
zamanda ortaya ¢ikabilmektedir. Genel olarak, anomalinin tipine ve bireyin yasina gore
ortaya ¢ikan semptomlar su sekildedir: I: Miilleryan ageneziye bagli amenore, Il
Obstriiktif anomalilerde intra ve postmenapozal dismenore, I1l: Kominike uterusa sahip
bireylerde postmenstrual kanama, IV: paramezonefrik kanallarin fiizyonunun olmamasi
ile obstriiktif komplikasyonlar ve tekrarlayan diisiikler, V: menstrual akintinin
atilamayip birikmesi ve endometriozisin neden oldugu pelvik tiimoérler, VI: {iriner,
iskelet ve igitme ile ilgili jinekolojik olmayan problemler (4).

Amerikan Ureme Tibb1 Dernegi’nin (American Society for Reproductive Medicine /
ASRM) disi genital kanal anomalilerini siniflandirma sekli 25 yili agkin siiredir en
yaygin kabul gérmiis siniflandirmadir. Bu siniflandirmaya gore Miilleryan anomaliler
yedi sinifta incelenir: Smif 1: Hipoplazi/Agenezis (a. vajinal, b. servikal, c. fundal, d.
tiibal, e. kombine), Sinif 2: Uterus Unikornuate (a. Kominike, b. Non-kominike, c.
Kavite yok, d. Horn yok), Smif 3: Uterus Didelphys, Sinif 4: Uterus Bikornuate (a. Tam,
b. Parsiyel), Siif 5: Uterus septus (a. Tam, b. Parsiyel), Sinif 6: Arkuate Uterus, Sinif 7:
DES iligkili (T-sekilli Uterus) (6). Bu anomalilerin sematik gosterimi Sekil 2.4’de
gosterilmistir.
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Sekil 2.4. ASRM’ye gore konjenital disi genital sistem anomalilerinin siniflandirilmasi (16)

Avrupa insan Ureme ve Embriyoloji Dernegi (European Society of Human
Reproduction and Embryology / ESHRE) ve Avrupa Jinekolojik Endoskopi Dernegi de
(European Society for Gynaecological Endoscopy / ESGE) ortaklasa olarak, disi genital
kanal malformasyonlarini kapsayan bir siniflandirma yapmislardir. 2015 yilinda Ludwin
ve arkadaslar1 bu smiflandirma kriterleri ile uterus septuslu vakalarin daha ¢ok
yakalanabildigini bildirmislerdir (6). ESHRE-ESGE uterin, vajinal ve servikal
anomalileri birbirlerinden ayr1 olarak siniflandirmiglardir. Uterin (U) anomalileri; Sinif
Ul: Dismorfik Uterus (a. T-sekilli, b. infantil, c.diger), Simif U2: Uterus Septus (a.
parsiyel, b.tam), Sinif U3: Bicorporeal Uterus (a. parsiyel, b. tam, c. bicorporeal septus),
Smif U4: Hemi-uterus (a. rudimenter kaviteli, b. rudimenter kavitesiz), Simif US:
Aplastik Uterus (a. Rudimenter kaviteli, bilateral veya unilateral horn, b. rudimenter
kavitesiz, bilateral ya da unilateral uterin kalinti/aplazi), Sinif U6: Klasifiye edilemeyen
malformasyonlar olmak iizere alti sinifta toplamiglardir (14). Bu siniflandirma
sisteminin yaygin kullanimi yoktur.

Yapisal anomaliler tanimlayan siniflandirmalar dogru tani ve tedavi i¢in son derece
onemlidir. Her bir smiftaki patoloji, belli kriterler ile tanimlanmistir. Ancak en ideal
siniflandirmay1 olusturmak ic¢in halen arastirmacilar tartismakta ve yeni Oneriler ortaya
atilmaktadir. Son dénemde, uygun tedavi agisindan daha elverisli olabilecek yeni bir
embriyolojik-klinik smiflandirma yapilmistir. Bu smiflandirmaya gore, disi {ireme



sistemi anomalileri alt1 gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar; 1) unilateral genitoiiriner
hipoplazi ya da agenezi, 2) kor hemivajina ve renal agenezinin eslik ettigi ¢ift uterus
formasyonu, 3) izole veya yaygin uterin/uterovajinal anomaliler, 4) aksesuar uterin
yapilar ve diger gubernakulum disfonksiyonlari, 5) iirogenital sinus anomalileri ve 6)
malformatif kombinasyonlari seklindedir (17).

2.4. Miilleryan Aplazi

Miilleryan Aplazi, ASRM smiflandirmasina gore sinif 1 Miilleryan anomalilerden
olan ve bu simifta en yaygin gozlenen konjenital disi iireme kanali bozuklugudur (18).
Embriyonik gelisimin 4-12. haftasinda paramezonefrik kanallarin flizyonunun olmamasi
ortaya ¢ikan uterus ve vajinayi etkileyen bir malformasyondur (19). Sendrom ilk kez
1829 yilinda Mayer tarafindan tamimlanmigtir (20). Daha sonra Rokitansky, benzer
malformasyonlara sahip bir olgu bildirmistir (21). Kiister 1910 yilinda, bu sendromla
ilgili ilk derlemeyi yazan aragtirmacidir (22). Hauser ve Schreiner 1961 yilinda bu
sendromu ilk kez Mayer-Kiister-Rokitansky olarak isimlendirmislerdir (23). Hauser
isminin de eklenmesiyle giliniimiizde Miilleryan aplazi, Alman arastirmacilarin
isimlerinden olusan Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH) Sendromu (OMIM
277000) olarak da adlandirilmaktadir. Miilleryan aplazi ayn1 zamanda, Konjenital Uterus
ve Vajina Yoklugu (CAUV;Congenital Absence of Uterus and Vagina), Miilleryan
Agenezi, nadiren de etkilenen organlardan yola ¢ikilirak, Genital Renal Kulak Sendromu
(GRES;Genital Renal Ear Syndrome) seklinde de isimlendirilmektedir (24, 25). Bu tez
icerisinde, bahsedilen caligmada hangi adlandirma kullanildi ise, o sinonim ad
kullanilmastir.

2.4.1. Miilleryan Aplazinin Klinik Ozellikleri

Miilleryan aplazi/MRKH Sendromu/CAUV/Miilleryan agenezi, Miilleryan
kanallarin embriyonik déonemde gelisimindeki duraksama sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.
Fallop tiipleri, uterus ve vajinanin {ist 2/3'{iniin konjenital aplazisi ile karakterizedir. I¢
genitalyadaki ciddi defekte karsin dis genitalya normal disi formasyonundadir. Addlesan
donemde sekonder seks karakterleri normal sekilde gelisir, over islevleri de normaldir.
Olgularin biiyiik cogunlugu, sitogenetik olarak normal disi karyotipine sahiptir. Insidansi
4500 dogumda 1°dir (7, 19). Primer amenorenin, gonadal disgenezisden sonra goriilen
ikinci en sik nedenidir. MRKH Sendromlu olgular, tiim primer amenoreli olgularin
%15-20’sini olusturmakta olup, iki tipte karsimiza ¢ikmaktadir (7). Izole tip olan; tip I
MRKH Sendromu'nda yalnizca Miilleryan aplazi mevcuttur. Ikinci tip olan, Tip II
MRKH Sendromu’nda ise Miilleryan aplaziye, renal, kardiyak, iskelet sistemi
anomalileri ve isitme defektleri ve dijital anomaliler (sindaktili, polidaktili) de eslik
edebilmektedir. Olgularin %30’unda unilateral renal agenez ya da en az bir bobregin
ektopisi ve at nali bobrek seklinde renal malformasyonlar goriilebilir. Eslik eden iskelet
anomalileri; Klippel-Feil anomalisi, birlesmis vertebralar, servikal skolyoz seklinde
olabilmekte ve ¢ogunlukla vertebralarin etkilendigi anomaliler olmaktadir. Eslik eden
anomaliler dolayisiyla tip I MRKH sendromu, MURCS Asosiasyonu (Miilleryan kanal
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aplazisi, Renal displazi, Servikal/Cervical Somit anomalileri) (OMIM 601076) olarak
da adlandirilmaktadir (24, 26).

Miilleryan Aplazi tanisinda, klinik muayene ile birlikte radyolojik goriintiileme
teknikleri 6nem kazanmaktadir. Rontgen g¢ekimi, ultrasonografi, manyetik rezonans
goriintiile tekniklerine hastaligin tanis1 i¢in bagvurulmaktadir. Laparoskopik cerrahi
girisimler de tan1 amagli kullanilabilmektedir (3).

2.4.2. Miilleryan Aplazinin Genetik Temeli

Bugiine kadar yapilmis olan arastirmalar ile, Miilleryan aplazinin etiyolojisi tam
olarak tanmimlanmis degildir. Olgularin bir¢ogu izole olmakla beraber, hastalik nadiren
ailesel gecis gostermektedir. Ailesel gecis gosteren orneklerinde kalitim tipi genellikle
eksik penetrans ve degisken ekspresivitenin varliginda otozomal dominant kalitimdir
(24). Baz1 olgularda otozomal resesif kalitim paterni de saptanmustir (27). Hastalik bazi
ikizler arasinda konkordant iken, bazi monozigotik ikizler arasinda diskonkordans
gosterdigi de bildirilmistir. Bu durum hastaligin gelisiminde; epigenetik mekanizmalarin
rol oynayabilecegini diisiindliirmiistiir (28). Ayrica, olgularin biiyiik oranda sporadik
olusu ve genetik komplekslik, hastalik etiyolojisinde poligenik, multikaftoriyel kalitimin
rol oynayabilecegi hipotezini de dogurmustur.

2.4.2.1. Miilleryan Aplazili Olgularda Belirlenen Kromozomal Aberasyonlar

Miilleryan aplazili olgularin biiyiikk ¢ogunlugu 46,XX normal disi karyotipine
sahiptir. Ancak, gerek otozomal gerekse gonozomal kromozomlarin ise karistigi
kromozomal aberasyonlara sahip Miilleryan kanal anomalili olgular da rapor edilmistir.
Hint bir olguda belirlenen t(12;14) resiprokal translokasyonu, Japon bir olguda saptanan
parsiyel 10926 delesyonu, Fransiz arastirmacilarin belirledigi 4q34-->qter delesyonu
genital gelisim bozuklugu olan olgularda belirlenen otozomal aberasyonlardan
bazilaridir (29-31). Birbirlerinden bagimsiz ¢alismalar olmak iizere; Meksika,
Macaristan ve Amerikali aragtirmacilarin Miilleryan aplazili olgularda belirledigi, X
kromozomu iligkili izokromozom, andploidi, parsiyel delesyonlar, disentrik yap1
bulgular1 da gonozomal kromozom aberasyonlarinin 6rnekleridir (32-35). Literatiir
verilerine goére, mozaik gonozomal kromozom aberasyonlar1 Miilleryan aplazili
olgularda daha sik gézlenmektedir.

2.4.2.2. Miilleryan Aplazinin Genetik Temelini Aydinlatmada Kopya Sayisi
Varyasyonlar1 Analizi

Son yillarda, hastaliklarin bilinmeyen etiyolojisini belirlemeye yonelik yapilan

kopya sayist varyasyonlari (Copy Number Variations, CNV) c¢alismalar

yayginlagsmistir. Bu alanda gelisen teknolojiler arastirmacilara biiyiik ¢capli ve informatif

veri elde etme imkanini saglamistir. CNV; genomda iki kopya halinde bulunan bir DNA

bolgesinin delesyonu ya da amplifikasyonudur. CNV’ler 1 Kb-1 Mb biiyiikliigiindeki
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dengesiz genomik varyasyonlardir. Elde edilen veriler, genomun %10’unda yaygin
olarak saptanan CNV’ler oldugunu gostermektedir (36). Sitogenetik analiz ile
saptanamayan submikroskobik CNV’ler, mikrodizin ya da Array-CGH gibi gelismis
teknolojiler araciligryla belirlenebilmektedir. CNV’ler, tiim genoma komplementer oligo
ya da SNP problarin kullanildigi mikrodizin platformlarinin verileridir. CNV’ler,
genomun herhangi bir bolgesinde saptanabilir. Kodlama yapmayan DNA dizilerindeki
kopya sayis1 degisimleri gen lriiniliniin fonksiyonundan ¢ok, dozajini etkilemektedir.
CNV’ler patolojik olabildigi gibi bireyler arasi gesitlilige sebep olan heteromorfizm
olarak tanimlanan patolojik olmayan CNV’ler de vardir. Herhangi bir hastaliga yol
acmayip, bir sonraki kusaga kalitilan ve bireyler arasinda farklilik gdsteren CNV’ler,
gen lokalizasyonunu belirleme arastirmalarinda, tek niikleotid polimorfizmleri gibi
kullanilabilmektedir (37). Hastaliklardan sorumlu aday genleri belirlemek igin en
siklikla kullanilan teknik linkaj analizidir. MRKH Sendromu ile ilgili aday genleri
belirlemek {izere tiim genomu kapsayan linkaj analizi heniiz yapilmamistir. Bu durumun
baslica nedeni ailesel olgularin oldukca nadir olmasi, ailesel vakalarda da hastaliktan
etkilenmis bireylerin yalnizca iki jenerasyonda gézlenmesidir. Boyle durumlarda, Array-
CGH, malformasyon sendromlar1 ile iliskili yeni aday genleri aragtirmak i¢in oldukca
etkin kullanilan bir tekniktir.

Array-CGH tekniginin kullanildigi, Cheroki ve arkadaslarmin 2008 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada, Miilleryan aplazi fenotipine, kalp, iskelet, isitme bozukluklar1 ya
da mental retardasyonun da eslik ettigi 14 Brezilyali olgu incelenmistir. Olgularin dort
tanesinde (%29) submikroskobik kromozomal degisimler (CNV) saptanmigtir. Bir
olguda, saglikli anneden kalitilan 1q21.1 ve 22q11.21°de duplikasyon, diger olgularda;
70912, 22911.21 ve Xq21.31 bolgelerinde de novo delesyonlar saptanmistir. Bu
kromozomal bolgelerde lokalize genlerin Miilleryan kanalda ifade edildikleri ve
Miilleryan gelisim igin 6nemli olduklari belirtilmistir (38).

2009 yilinda Bernardini ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada ise, iki
CAUV’li olguda, CGH-array (Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon Array) analizi ile,
17q12 bolgesinde 1.5 Mb’lik genomik DNA delesyonu saptanmugtir. Delesyon bolgesi,
Hepatosit Niiklear Faktor 1 Beta (HNF1B/TCF2) (NM_000458.3) ve LIM homeobox
protein 1 (LHX1) (NM_005568.4) genlerini i¢ermektedir. HNF1B mutasyonlarinin,
MODY (maturity-onset diabetes of the young) tipi diabet ve renal anomaliler ile iligkisi
bilinmektedir. Bu gen mutasyonuna sahip bazi hastalarda, renal doku ile ayni
mezodermden koken aldigr bilinen genital sistem anomalilerine de rastlanmistir.
DNA'’ya baglanan bir transkripsiyon faktorii kodlayan LHX1 ise, farelerde genitoiiriner
sistemin gelisiminde fonksiyon gordiigli gosterilmis bir gendir. Ayni arastirma grubu
tarafindan, 20 CAUV’li olguda yapilan dizi analizinde, bu genlerde herhangi bir
mutasyon saptanmamustir (39). LHX1, c¢esitli calismalarca disi genital sistemi
gelisimindeki rolii hala arastirilan 6nemli genlerden biridir. 2004 yilinda Kobayashi ve
arkadaslari, Lhx1 geni yoksun (Lim1-/-) farelerde, fallop tiipleri, uterus ve vajinanin {ist
kismimin gelismedigini gostermistir (40). Lhx1 yoksunlugu, Wnt4 -/-‘den farkli olarak,
erkek farelerde Wolf kanali gelisiminin de ger¢eklesmemesine neden olmustur. Bu
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fareler, insanlardaki Miilleryan aplazi fenotipi gibi normal overlere sahiptirler.
Kobayashi’nin bulgularindan sonra, 62 MRKH sendromlu olgularda LHX1 geni dizi
analizi yapan Ledig ve arkadaslari, dur kodonu olusumu ile sonuglanan ¢ergeve kaymasi
mutasyonu (c.25dup; p.Arg9LysfsX25) saptamislardir. Aynmi ekip daha once yaptiklar
calismalarinda da, tip 1 Miilleryan aplazili bir olgunun LHX1 geninde heterozigot yanlis
anlamli mutasyon (p.Arg264Gly) belirlediklerini bilmislerdir. Bu bulgulara dayanarak;
LXH1 geni mutasyonlarin, MRKH sendromuna neden olabilecegini ileri siirmiislerdir
(41).

2010 yilinda Gervasini ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma ile, bes Miilleryan aplazi
tanili olguda (iki kiz kardes, ti¢ sporadik) parsiyel Xp22.33’de lokalize SHOX geni
(OMIM 312865) duplikasyonlarinin saptanmasi, hastalifin genetik nedenini belirleme
acisindan umut verici olmustur. SHOX geni iiriinii, bilylime ve gelismede islev goren
oldukg¢a 6nemli bir proteindir. SHOX mutasyonlar1 sonucu siklikla gesitli iskelet sistemi
anomalileri ortaya ¢ikmaktadir (42). Sandbacka ve arkadaslari, 101 Finli Miilleryan
aplazili olgu ve 115 saglikli kontrolde, multipleks ligasyona-dayali prob amplifikasyon
(MLPA) teknigini kullanarak, SHOX genini kapsayan CNV’leri arastirmislardir. Biitiin
hastalarin SHOX geninde normal patern saptanmistir. Bes hasta, ve yedi kontrol olguda
genin asagl bolgesinde saptanan duplikasyon ve delesyonlar, kopya sayisi
polimorfizmleri (CNP) olarak nitelendirilmistir. Bu ¢alisma ile SHOX genindeki
CNV’ler ile Miilleryan aplazi arasinda herhangi bir iligki bulunamamistir (43).

Nik-Zainal ve arkadaglari, Miilleryan aplazili 63 olguda kopya sayisi
varyasyonlarini 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile aragtirmiglardir. Dokuz olguda (%14)
patolojik CNV saptanmigtir. Agilent 244K oligoniikleotid array platformu ile saptanan
CNV’ler, Real Time-Kantitatif PZR (RT-qPCR) ile dogrulanarak 6pl1.2, 7ql2 ve
22q11.2’de mikrodelesyon, 2¢11.2’de mikroduplikasyon oldugu belirlenmistir. 7366
kontrol bireyden ikisinde de CNV belirlenmistir. Kontrol ve hasta grubu karsilastirildigi
zaman, CNV saptanan hasta sayisi, kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p=6.98e-8, Fisher’s exact test) (44).

Morcel ve arkadaslar1 2011 yilinda, MLPA teknigi ile 57 Miilleryan aplazili olguda
CNV analizi yapmiglardir. Sonug olarak, 4q34-qter, 8p23.1, 10p14 ve 22q11.2 olmak
tizere dort kromozomal lokusda delesyonlar saptamislardir. Bu dort lokusdaki
varyasyonlarin, DiGeorge Sendromu ya da DiGeorge benzeri fenotipe neden olduklari
bilinmektedir. Arastirmacilar bu durumu Miilleryan aplazinin, genis spektrumlu klinige
sahip olan DiGeorge Sendromu’nun ek bir bulgusu olabilecegi seklinde yorumlamistir.
DiGeorge Sendromu ve Miilleryan aplazi iligkisini agiklayan baska c¢aligsmalar
yapilmamis olup, bu konu halen aydinlatilmamistir (45). Bu ¢alismada da oldugu gibi
MLPA teknigi CNV arastirmalarinda kullanilan bir yontemdir. MLPA, tek bir
reaksiyonda 50 DNA dizisine kadar analiz yapabilmeyi saglar. Su ana kadar ticari olarak
olusturulmus 300’iin ilizerinde prob seti bulunmaktadir. Problar spesifik hastaliklarin
tanist i¢in dizayn edilmistir. Ozellikle DNA kopya sayis1 degisimleri ile meydana gelen
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hastaliklarda intragenik CNV’lerin saptanmasi ic¢in oldukg¢a elveriglidir. Ancak
mikrodizin teknolojileri ile tespit edilebilen kiicik CNV’ler, bu teknik ile
belirlenememektedir (46).

Sandbacka ve arkadaslarinin 2013 yilinda 50 Miilleryan aplazili olguda yaptiklar
CNV analizi sonucu sekiz olguda dokuz CNV saptamislardir. Bu CNV’lerden birisi
literatlirde baska olgularda da belirlenen 16p11.2 delesyonudur. Bu bolgede lokalize
TBX6 geninin (NM_004608.3) dizi analizi sonucu 112 hastanin ikisinde heterozigot
mRNA kirpilma mutasyonu (c.622-2A>T) saptamiglardir. En az bir kere dogum yapmis
200 kontrol olguda, herhangi bir varyasyon saptanmamistir. LHX1 geni varyasyonlarini
da inceleyen arastirmacilar yaptiklart dizi analizi ile, 5 hasta olguda 3 yanlis anlamli
varyasyon (p.Cys4Ser, p.Pro312His, p.Arg332Pro) saptamislardir. p.Cys4Ser ve
p.Pro312His varyasyonlari ilk kez bu ¢alisma ile bildirilmistir. Genel olarak hastalarda
saptadiklar1 CNV, TBX6 ve LHX1 gen varyasyonlarinin oran1 %?26.8 olarak
belirlenmistir (47). Miilleryan aplazi ile iligkisi agisindan dikkat ¢eken TBX6 geninin
embriyonik gelisimde 6nemli rol oynadigi daha 6nce yapilan ¢alismalarca gosterilmistir

(48).

McGowan ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklart calismaya gore ise, 24
Miilleryan aplazili olguda bes dengesiz genomik varyasyon saptanmigtir. Bu
varyasyonlardan 1q21 bolgesindeki mikroduplikasyon, biri 0.257 Mb, digeri 4.6 Mb
biiyiikliigiinde olmak {iizere, iki olguda tespit edilmistir. Diger varyasyonlar ise, 1q44,
4q35.2, 13g21 ve Xq22.3 bolgelerinde belirlenmistir. McGowan ve arkadaglarina gore,
tiim caligmalara bakildigi zaman Miilleryan aplazi ile iligkisi ag¢isindan 6ne ¢ikan genler
LHX1, TBX6 ve HNF1B’dir (17).

Mevcut genomik analiz yontemlerine, son yillarda hizli ve oldukg¢a kapsamli veri
tireten yeni nesil dizileme metodlar1 da eklenmistir. Bu metodun Miilleryan aplazili’nin
genetik temelini aydinlatmaya yonelik olarak kullanildigi ilk ¢aligma 2015 yilinda Chen
ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismadir. Arastirmacilar, bes tip 1 MRKH sendromlu
hastada tiim ekzom dizileme ve SNP array ile CNV analizi yapmislardir. “3-hit” prensibi
olarak tanimladiklar1 yaklasimlar1 ile, en az 1ii¢ varyasyon goriilen bolgeler
belirlenmistir. Buna gore; olfaktor reseptor aile 4 alt aile M iye 2 (OR4M2),
fosfodiesteraz 1 IA (PDEI IA) genlerinde fonksiyon kaybina yol acan varyasyonlar,
1p36.21, 1944, 15q11.2 ve 19q13.31 bolgelerindeki delesyonlar 6ne ¢ikmistir. Bu gen ve
bolgeler, tip 1 MRKH sendromu ile iliskili olas1 aday genomik bdlgeler olarak
degerlendirilmistir (49).

Sonug olarak, Miilleryan aplazili olgularda Array-CGH teknigi ile CNV analizinin
yapildig1 bes ¢alismanin sonuglarina gore klinik olarak anlamli bes spesifik kromozomal
bolge karsimiza ¢ikmaktadir. Bu bolgeler 1g21.1, 7p14.3, 16p11.2, 17912 ve 22911.21-
ql1.23’diir (17). Bugiline kadarki arastirmalara bakildigi zaman Miilleryan aplazili
bireylerde genomun geneline yayillmis CNV’ler dikkat ¢ekmektedir. Monozigotik ikizler

14



arasindaki diskordansinin kismen temelinde yatan olaym, de-novo CNV’ler ve CNV
mozaizmi olabilecegi diisiiniilmektedir (50).

Calismalarin geneline bakildigi zaman konvansiyonel sitogenetik analizden kacan
submikroskobik CNV’lerin analizi, kdkeni bilinmeyen hastaliklarin aydinlatilmasi
acisindan hala etkin yontemdir. CNV analizinin yapildig1 sistemler esnek olup, siparis
usulii prob sayisinin genomun belli bolgesinde arttirilmasiyla, hedef genomik bolge daha
detayli olarak incelenebilmektedir. Elde edilen veriler en yaygin olarak Database of
Genomic Variants (DGV) veritabani ile karsilastirilmaktadir. Bu veritabaninda yer alan
HapMap projesi verilerini de iceren binlerce saglikli kontrole ait CNV verisi, hastalik
etkeni CNV’leri belirlemek icin kullanilmaktadir. Herhangi bir patolojik CNV, belli
fenotipteki hasta grubunda artis gosteriyor ise o bolge hastalik i¢in potansiyel aday bolge
olarak diisiiniilmektedir. CNV saptanmayan ayni fenotipe sahip diger hastalarda o
bolgedeki genlerin mutasyon analizi, CNV c¢alismalarindan sonraki basamagi
olusturmaktadir. Genlerden birinde mutasyon saptanmasi, aday gen olasiligim
arttirmakta ve fonksiyonel c¢aligmalarin Onciisii olmaktadir. Bu yolla hastaliklarin
bilinmeyen patofizyolojisi aydinlatilabilmektedir.

Tiim genoma belli araliklarla dagilmis problarla elde edilen CNV bulgulari, genoma
ait kapsamli veri sunmaktadir. Bu yaklasim ile sebebi bilinmeyen mental retardasyonlu
olgularin %15-20’sinin etiyolojisi agiklanmistir. Dolayisiyla, Array-CGH ya da DNA
mikrodizin sistemleri, malformasyon sendromlari ile iliskili yeni genlerin bulunmasi igin
oldukga elverisli tekniklerdir (38).

2.4.2.3. Miilleryan Aplazinin Genetik Temelinin Aydinlatilmasinda Aday Gen
Yaklasimi

1996 yilindan bu yana yapilan genetik temelli ¢calismalarda, aday gen yaklasimi ile
Miilleryan aplazinin genetik temelini aydinlatmaya yonelik olarak ¢esitli niiklear
genlerin hastalik ile iliskisi arastirilmigtir. Bu genlerden baslicalari; Galaktoz -1-Fosfat
Uridiltransferaz (GALT) (NM_000155.3), Wingless-tip MMTV Entegrasyon Site Ailesi 4.
tiyesi (WNT4) (NM_030761.4), Wilms Tiimoér 1 (WT1) (NM_000378.4), Paired Box 2 (PAX2)
(NM_000278.3), Homeobox A7 (HOXA7) (NM_006896.3), Homeobox Al1l3 (HOXA13)
(NM_000522.4), LIM Homeobox 1 (LHX1) (NM_005568.4), Hepatosit Niiklear Faktor 1B
(HNF1B) (NM_000458.3), Kelch-benzeri Aile tiyesi 4 (KLHL4) (NM_019117.4), Short
Stature Homeobox (SHOX) (NM_000451.3), Anti-Miilleryan Hormon (AMH)
(NM_000479.3), Anti-Miilleryan Hormon Reseptorii (AMHR) (NM_001164690.1), Pre-B
Hiicre Losemi Homeobox 1 (PBX1) (NM_001204961.1), Kistik Fibroz Transmembran
Konduktans Regiilator (CFTR) (NM_000492.3), Retinoik Asit Reseptor Gama (RARG)
(NM_001243731.1), ve Retinoik Asit X Reseptor Alfa (RXRA) (NM_001291920.1) genleridir
(51, 52).
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Miilleryan Aplazinin molekiiler patogenezine yonelik ilk bilgilerden biri 1996
yilinda literatiirde yerini almistir. Bu ¢alismada Cramer ve arkadaslari, anormal galaktoz
metabolizmasimin CAUV’ye yol agtigini ileri stirmiislerdir (53). Bilindigi gibi, galaktoz
metabolize edilerek, glikolitik yolakta enerji tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Galaktozu
metabolize eden enzimlerden birini kodlayan, 9p13°de lokalize Galaktoz-1-Fosfat Uridil
Transferaz (GALT) (NM_000155.3) genindeki fonksiyon kaybi mutasyonlarinin
galaktozemiye, biriken galaktoz ya da metabolitlerinin gonadal disfonksiyona sebep
oldugu bildirilmistir (54). GALT geninde saptanan p.N314D allelinin, CAUYV ile iligkili
oldugu ileri siiriilerek, bu varyasyonun CAUV'nin etiyolojik nedenleri arasinda yer
alabilecegi belirtilmistir. Bu bilgilere dayanarak, 2003 yilinda Klipstein ve arkadaslari,
Kafkas kokenli 32 CAUV’li hasta ve 138 saglikli kontrol olguda p.N314D allelinin
varligimmi arastirmiglardir. Sonu¢ olarak CAUV ve p.N314D polimorfizmi arasinda
herhangi bir iliski bulunamamistir (p>0.05) (27).

Miilleryan aplazinin genetik temelini aydinlatmak icin en ¢ok calisilan genlerden
bazilari, WNT ailesi (wingless-type MMTV integration site family) iyeleridir. Bu
genlerin protein iiriinleri, embriyogenez sirasinda hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak gorev
almaktadir. Farelerde yapilan calismalar, bu proteinlerin disi lireme sistemi olusumunda
gorev aldigin1 gostermistir. Bugiline kadar, Miilleryan aplazi ile iliskisi en iyi bilinen gen,
bu aile {iyesi olan WNT4 (NM_030761.4) genidir. Bu iliski ilk kez 1999 yilinda Vainio
ve arkadaglar1 tarafindan gosterilmistir. Knock-out yaklasiminin uygulandig ¢alismada,
fonksiyonel olmayan protein olusumuna sebep olan Wnt4 mutant farelerin organ
gelisimleri incelenmistir. Homozigot Wnt4 mutant fareler, dogduktan kisa bir siire sonra
bobrek anomalisi nedeniyle Olmiislerdir. Bu yilizden arastirmacilar, embriyonik
gelisimlerinin  18,5. haftasinda olan ya da yeni dogan fetuslar1 incelemislerdir.
Homozigot mutant erkek embriyolarin lireme sistemleri gelisiminin normal oldugu,
morfololojilerine ve Sertoli spesifik hiicre markirlarinin ekspresyon seviyesine bakilarak
tespit edilmistir. Ancak homozigot mutant disi embriyolarin lireme sisteminde, internal
organ gelisiminin maskiilen benzeri oldugunu belirlemislerdir. MIS’in erkek
embriyolarda heniiz Miilleryan kanal dejenerasyonuna baslamadigi 14,5 haftalik
embriyolarda Wnt7a ve Pax8 protein ekspresyonlarina bakilarak Miilleryan kanal
olusumu incelenmistir. Miilleryan kanal gelisiminin heterozigot mutant disi ve erkek
embriyolarda gerceklestigini, homozigot mutant erkek ve disilerde Miilleryan kanalin
olusmadigin1 saptamislardir. Diger taraftan mutant disi farelerin eksternal genitalyasi
normal digi goriinimiinde bulunmustur (55). Bu bulgular, insan Miilleryan aplazi
fenotipi ile uyumlu goriinmektedir. 2009 yilinda, Ravel ve arkadaslarinin yaptig
caligmada, 11 Kafkas kokenli MRKH Sendromlu olguda, WNT ailesi iiyelerinden
1p36.23’de lokalize WNT4A, 3p21°de lokalize WNTS5A, 3p25°de lokalize WNT7A ve
17q21°de lokalize WNT9B genlerinin kodlayic1 dizilerindeki varyasyonlar, DNA dizi
analizi yontemi ile incelenmistir. Olgularda, c.483C>T:WNT4, c.459T>C:WNT7A,
€.861G>A:WNT7A, c.317T>C:WNT9B olmak {izere dort varyasyon saptanmistir.
Yalnizca iki hastada varyasyon belirlenmezken, dokuz hastada bu varyasyonlardan en az
bir tanesi saptanmustir. WNT4 ve WNT7A genlerinde varyasyonlar sinonim olup,
yalmzca WNT9B genindeki varyasyon nonsinonim ozelliktedir. Diger taraftan
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WNT9B’deki varyasyon, Kafkas irkinin %30’unda belirlenmistir. Arastirmacilar, WNT
ailesi liyelerinde patojenik bir mutasyon bulmamalarma ragmen, MRKH Sendromu ve
WNT gen mutasyonlari iliskisinin var olma olasiligin1 dislamamaktadir. Ciinkii WNT gen
ailesi Tlyelerinin, insan genital kanallarinin olusumunda Onemli rol oynadig
bilinmektedir. Yapilan mutant ve knock-out hayvan modellerinde olusan i¢ genitalya
defektleri de bunu desteklemektedir (52). Wang ve arkadaslari 2014 yilinda
yayinladiklar1 42 Cinli MRKH sendromlu, 42 saglikli kontrol bireyin yer aldigi
calismalarinda, bir hastanin, WNT9B geninde biri yanlis anlamli biri 3’UTR bolgesinde
olmak {izere iki yeni/novel  varyasyon saptamiglardir. Daha c¢ok olguda bu
varyasyonlarin taranmasi ve fonksiyonel ¢aligmalar ile bu varyasyonlarin patojenitesinin
belirlenmesi gerektigini belirtmislerdir (56).

Hastaliklarin genetik kokenlerini aydinlatmak igin, belirlenen olas1 aday genlerde
mutasyon taramalar1 6nemli yer tutmaktadir. Bu yaklagim, Miilleryan aplaziden sorumlu
olabilecegi ongoriilen genlerden biri olan AMH (NM_000479.3) igin de uygulanmustir.
19p13.3 lokusunda lokalize Miilleryan inhibitér madde (MIS) olarak da bilinen AMH ve
reseptoriinii kodlayan 12ql13°de lokalize olan AMHR geni iiriinleri, erkek gonad
dokusunun Miilleryan kanal yoniinde gelisimini engellemektedir. Sertoli hiicrelerinden
sekresyonu yapilan AMH proteini, embriyonik gelisimin 6. haftasindan 9. haftasina
kadar, parakrin bir mekanizma aracihigiyla, apoptoz aracili Miilleryan kanal
regresyonuna yol ag¢maktadir. Puberteye kadar, AMH seviyesi erkeklerde yiiksek
diizeylerdedir (57). Erkek bireylerde bu genlerde olusan fonksiyon kaybi mutasyonlart,
Miilleryan kanallarin olusumuna neden olmaktadir. Ancak bu genlerin fonksiyon
kazanimi mutasyonlar1 heniliz tanimlanmamistir. 2001 yilinda Resendes ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, CAUV hastalarinda bu genlerdeki fonksiyon kazanimi
mutasyonlart arastirllmigtir. Calismada, ¢esitli etnik gruplardan 22 CAUV’li hasta, 96
kontrol olgu yer almistir. AMH geninin tiim ekzonlari, denatiire edici gradiyent jel
elektroforezi (DGGE) yontemi ile taranmus; hasta grupta % 9,5; kontrol grubunda % 2,6
siklikta bir polimorfizm, heterozigot olarak saptanmistir. Dizi analizi ile bu
polimorfizmin, ¢.3865C>A oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar, gen riiniiniin
aminoasit dizisinde herhangi bir degisime yol agmayan bu varyasyonun, enhancer
bolgesinde olabilecegi ya da mRNA stabilitesini etkileyebilecegini ileri slirmiislerdir.
Halen bu konuya ait literatiir bilgisi mevcut degildir (58). 2005 yilinda Oppelt ve
arkadaglarinin, 30 Miilleryan aplazili olguda AMH geni promotor ve regiilator
elementlerinin varyasyonlarint arastirdiklar1 calismalarinda, hasta grubun %73 ilinde,
kontrol grubun ise %69’1nda varyasyonlar saptanmistir. Dolayisiyla bu varyasyonlarin
hastalik ile anlamli bir iligkisi bulunamamistir (57). AMH yolaginin Miilleryan aplazi ile
iligkili olabilecegi hipotezi bu yolagin regiilatorlerinin de hastalikla iligkisinin
arastirilmasina yol agmistir. Bu regiilasyonda gorev alan beta katenin, hem hiicre-hiicre
adezyonunu hem de hiicresel sinyal iletiminde fonksiyon gosteren bir proteindir. Ayrica,
AMH bagimli Miilleryan dejenerasyonda gorev aldigi gosterilmistir. Peri-miilleryan
hiicrelere AMH’1n etki etmesi, Miilleryan kanal regresyonuna korele olarak sitoplazmik
B-katenin artisina sebebiyet vermektedir. Bu durum, B-kateninin, Limfoid enhancer
factor 1 (LEF/TCF) ailesi iiyeleri ile heterodimerizasyon yapisini olusturarak, gen
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transkripsiyonunu aktive eden ya da baskilayan etkili bir kompleks olusumuna yol
acmaktadir. f-kateninin AMHRII gen promotoru aktivasyonu igin gerekli oldugu daha
once gosterilmistir. Dolayisiyla Drummond ve arkadaslar1 2008 yilinda -katenin geni
(CTNNB1) (NM_001904.3) mutasyonlarinin Miilleryan defektlerle iligkili olabilecegi
hipotezini ortaya atmislardir. Buna bagli olarak CTNNBL1 geninin 3 numarali ekzonunda
yer alan ve aktivasyonunu saglayan Glikojen sentaz kinaz 3 beta (GSK-3p) fosforilasyon
bolgesinin Sanger dizileme teknigi ile dizi analizini yapmuslardir ancak herhangi bir
varyasyon saptamamiglardir (59).

2003 yilinda Timmreck ve arkadaslari, 7q31.2°de lokalize CFTR geni
(NM_000492.3)(OMIM 602421) ve CAUV iliskisini arastirmiglardir. CFTR, epitel
hiicrelerinde klor kanallarinin olusumunda ve bu kanallardan klor iyonlarinin akiginin
reglilasyonunda gorev alan bir membran glikoproteinidir. 25 CAUV’li olgunun yer
aldig1 calismada, en yaygin 30 CFTR mutasyonunun varligi arastirilmistir. iki hastada
heterozigot p.W1282X ve p.delF508 mutasyonlari saptanmistir. Bu calisma ile,
CAUV’li hastalarda, CFTR geninde %8 olarak belirlenen mutasyon sikliginin, genel
populasyondan (%4) iki kat fazla oldugu belirlenmistir (60). Benzer bir ¢alisma 2006
yilinda Alper ve arkadaslar tarafindan yapilmis olup, 14 Tirk CAUV’li olgunun
genomik DNA o6rneklerinde, CFTR geninin tiim ekzonlari, denatiire edici yiiksek
basingli sivi kromatografisi (DHPLC) teknigini takiben DNA dizi analizi yontemi ile
taranmistir. Tirk CAUV’li olgularda, CFTR geni mutant allel oran1 %14 (4/28) olarak
saptanmigtir. Bir olguda homozigot ¢.1210-12[5](IVS8-5T); diger olgularda heterozigot
p.R31C ve c.406-6T>C degisimleri belirlenmistir. Bu ¢alisma Tiirk CAUV’li olgulara
ait CFTR geni varyasyonlari profilinin belirlendigi ilk aragtirmadir (61). Literatiir
verilerine bakildigi zaman CFTR geni hem disi hem de erkek genital sistemi
gelisiminde rol oynamaktadir. Konjenital Bilateral Vas Deferens Yoklugu (CBAVD)
olan erkeklerde de CFTR mutasyonlar: saptanmaktadir. CFTR’1n genital gelisim {izerine
etkisinin hangi molekiiler mekanizma ile gerceklestigine dair bir hipotez, siganlarla
yapilan bir arastirma ile ortaya atilmistir. Sican hipotalamusunda yer alan seksiiel
gelisimin regiilasyonunun gerceklestigi bolgede CFTR mRNA ekspresyonu oldugu
bulunmustur. Bu bolge GnRH ve Ostrojen-zengin noronlarin yogun oldugu bir bolge
olarak tanimlanmaktadir. Arastirmacilar, CFTR’in sinaptik vezikiillerin asiditesini
arttirarak seksiiel gelisim ve fertilite iizerine etki edebilecegini ileri siirmektedirler (62).

Sandbacka ve arkadaglari tarafindan 2010 yilinda yapilan ilging bir ¢alismada ise,
Miilleryan aplazinin gelisiminde Y kromozomunun rolii arastirilmistir. Calisma
kapsaminda, hastalarda Y iliskili Testis Spesifik Protein 1 (TSPY1) geni ve 38 Y
kromozomu spesifik fragman taranmistir. Miilleryan aplazili 110 Finli hasta ve bazi
hastalarin 20 saglikli akrabasi, kontrol grubu olarak da en az bir hamilelik ge¢irmis 100
saglikli kontrol birey calismaya dahil edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemi ile Y kromozom spesifik fragmanlarin hicbiri hasta ve kontrol gruplarinda
saptanmamistir. Bu ¢alisma ile, Y kromozomunda lokalize genlerin Miilleryan aplazi
gelisiminde rol almadigi tespit edilmistir (63).
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Bilindigi iizere, epigenetik regiilasyon mekanizmalarindaki varyasyonlar da,
hastaliklarin etyopatogenezinde rol alabilmektedir. Silver-Russell Sendromu (OMIM
180860) bu hastaliklara bir o6rnektir. ilging olarak Silver-Russell ve MRKH
sendromlarinin bazi hastalarda beraber seyrettigi goriilmiistiir. Literatiirde, bu sekilde ii¢
olgu bildirilmistir (64). Bu noktadan yola ¢ikarak, 2011 yilinda Silver-Russell
Sendromlu bireylerde bulunan H19 imprinting kontrol bolgesindeki (ICR1)
hipometilasyonun ayni zamanda Miilleryan aplaziye neden olup olmadig1 arastirilmistir.
80 Finli Miilleryan aplazili hastada H19 ICR1’in, kantitatif RT-PCR ile metilasyon
analizi yapilmistir. Ancak hastalik ile bu bolgenin metilasyon profili arasinda herhangi
bir iliski bulunamamistir. Seksen hastanin 38’inde, H19 lokusunun c¢alisilan 16
bolgesinin tligiinde artmis metilasyon profili saptanmistir. Bu sonuglar ile Miilleryan
aplazinin epigenetik kokeninin, daha fazla arastirilarak aydinlatilmasi gerektigi ortaya
cikmustir (65).

Homeobox (HOX) genleri viicut ekseni boyunca sekil belirleme islevinden
sorumludur. En az 20 insan HOX geni cesitli bozukluklarla iligskilendirilmistir (66).
Farelerde HOXA10 (NM_018951.3) geni fonksiyon kaybi mutasyonlarinin uterus
malformasyonlarina neden oldugu gosterilmistir. Embriyonik dénemde Miilleryan
kanallarda ifade edildigi gosterilen HOXA10 geninin normal genital gelisim igin dnemli
oldugu diisiiniilmektedir. 2008 yilinda, Lalwani ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calismada, gelismekte olan yetigkin uterusunda ifadesi olan ve uterus gelisiminde 6nemli
rol oynayan HOXA10 geninin CAUV ile iliskisi arastirilmistir. Calisma kapsaminda, 26
CAUYV hastasi, 30 saglikli kontrol bireyin genomik DNA 6rneklerinde, DGGE yontemi
ile yapilan mutasyon taramasi sonucu, HOXA10 geninde mutasyon saptanmamistir. Bu
sonuca gore HOXA10 gen mutasyonlar1 ile CAUV iligkili bulunamamistir (67). 2014
yilinda Chen ve arkadaslar, iginde Miilleryan aplazili olgularin da bulundugu 192
Miilleryan kanal anomalisi olan Cinli olguda yaptiklari, bir baska HOX geni olan
HOXA1l’in tim gen dizi analizi ile, HOXA1l varyasyonlar1 ve Miilleryan aplazi
iliskisine dair bir kanit bulamamiglardir (68).

Niiklear gen varyasyonlarinin aragtirildigi ¢aligmalar, Miilleryan aplizinin genetik
temelini agiklamakta yetersiz kaldigindan, hastalarin tim genom metilasyon profilleri
incelenmistir. 2011 yilinda Rall ve arkadaslari, 8 Alman Miilleryan aplazili hasta ve 8
kontrol bireyin tiim genom metilasyon ve ekspresyon profilini karsilastirmislardir. Iki
grup arasinda 293 farkli ekspresyon, 194 farkli metilasyon paterni olan gen
saptamiglardir. Hem metilasyon hem de ekspresyon paterni farklilik gdsteren gen sayisi
9 olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma ile, 6strojen reseptorlerinin eksikligi ve bazi HOXA
genlerinin ektopik ekspresyonunun séz konusu patolojiye neden olabilecegi One
stiriilmiistiir. Gebelikte maruz kalinan yiiksek seviyedeki maternal hormonlarin, HOXA
genlerinin ektopik ekspresyonuna sebep olacagi diistiniilmektedir (28). Nodale ve
arkadaglar1 da 2014 yilinda, 8 MRKH sendromlu, 5 saglikli bireyin vajina dokusundan
olusturduklar1 primer hiicre kiiltiiriinden elde edilen RNA oOrnekleri ile, tiim genom
ekspresyon profillemesi yapmislardir. Bu c¢alismalart ile, 133’4 downregiile, 142’si
upregiile olan 275 gen ekspresyon farkliligi belirlemislerdir. Biitiin hastalarda MUC1
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(Mucin 1, Cell Surface Associated) upregiilasyonu, HOXB2, HOXB5 downregiilasyonu,
birgok hastada da NOTCH ligandlar1 olan JAG1 (Jagged 1), DLL1 (Delta-like 1)
downregiilasyonu saptamislardir. Arastirmacilar bu ¢aligmalar ile embriyonik gelisimde
onemli rol oynayan genlerin degismis ifadelerini belirleyerek, MRKH Sendromu
etyopatogenezinin anlasilmasina katki saglamislardir (69).

Miilleryan aplazinin genetik etyopatogenezini tanimlamaya yonelik olan
calismalardan biri de ikizler arasindaki diskordansi agiklamaya yonelik olmustur. Rall ve
arkadaslarinin 2014 yilindaki ¢aligmalarinda, Miilleryan aplazi agisindan diskordant olan
5 monozigotik ikiz ¢iftinin, kan, tiikiiriik ya da rudimenter uterus dokularina ait DNA
ornekleri ile CNV analizi yapilmis ve karsilastirilmigtir. Miilleryan aplazili ikizlerden
birinde Matriks Metalloproteinaz 14 (MMP14) ve Low Density Lipoprotein Reseptor-
iligkili Protein 10 (LRP10) genlerini kapsayan bir duplikasyon bulunmustur. Bu
duplikasyon uterus dokusunda saptanirken, tiikiiriik Orneginde saptanmamistir.
Arastirmacilar bulduklar1 doku spesifik mozaizmin, ikizler arasindaki diskordansi
aciklayabilecegini 6ne siirmiiglerdir. Ayrica, Miilleryan kanal epiteli ve onu gevreleyen
ekstraseliiler matriks arasindaki sinyallesmenin ve bu sinyallesmede 6nemli fonksiyon
gosteren Fosfoinozitol 3 Kinaz (PI3K)/Akt sinyal yolaginin, Miilleryan kanal
gelisiminde anahtar rol oynayabilecegini belirtmektedirler. Nitekim, PI3K/Akt yolagi
Matriks Metalloproteinazlarin (MMP) aktivasyonu i¢in de gereklidir (50). Ekstraseliiler
matriks ve disi lireme sistemi iliskisini arastiran ¢alismalardan bir digeri, 2012 yilinda
Morcel ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismadir. Morcel ve arkadaslari, uterovajinal aplazisi
olan bir olguda 10pl4 delesyonu saptamislardir. Delesyon bdlgesinde, ekstraseliiler
matriks dinamiginde gorev alan proteinleri kodlayan inter-alfa-tripsin inhibitor agir
zincir 5 (ITIH5) geni lokalizedir. Arastirmacilar, ITIH5 geninin MRKH sendromu igin
olast bir aday gen olabilecegini ileri sirmislerdir. Bu bulgulara gore, ekstraseliiler
matriks elemanlarinin embriyonik donemde disi lireme sistemi gelisiminde rol
oynayabilecegi goriisii ortaya ¢ikmaktadir (70).

Yapilan biitiin caligmalara bakildigi zaman, Miilleryan aplazinin molekiiler
patogenezi halen tam olarak aydinlatilamamistir. Bunun durumun nedenleri arasinda,
aday genlerin belirlenmesindeki zorluklar ve olasi aday gen bolgelerinin detayli
calisilmamast yer almaktadir. Aday genlerin belirlenmesinin 6niindeki en biiyiik engel
ise ailesel olgularin nadir rastlanmasi ve uygulanacak teknikler agisindan maliyetin
pahali olmasidir. Miilleryan aplazi ¢alismalarinin nispeten yogunlastig1 2001 yilindan bu
yana, Miilleryan aplaziden etkilenmis bireyler lizerinde sinirli sayida ¢alisma yapilmstir.
Hastalik ile iligkili genlerin tanimlanmast; hastaliklarin patofizyolojisinin aydinlatilmasi
ve hatta normal insan gelisim biyolojisi ile ilgili bilinmeyenlerin aciga ¢ikmasi agisindan
olduk¢a oOnemlidir. Hastalikla ilgili genlerin tanimlanmasi, genlerin kromozomlar
tizerindeki lokalizasyonlarinin tanimlanmasi ¢esitli genetik haritalama metodlari ile
miimkiindiir. Bu sayede hastaligin gelisiminde rol oynayan biyolojik yolaklar
aydinlatilabilecek, tirogenital sistem ile 1ilgili hastaliklarin anlagilmasma yol
acilabilecektir. Miilleryan aplazinin genetik etiyolojisini aydinlatmada bu methodlara
bagvurulmasini kisitlayan tek durum olgulart nadir olmasi degildir. Bu olgularin
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tamamina yakiinin sporadik olmasi ve bir infertilite hastalifi olmasi dolayisiyla
olgularin ogul dol verememesidir. Bu durum hastaligin  kalitm paterninin
belirlenmesinde de zorluk yaratmaktadir.

Miilleryan aplazi ¢aligmalarinin kisitlamalar1 géz 6niinde bulunduruldugunda, tiim
genomu hedef alan hasta-kontrol ¢aligsmalari, bu tiir hastaliklar i¢in 6ncelikli dizayn
edilmektedir. Tiim genomu bir baz degisimine kadar tarayabilen hizli ve etkin metodlar,
teknolojinin gelismesiyle beraber arastirmalardaki yerini almistir. Yeni nesil dizileme
teknigi, bu metodlarin baslarinda gelmektedir. Ancak hala pahali olup, iilkemiz iginse
heniiz yeni bir metoddur.

Genomik calismalarin hizla devam ettigi bu donemde arastirma projemiz uterus ve
vajenin gelisimsel abnormalitelerinin molekiiler patogenezisinin aydinlatilmasina katki
saglamasi acisindan olduk¢a onemlidir. Ilgili genlerin tanimlanmasi ile kesin tani,
genetik risklerin ve genetik heterojenligin daha iyi degerlendirilmesi ve tedavilerin
gelistirilmesi miimkiin olabilecektir. Ulkemizde bu degerli nadir goriilen olgulart
kapsayan genetik bir ¢alisma bugiine kadar yapilmamistir. Arastirma projemiz dogustan
gelisimsel hasarlarin genetigi lizerine dayali 6zgiin bir tez olup, tilkemizde bu alanda
yapilmis olan ilk ¢alismadir.
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BiREYLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’na
bagvuran ve Miilleryan aplazi tanis1 almis 66 olgu ve ulasilabilen aile bireyleri ¢alisma
kapsamma alinmistir. Calismanin gergeklestirilmesi i¢in; Akdeniz Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu (19.03.2012 - 04/42 sayili karar) ve T.C. Saglik Bakanlig: ilag
ve Tibbi Cihaz Kurumu Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan (04.03.2013 - 23 sayili
karar) onay alinmistir. Goniilliiliik esasina gore aydinlatilmis onay formu imzalatilan
hasta olgular ve aile bireyleri ¢alismaya dahil edilmistir.

3.1. Miilleryan Aplazi Tamis1 Almis Olgularda Klinik inceleme

Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Poliklinigi’ne primer amenore ya da
infertilite sikayeti ile bagvuran hastalarin muayenesini takiben, Ultrasonografi (USG) ya
da Manyetik Rezonans goriintiileme teknikleri ile Miilleryan aplazi tanilari kondu.
Miilleryan aplaziye en siklikla eslik eden renal anomalilerin varlig, {iriner USG ya da
intraven6z pyelografi (IVP) ile arastirildi. Kardiyak, iskeletsel, isitsel ve diger
anomalilerin varligi, hasta bireylere sorularak kaydedildi. Hastalarin serum, Folikiil
Stimiile Edici Hormon (FSH), Liiteinizan Hormon (LH), Ostradiol (E2), Prolaktin
(PRL), Tiroid Stimiile Edici Hormon (TSH) diizeyleri belirlendi. Elde edilen klinik
veriler, Ek-1’de sunulan “Klinik inceleme Formu’na islendi ve arsivlendi.

3.2. Periferal Kan ve Tiikiiriik Orneklerinin Alimi

Miilleryan aplazi tanist almis olgular ve olgularin hastanemize gelebilen aile
bireyleri, goniilliillik esasina gore aydinlatilmis onam formu imzalatilarak ¢alismaya
dahil edildi. Perifal kan 6rnekleri molekiiler genetik analizler i¢cin 6 ml olacak sekilde
KsEDTA’l1 steril tiiplere [Venoject™], sitogenetik analizler icin 2 ml kan heparinize
enjektorlere alindi. Molekiiler genetik analizler i¢in alinan kanlar, DNA izolasyonu
islemine kadar +4 °C’de saklandi. Sitogenetik analizler i¢in alman kanlar ise
bekletilmeden, ayn1 giin isleme alind1.

Olgularm aile bireylerinin Antalya disinda yasamalart durumunda tiikiiriik 6rnegi
gonderilmesi istendi. 50 ml’lik falkon tiip gonderilen aile bireyleri, dislerini fir¢aladiktan
ve agizlarm su ile ¢alkaladiktan sonra falkon tiip icerisine agiz dolusu 3 kez tiikiirdiikten
sonra tiipleri imzaladiklar1 aydinlatilmis onam formlar1 ile beraber laboratuvarimiza
gonderdiler.
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3.3. Periferal Kandan Genomik DNA Eldesi

Olgularin genomik DNA’lar1, periferal kandan modifiye non-enzimatik metod ile
izole edildi. DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve islem basamaklar1 asagidaki
gibi uygulanda.

3.3.1. Kullanilan Soliisyonlar

CLB 1X (Hiicre Liziz Tamponu)

0.32 M Siikroz (Merck)
10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma)
5mM MgCl, (Merck)
%1 Triton-X (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan CLB 1X tampon
otoklavda sterilize edildikten sonra +4 °C’de saklandi.

TKMI1 (Diisiik Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu)
10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma)

10mM KCI (Reidel-de Haen)
10mM MgCl, (Merck)
2mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan TKM1 tamponu
otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

TKM2 (Yiiksek Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu)
10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma)

10mM KCI (Reidel-de Haen)
10mM MgCl, (Merck)

0.4mM NaCl (Carlo Erba)
2mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan TKM2 tamponu
otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

%10 SDS Cozeltisi
1 gram SDS (Q-Bio gene) 10ml distile suda ¢oziildiikten sonra filtreden gecirilerek
sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi.

6 M NacCl
35.06 gram NaCl (Carlo Erba) 100 ml distile suda c¢oziilerek otoklavda sterilize
edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

% 70’lik Etanol
70 ml %99°1uk etanol, 30 ml distile su ile karistirildi ve +4 °C’de saklandi.
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3.3.2. Islemler

K3EDTA’l1 steril tiiplere alinan kan alt iist edilerek homojenize edildi. Kan
orneginden 3 ml almarak 15 ml’lik steril santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 3 kat1 hacim
kadar CLB 1X eklendi ve yavasga karistirildi. Oda sicakliginda devir sayist (rpm)
dakikada 2200 olacak sckilde 10 dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle
vurularak homojenize edildikten sonra iizerine 5 ml TKMI1 soliisyonundan eklendi.
Vorteksle karistirilarak homojenize edildikten sonra oda sicaklifinda 2200 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle vurularak homojenize edildikten sonar
tizerine 1.5 ml TKM2 ve 100ul %10 SDS soliisyonlarindan eklendi. Tiip alt iist edilerek
karismas1 saglandi. Cokelti tamamen homojenize olana kadar 65 °C’de 30-60 dakika
siireyle su banyosunda inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra tiipe 570 pl 6 M’lik
NaCl eklendi. Beyaz kopiiklii bir goriinim elde edene kadar vorteksle karistirildi. Oda
sicakliginda 2900 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Dokelti iginde 4.5 ml %99 etanol
bulunan 15 ml’lik santrifiij tiipine aktarildi. Tiip alt st edilerek DNA’nin kondanse
olmasi saglandi. Tiip 2900 rpm’de santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti lizerine 5 ml
%70’1ik etanol ilave edilerek DNA’nin yikanmasi saglandi. Oda sicakliginda 2900
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek dokelti atildi. Tiip icerisinde ¢okelti halinde bulunan
DNA 10-15 dakika kurutuldu. Uzerine 300 pl Tris EDTA eklendi ve etiivde 65 °C’de 1
saat veya 4 °C’de gece boyu birakilarak DNA’nin ¢oziilmesi saglandi. Coziinen DNA
1.5 mI’lik ependorf tiiplere alindi. Elde edilen DNA 6rneklerinin optik dansite dlgimleri
spektrofotometre ile yapildiktan sonra, sulandirilip uzun siireli -20 °C’de, kisa siireli +4
°C’de saklandh.

3.4. Tiikiiriik Orneginden Genomik DNA Eldesi
Aile bireylerine ait tiikiiriik Orneklerinden manuel yontem ile genomik DNA
1zolasyonu yapildi.

3.4.1. Kullanilan Soliisyonlar

Saliva Lizis Tamponu

50 mM Tris (pH:8) (Sigma)
10 mM EDTA (Sigma)
%2 SDS (Q-Biogene)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan Saliva Lizis Tamponu
otoklavda sterilize edildikten sonra +4 °C’de saklandh.

4.5 M NaCl
65.745 gram NaCl (Carlo Erba) 1000 ml distile suda ¢oziilerek otoklavda sterilize
edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

% 70’lik Etanol
70 ml %99°1uk etanol, 30 ml distile su ile karistirildi ve +4 °C’de saklandi.

24



3.4.2. Islemler

Tiikiiriik 6rnegi 15 ml’lik falkon tiipe alindi. 4000 rpm’de 5 dakika santriftij edildi.
Cokelti iizerine 3 ml Saliva Lizis Tamponu ve 15 pl Proteinaz K eklendi. 65 °C’ye
ayarlanmis su banyosunda 5 dakika inkiibe edildi. Karisim tizerine 1 ml 4.5 M NaCl
eklendi. 10 saniye vorteks araciligiyla karistirildi. 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Cokelti kaldirilmadan dokelti temiz bir tiipe alindi. Tiipiin kenarindan sizdirilarak
6 ml soguk %99’luk etanol eklendi. 4500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Dokelti
uzaklagtirildi. Cokelti halinde bulunan DNA iizerine 500 pl %70’lik etanol eklenip, kisa
surely santrifiij uygulandi. Santrifiijden sonra ethanol uzaklastiritlip, tiip 37 °C’lik etiiv
icerisinde kapag1 agik bir sekilde 10 dakika bekletilerek, kalan etanoliin ugmast saglandi.
Daha sonra genomik DNA sulandirilip uzun siireli -20 °C’de, kisa siireli +4 °C’de
saklandi.

3.5. DNA Orneklerinin Spektrofotometrik Ol¢iimii

izole edilen DNA orneklerinin miktar ve saflik derecelerini belirlemek igin
spektrofotometre ile olgtimler yapildi. Nanodrop araciligiyla 6rnekten alman 1 pl
numune icerisindeki genomik DNA miktart nanogram (ng) cinsinden tayin edildi.
0D260/0D280 oram:i yaklasik 1.8 olan ornekler ileri molekiiler genetik deneylerde
kullanildi.

3.6. Periferal Kandan Kromozom Eldesi ve Analizi

Miilleryan aplazi tanist almig olgularin, kisa siireli lenfosit kiiltiirii ile elde edilen
kromozomlar1 sitogenetik olarak analiz edilerek, kromozomal abnormalite agisindan
incelendi.

3.6.1. Lenfosit Kiiltiirii i¢in Kullamlan Besi Ortamimin Hazirlanmasi
Ticari olarak satilan steril 100 ml’lik besi ortamima (RPMI 1640) (Biochrom) steril
kosullar altinda asagidaki maddelerden belirtilen oranlarda eklendi:

20 ml Fotal dana serumu (Biochrom)
1 ml L-Glutamin (Biochrom)
1 ml Penisilin-Streptomisin karisimi (Biochrom)

Fotal dana serumu, L-Glutamin, Penisilin-Streptomisin eklenen besiyeri, 10 ml’lik
steril vidali kapakl: tiiplere 3 ml olacak sekilde boliindii.

3 ml besiyeri iizerine 75 ul Fitohemaglutinin (Biological Industries) ve enjektor ile
15 damla Timidin (Ambresco) eklendi.
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3.6.2. EKim

3 ml besiyeri bulunan steril kiiltiir tiipe 6-8 damla heparinize edilmis periferik kan
damlatildi. Vidali kapakl tiipler kapatildi ve yavasga karistirildi. Tiipler yan yatirilarak,
37°C etiivde 72 saat inkiibe edildi.

3.6.3. Metafazlarin Elde Edilmesi (Harvest)

68’inci saatte Timidin uzaklastirildi: Kiiltiir tiipii, 7 dakika 2000 rpm’de santrifiij
edilerek dokelti (stipernatant) atildi, ¢okelti (pelet) tizerine 3 ml hazir besiyeri (Fotal
dana serumu, L-Glutamin, Penisilin-Streptomisin igeren) eklendi. Kiiltiir tiipti 37°C
etiive geri kondu. 69.5’inci saatte, kiiltiir tiipiine 0.1 ml CRA (Chromosome Resolution
Additive; kromozom ayrisgimini arttirici) (Genial Genetics) eklendi. Kiiltiir tiipii 37°C
etiive geri kaldirildi. 71’inci saatte, tiipe 0.1 ml MAS (Metaphase Arresting Solution;
metafaz bloke edici soliisyon) (Genial Genetics) eklendi.

Stire sonunda (72. saatte) kiiltiir tiipii 2000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Dokelti
atildi. Uzerine 6 ml hipotonik soliisyonu (0.075 M KCI) (Merck), vorteks cihazi
yardimiyla karistirilarak eklendi. 37°C etiivde 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast, tip vorteks ile karistirilirken igerisine 0.5 ml yeni hazirlanmis, 3:1 oraninda
metanol (Merck) ve glasiyel asetik asit (Merck) karisimindan olusan fiksatif soliisyonu
eklendi. Tip 2000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Dokelti uzaklastirildi. Cokelti elle
yavasca karistirildi. Uzerine 5 ml fiksatif soliisyonu vortekslenerek ilave edildi. Daha
sonra tlip, 2000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Fiksatif soliisyonu ile yapilan bu
yikama islemi 3 kez tekrarland1. Ugiincii fiksatif soliisyonu eklenen tiip, -20 °C’de 10
dakika bekletildi. Stire sonunda, 2000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilerek yayma igin
kullanilacak olan ¢okelti elde edildi.

3.6.4. Yayma

Santrifiyj tiipiindeki ¢okelti lizerinde 0.5 ml fiksatif kalacak sekilde {ist kisim atildi.
Cokelti 1yice karistirildi. Cokelti cok yogun ise, 1:1 oraninda metanol ve glasiyel asetik
asitten olusan fiksatif sollisyonu ile diliie edildi. Uygun sartlarda (ortalama % 45-50
oraninda nem ve 25°C sicaklik) ¢okeltiden pastor pipeti yardimiyla bir damla alinarak
nefesle ylizeyi nemlendirilmis lamlara (distile su i¢inde +4°C’de bekletilmis) yayma
yapildi. Mikroskobun diyaframi kapatilarak 10X objektifte metafaz siklig1 ve kalitesi
kontrol edildi. Yayma yapilan preparatlar, 37°C’de ii¢ giin ya da 60°C’ de bir gece
yaslandirildi.

3.6.5. GTG (G banding by Tripsin using Giemsa) Bantlama
Yaslandirilmis kromozomlarin bantlanmasinda asagidaki soliisyonlar kullanildi:

Tripsin Soliisyonu:
1.2 gr tripsin (Ambresco), 100 ml KH,PO, (Merck) soliisyonu igerisinde ¢oziildii.
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Giemsa Boyasi icin kullamilan Sorensan Tamponu :

KH,PO, soliisyonu: 9.08 gr KH,PO,4, 1000 ml bdH2O igerisinde ¢oziildii. pH:7.00’ye
ayarlandi. +4 °C’de saklandu.

Na,HPQO, soliisyonu: 11.88 gr Na,HPO4.12H,0 (Merck), 1000 ml bdH,O igerisinde
¢oziildii. pH:7.00’ye ayarlandi. +4 °C’de saklandh.

Sorensan Tamponu: Ayni hacimde KH;PO,; soliisyonu ve NayHPO,; soliisyonu
karistirildi. +4 °C’de saklandi.

100 mI’lik Sorensan soliisyonu hazirlandiktan sonra karisimdan 4,5 ml alinip atildi
ve 4,5 ml Giemsa boyasi (Merck) eklenerek %4,5” luk Giemsa soliisyonu hazirlandi.
Yaslandirilmis olan preparatlar, 32°C’ye ayarlanan %0.2°1ik tripsin soliisyonu ile 1-2
dakika muamele edildi. Siire sonunda preparatlar musluk suyundan gegirildi. Preparatlar
oda 1sisinda tutulan ve taze hazirlanan %4,5’luk Giemsa boyasi igerisinde 5-6 dakika
bekletildi. Boyadan ¢ikarilan preparatlar akan musluk suyundan gegirildi. Kurutma
kagidi arasinda kurutuldu, mikroskopta 100X objektif ile band alinip alinmadigi kontrol
edildi. 100X objektifte kontrol edebilmek i¢in preparatlarin {izerine immersiyon yagi
damlatildigindan, preparatlarin bu yagdan armabilmesi i¢in 15 dakika Ksilol (Merck)
iginde tutuldu. Preparatlar entellan (Merck) kullanilarak, lamelle kapatildi.

3.6.6. Analiz

GTG yontemi ile bantlanmis minimum 500 bant ¢Oziinirligindeki metafaz
kromozomlari, mikroskopta 100X objektif ile immersiyon yagi kullanilarak belirlenip,
bilgisayar yardimiyla karyogrami hazirlanarak analiz edildi. Herhangi bir kromozomal
abnormalite goriilen bireylerde analiz edilen metafaz sayis1 100’e ¢ikartilarak sonug elde
edildi. GTG bantlama ile 1, 9, 16 nolu kromozomlarda heterokromatin bdlge artis1 ya da
azalisi, D (13, 14, 15) ve G grubu (21, 22) kromozomlardaki satellit kopya sayilarinda
bir degisimden siiphelenildi ise, C-bands by Barium hydroxide using Giemsa (CBG) ve
Nucleolar Organizing Regions teknikleri uygulandi.

3.6.7. CBG Bantlama

Kullanilan Soliisyonlar

%S5’lik Ba(OH),.8H,0 Merck
0.2 N HCI Merck
2xSSC: (1:1 oraninda 0.3 M NaCl ve 0.03 M Sodyum Sitrat) Merck
%4.5 Giemsa Merck

Taze yayillmis preparat kullanildi. Su banyosu yardimiyla, HCl ve 2xSSC
soliisyonlar1 60 °C’ye 1sitild1. Preparat HCI soliisyonunda 1 dakika bekletildikten sonra
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cesme suyunda yikandi. Oda 1sisinda 7 dakika Baryum soliisyonunda bekletildi, ¢gesme
suyunda yikandi. Daha sonra preparat, 2xSSC soliisyonu igerisinde 30 dakika bekletildi.
Siire sonunda direkt %4.5’lik Giemsa boyasinda 15-20 dakika boyandi. Hazir hale gelen
preparatlar, mikroskopta analiz edildi.

3.6.8. NOR Bantlama

Preparat fiksatiften geg¢irildi, ¢esme suyunda yikandi ve Whatman kagidi ile
kurutuldu. Bir tiip igerisinde 1 damla jel ve 3 damla %50 lik Giimiis Nitrat (AgNO3)
(Sigma) konuldu ve pastor pipeti yardimiyla karistirildi. Karisim preparatin {izerine
damlatildi, iizerine lamel kapatildi. Preparat 70 °C’deki 1siticinin iizerine konuldu. Sar
renk olusunca alinip ¢esme suyunda yikandi. 4 dakika %4.5’lik Giemsa boyasi ile
boyandi. Cesme suyu ile fazla boya armdirildi. Uzerine 1 damla su damlatilip lamel ile
kapatildi. Mikroskop altinda analiz edildi.

3.7. Kopya Sayis1 Varyasyonlar1 (CNV) Analizi

CNV analizi, tez ¢alismasi biitcesinin kisitli olmasi nedeniyle yalnizca 19 olguda
gerceklestirildi. 19 olgudan 8’ini, parental akraba evliligi olan bireyler olusturdu.
Parental akraba evliligi olan olgularin segilme amaci, hastalikla iliskili olabilecek resesif
genleri icerme olasiligi olan, heterozigosite kaybi (Loss of heterozygosity/LOH) ya da
homozigot olan genomik bolgeleri diger olgulara gore daha yaygin tasima potansiyelleri
idi. 19 olgudan birinin halasinda Miilleryan aplazi siiphesi bulunmasi, dolayisiyla ailesel
vaka olabilme olasilig1 nedeniyle CNV analizi yapildi. Diger 10 olgu ise rastgele segildi.
Tim genom CNV analizi, 750.000 SNP, 1.9 milyon CGH probu i¢eren Affymetrix
Cytoscan HD mikrodizin platformunda gergeklestirildi. DNA 6rneklerinin hazirlanmasi
CytoScan™ HD Array Kit ve Reaktif Kiti Paketinin kullanildig1, pozitif kontrol dahil 16
ornek i¢in diizenlenmis asagidaki protokol takip edilerek hazirlandi.

Islak laboratuvar asamasi olarak da tanimlanan, CNV analizi asamasindan onceki
genomik DNA oOrneklerinin hazirlanma asamalar1 baslica, enzimatik kesim, ligasyon,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) amplifikasyonu, PZR iiriinii kontrolii, PZR {iriinii
piirifikasyonu, pirifikasyon {iriinii miktar tayini, fragmentasyon, fragmente edilen
orneklerin jel kontrolii, isaretleme, hibridizasyon ve yikama, boyama, tarama
basamaklarindan olugmaktadir. Daha sonra bilgisayar araciligiyla CYCHP dosyasina
cevrilen tarama verileri analiz edilmektedir.

3.7.1. Enzimatik Kesim

96 kuyucuklu plakanin 15 kuyucuguna 5’er pl (50 ng/ul) hasta gDNA’s1, 16.
kuyucuga kit igerisinde bulunan pozitif kontrol gDNA’s1 eklendi. Negatif kontrol
olarak Sul disiik etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) konsantrasyonuna sahip Tris
EDTA (TE) soliisyonu baska bir kuyucuga eklendi. 10X Nsp | restriksiyon enzimi
tamponu ve 100X BSA (Bovin Serum Albumin) oda sicakliginda ¢ozdiiriildii.
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Vortekslendikten sonra spin yapildi ve ardindan buz iizerine konuldu. Enzimatik kesim
icin bir kuyucuk basina toplam miktar 14,75 pl olacak sekilde 16 kuyucuk igin

Affymetrix® Niikleaz-Free Su, 10X Nspl Tamponu, 100X BSA, Nspl enzimini
uygun konsantrasyonlarda i¢eren karisim hazirlandi. Hazirlanan karigim her biri 1saniye
olacak sekilde yiiksek hizda 3 kere vortekslendi ve spin yapildi. Karisimdan 6rneklerin
tizerine 14.75 ul eklendi.

PZR cihazinin kapagi 6nceden 1sitildi. Plaka yapiskan film ile kapatildi. Plakanin 4
kosesi ve ortas1 yiiksek hizda vortekslendi. 2000 rpm’de 1 dakika spin yapildi. Plaka
PZR cihazina yerlestirildi ve asagida gosterilen CytoScan Digest programi (37 °C’de 2
saat, 65 °C’de 20 dakika, 4 °C bekleme) uygulandi.

3.7.2. Ligasyon

10X T4 DNA Ligaz Tamponu ve 50 uM Adaptor, Nsp 1 oda sicakliginda
¢ozdiriildi. Coziinmeyen partikiil kalmamasi igin vortekslendi ve buz tizerine koyuldu.
10X T4 DNA Ligaz Tamponu, 50 uM Adaptor, T4 DNA Ligaz igeren karisim
hazirlandi. Karigim, her biri 1saniye olacak sekilde yiiksek hizda 3 kere vortekslendi ve
spin edildi. Hazirlanan karisimdan, enzim kesimi asamasinda miktart 19.75 ul’ye ulasan
orneklerin tlizerine 5.25 pl eklendi. Toplam hacim 25 pl oldu. Plaka yapiskan film ile
kapatildi. Plakanin 4 kosesi ve ortasi yiiksek hizda vortekslendi. 2000 rpm’de 1 dakika
spin edildi. Plaka, PZR cihazina yerlestirildi ve asagidaki CytoScan Ligate programi (16
°C’de 3 saat, 70 °C’de 20 dakika, 4 °C bekleme) uyguland:.

3.7.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Amplifikasyonu

Plaka, 2000 rpm’de 1 dakika spin edildi. Toplam 25 ul’ye ulasmis ernekler iizerine
75 ul soguk Affymetrix® Niikleaz-free su eklenerek diliisyon yapildi. Plaka yapiskan film
ile kapatildi. Plakanin 4 kosesi ve ortasi yiiksek hizda vortekslendi. 2000 rpm’de 1 dakika
spin edildi. Her 6rnekten 10 pl baska bir PZR plakasina aktarildi. 10X TITANIUM
Taq PZR tamponu, dNTP karisimi ve PZR primeri 002 oda sicakliginda ¢ozdiiriildii.
Vortekslenip spin yapildi ve buz tizerine konuldu. 50X TITANIUM Tag DNA Polimeraz,
GC-Melt Reaktifi ve Affymetrix® niikleaz-free su da buz iizerine alindi. 50 ml’lik bir
santrifiij tlipine 16 6rnek i¢in Soguk Affymetrix® Niikleaz-Free Su, 10X TITANIUM™
Tag PZR Tamponu, GC-Melt Reaktif, dNTP Karisimi, PCR Primer 002, 50X
TITANIUM™ Tag DNA Polimeraz igeren karisim hazirlandi. PZR karisimi, yiiksek
hizda, her seferinde 1 saniye olacak sekilde 3 kez vortekslendi. Karisimdan 90 pl
orneklerin tizerine eklendi. Toplam hacim 100 ul’ye ulasti. Plakanin 4 kdsesi ve ortast
yiiksek hizda vortekslendi. 2000 rpm’de 1 dakika spin edildi.

Plaka buz tizerinde Post-PZR c¢alisma alanina tagindi. PZR cihazinin kapagi 6nceden
wsitildi. Plaka cihaza yerlestirildi ve CytoScan PZR programi (94 °C’de 3 dakika ilk
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denatiirasyon, 30 dongii: 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 45 saniye, 68 °C’de 15 saniye,
son uzama 68 °C’de 7 dakika, 4 °C’de bekleme) uygulandi.

3.7.4. PZR Uriinii Kontrolii

5 ul Affymetrix niikleaz-free su ve 2 ul USB 5X RapidRun™ yiikleme boyasi
plakann 16 kuyucuguna konuldu. Her PZR iiriiniinden 3 ul, karisim {izerine eklendi,
kapatildi. Vortekslenip spin yapildi. Ornek karisimindan 8 ul almip %?2’lik agaroz jele
yiiklendi. Orneklerin dniindeki ve sonundaki kuyucuklara 5 pl USB 50-2000 bg marker
konuldu. Jel 5V/cm voltajda, 45 dakika yiiriitiildii. Ornekler, 150-2000 bg arasinda
smear goriintiisiine sahip olmalar1 agisindan kontrol edildi.

3.7.5. PZR Uriinii Piirifikasyonu

Her bir 6rnek igin kalan PZR iriinii, uygun sekilde isaretlenmis 1.5 ml kilitli giivenli
kapakli ependorf tiip igine alindi. Her ornegin ilizerine homojenize edilmis, 720 pl
“Purifikasyon Bead” eklendi. Tipler dikkatli bir sekilde kapatildi ve ters diiz yapilarak
karistirildi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Tipler, kapak-tiip baglanti
noktalar1 disariya bakacak sekilde maksimum hizda (21.130 rcf) 3 dakika santrifiij
edildi. Daha sonra, tiipler bir manyetik karistiricinin {izerine kondu (MagnaRack™).
Tiiplerin dibindeki Bead pelletine dokunmadan dokelti alinip atildi. Her bir tiipe 1.0 ml
Piirifikasyon Yikama Tamponu eklendi. Tipler kapatilarak maksimum hizda 2 dakika
vortekslendi. Kapak baglanti kisimlar1 disartya bakacak sekilde maksimum hizda
(21,130 rcf) 3 dakika santrifiij edildi. Tipler manyetik karistiriciya geri kondu. Bead
pelletine dokunmadan supernatant alind1 ve atildi. 16,100 rcf’de 30 saniye spin yapildi.
Ardindan manyetik karistiriciya geri koyuldu. Pipet yardimiyla, her bir tiiplin dibinde
kalan Piirifikasyon Yikama Tamponu temizlendi. Manyetik karistirici tizerinden alinan
tiiplerin kapaklari agik birakilarak kalan Piirifikasyon Yikama Tamponunun ug¢masi
sagland1 (10 dakika). Siire sonunda her bir tiipe, 52 pl Eliisyon Tamponu dogrudan
beadlerin ilizerine eklendi. Maksimum giigte 10 dakika vortekslenerek, beadler tekrar
siispansiyon haline getirildi. Eger tam olarak ¢6zlinmedi ise tiiplere el ile vurulup, 2
dakika daha vortekslendi. 21.130 rcf ‘de 3 dakika santrifiij edildi. 10 dakika manyetik
karistirict izerinde beadler kenarlara tutunana kadar bekletildi. Beadlerden ayrilmis 47
ul ornek, 96 kuyucuklu plakaya aktarildi. Plakanin {izeri kapatildi, 1 saniye yiiksek
hizda vortekslendi. 2000 rpm’de 1 dakika spin edildi.

3.7.6. Piirifikasyon Uriinii Miktar Tayini

96 kuyucuklu plakanin 16 kuyucuguna 18 pl Affymetrix niikleaz-free su kondu.
Piirifiye edilen her 6rnekten 2 ul eklendi. Plaka kapatilip, vortekslendi ve spin edildi.
Affymetrix niikleaz-free su kullanilarak Nanodrop Optik Dansite (OD) dl¢iim degeri
stfirland1. Seyreltilmis her 6rnekten 2 ul alinarak 260, 280 ve 320 nm OD degerleri
Olgiildi. Her bir ornek icin seyreltilmemis konsantrasyon pg/pl cinsinden: (ng/pl
cinsinden 6rnek konsantrasyonu X 10) + 1000 formiilityle hesaplandi.
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OD Degerlerinin Degerlendirilmesi:

Yedi veya daha fazla 6rnek icin piirifikasyon verimi en az >3.0 pg/ul olmalidir.
Verim <2.5 pg/ul olan drnekler i¢in deneye devam edilememektedir. OD260/0D280
oraninin 1.8 and 2.0 arasinda olmasi idealdir. OD320 degeri ise sifira ¢ok yakin
olmalidir. (< 0.1).

3.7.7. Fragmentasyon

Fragmentasyon asamasina geg¢ilmeden once, plaka santrifiijii +4 °C’ye getirildi.
Kapaginin 1sinmasi i¢in PZR cihazi agildi. Saflastirilan ve miktar tayini yapilan 6rnekler
-20 °C’den ¢ikarilip ve ¢ozdiriildii. Plaka iyice kapatilip vortekslendi ve spin edildi.
Sogumasi i¢in buz iizerinde 10 dakika bekletildi. (Su dahil biitiin soliisyonlar buz
tizerinde bekletildi. Biitin eklemeler buz iizerinde yapildi.) Fragmentasyon karisimi;
Soguk Affymetrix® Niikleaz-Free Su, 10X Fragmentasyon Tamponu, Fragmentasyon
Soliisyonu (DNaz icerir) uygun miktarlarda karistirilarak hazirlandi. Fragmentasyon
karisimi, maksimum hizda her biri 1 saniye olacak sekilde 3 kez vortekslendi. 10 pl
Fragmentasyon karisimi, her bir 6rnegin iizerine eklendi (45 pl piirifiye PCR {irtinii+10
ul Fragmentasyon karigimi). Plaka yapiskan film ile kapatildi, yiiksek hizda
vortekslendi. Soguk santrifiijde 2000 rpm’de 1 dakika spin edildi. Plaka PZR cihazina
kondu ve CytoScan Fragment programi 37 °C’de 35 dakika, 95 °C’de 15 dakika, 4
°C’de bekleme) uygulandi.

3.7.8. Fragmente Edilen Orneklerin Jel Kontrolii

Fragmente olan her bir 6rnekten 4 ul alinip strip tiiplere aktarildi. Her bir tiipe 16 ul
Affymetrix niikleaz-free su eklendi. Strip vortekslendi ve spin yapildi. Her bir
karigimdan 8 pul alindi ve yeni strip tiiplere kondu. 2 pul USB 5X RapidRun™ Yiikleme
Boyasi eklendi. Tiipler vortekslendi ve spin edildi. Her bir 6rnekten 8 ul, % 4’lik
nusieve agaroz jele yiiklendi. Orneklerin dncesi ve sonrasi kuyucuklara, 2 ul TrackIt™
25 b¢ DNA marker birakildi. Jel, 5V/em giicte 45 dakika yiiriitiildii. Jel incelendi,
orneklerin 25-125 bg arasinda smear halinde goriindiigii tespit edildi.

3.7.9. Isaretleme

5X TdT (Terminal Deoksi Niikleodil Transferaz) Tamponu ve 30 mM DNA
isaretleme sollisyonu oda sicakliginda ¢ozdiiriildii ve buz iizerine kondu. Uygun
konsantrasyonlarda 5X TdT Tamponu, 30 mM DNA Isaretleme Soliisyonu, TdT
Enziminden olusan, 16 6rneklik isaretleme karisimi hazirlandi.

96 kuyucuklu plaka igerisindeki her bir Ornegin lizerine 19.5 ul isaretleme
karisimindan eklendi (51 upl fragmente Ornek+19.5 pl isaretleme karigimi). Plaka
vortekslenip, spin edildi. Plaka PZR cihazina yerlestirildi ve CytoScan isaretleme
programi (37 °C’de 4 saat, 95 °C’de 15 dakika, 4 °C’de bekleme) uygulandi.
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3.7.10. Hibridizasyon

Kullanmadan once ¢ipler/“array”ler paketlerinden c¢ikarildi ve +4 °C’de 1 saat
bekletildi. Hibridizasyon firinlari, rotasyon 6zelligi acik olacak sekilde 1 saat, 50 °C’de
isitildi. Bir “Batch Registration” dosyasi olusturuldu. Buz tizerindel5 ml’lik bir konik
tiipte, 16 orneklik, Hibridizasyon Tamponu 1, Hibridizasyon Tamponu 2, Hibridizasyon
Tamponu 3, Hibridizasyon Tamponu 4 ve Oligo Kontrol Soliisyonu 0100’den olusan
hibridizasyon karigimi hazirlandi. Karisim her seferinde 3 saniye olmak tizere, 3 kez
vorteklenerek iyice karistirildi, ardindan soguk blok iizerinde bulunan bir kaba dokiildii.
Her bir 6rnege 190 pl hibridizasyon karisimi eklendi, iyice vortekslenip spin edildi.
Plaka PZR cihazina yerlestirildi ve CytoScan Hyb programi (95 °C’de 10 dakika, 4
°C’de bekleme) ¢alistir1ldi.

Yiiklemeden once, ornekler en az 1 dakika 49 °C’de inkiibasyona birakildi. Cipin
iist kismindaki noktalarin (septa) ilizerine beyaz yuvarlak yapiskanlar yapistirildi. PZR
cihazindan alinan 6rnekler, bir ¢ipe 200 ul olacak sekilde Sekil 3.1°de gosterildigi gibi
yiiklendi. Cip igerisinde hava kabarcigi kalmamasina 6zen gosterildi.

Y

Sekil 3.1. Ornegin ¢ipe yiiklenmesi

Sonrasinda, ¢ipler hemen hibridizasyon firinina konarak 50 °C ve 60 rpm’da, 16
saat hibridize edildi.

3.7.11. Yikama, Boyama, Tarama
500 pl Boyama Tamponu 1, 1,5 ml’lik sar1 renkli ependorf tiipe, 500 ul Boyama
Tamponu 2, renksiz tiipe, 800 ul Array Bekletme Tamponu, mavi renkli tiipe konuldu.

Ciplerin Yikanmasi ve Boyanmasi:

Yikama tamponlari ile Fluidik Istasyon yikandi. Boyama tamponlari yiiklendi ve
uygun Fluidik protokol (CytoScanHD_Array_450) secildi. Fluidik protokolii baslatildi
ve kartus kolu “eject” pozisyonunda birakildi. Beyaz yapiskanlar cikartilan arrayler
(¢ipler), barkodlar1 okutularak, Fluidik Istasyona yerlestirilerek yikama gerceklestirildi.
Bir sonraki yikama islemi i¢in boyama tamponu 1-2, array bekletme tamponu tekrar
hazirlandi.
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Tarama iglemi i¢in:

Tarayict islemden 20 dakika oOnce galistirildi. Pencere kisminda herhangi bir
baloncuk goriinimii olmamasima dikkat edildi. Array lizerindeki kirmizi renkteki
delikler beyaz yapiskanlar ile kapatilip tarayiciya koyuldu ve ilgili program araciligiyla
tarama baslatildi.

3.7.12. Analiz

Her bir o6rnek igin elde edilen CYCHP dosyalari, Affymetrix ChAS 1.2.2
programinda agilarak analiz edildi. En az 50 prob ve 100 kb’yi kapsayan DNA
amplifikasyonlar1 ger¢ek kopya sayisi artis1 varyasyonu, en az 25 prob ve 100 kb’yi
kapsayan delesyonlar ise gergek kopya sayisi azalisi olarak kabul edildi. Log2 ratio
degeri yaklasik olarak +0.5 olan varyasyonlar heterozigot, +1 olanlar homozigot
duplikasyon, yaklasik -0.5 olanlar heterozigot, -1 olanlar ise homozigot duplikasyon
olarak tanimlandi. Kopya sayist artiglari kromozomun yaninda mavi, azaliglart ise
kirmizi olarak saptandi. Tespit edilen CNV’lerin, Database of Genomic Variants (DGV)
veritaban1 ve Harvard Universitesi Children’s Hospital verileri ile karsilastirilarak
patolojik ya da benign olma ayrimlar1 degerlendirildi.

3.8. Heterozigosite Kaybi (Loss of Heterozogosity/LOH) Analizi

19 Miilleryan aplazili olgunun genomik DNA 6rneklerinde, homozigot DNA
bolgeleri ve akraba evliligi derecesini belirlemek amaciyla LOH analizi gerceklestirildi.
dokuz olgunun ebeveynlerinin akraba evliligi yaptiklari bilinmekteydi. LOH analizi ile
olgularin ebeveynlerinin akrabalik dereceleri dogrulandi. Parental akrabalik derecesi,
Fron (ROH: Regions of Homozygosity) degeri olarak adlandirilan homozigosite yiizdesi
ile tahmin edildi. Fron, homozigot otozomal DNA baz dizisi biiyiikliigiiniin, toplam
otozomal genom DNA biiyiikliigline oranmin yiizdesi olarak hesaplanmaktadir. Fron
degeri Affymetrix Cytoscan HD platformu ile elde edilen data Chromosome Analysis
Suite (ChAS) 1.2.2 programi kullanilarak analiz edildi. Bu program ile otomatik olarak
hesaplanan ve programda autosomeGenomeLOH (CHP Summary) olarak goriinen
FROH degerleri belirlendi. En az 5 Mb biiytikligiinde ve 100 ardisik prob iceren
homozigot DNA bolgeleri esas alindi. Elde edilen veriler homozigosite haritalamasi 6n
verileridir. Yalnizca hasta genomik DNA materyalinde elde edilmis bulgulardir.
Homozigosite haritalamasi ¢aligmasina, aile bireyleri de dahil edilirse bireyler arasinda
paylasilan allelik bolge ya da IBD (Identity by Decsent) segmentinin belirlenmesi
miimkiin olabilecektir.

Akrabalik derecesini belirlemek i¢in 2013 yilinda Sund ve arkadaslarinin yaptig
calisma referans alindi. Birinci, ikinci, tglincli ve daha uzak akrabalik derecelerini
tahmin etmek igin kriter alinan Fron degerleri Tablo 3.1°de gosterilmistir (71).

33



Tablo 3.1. Akrabalik derecesi tahmini igin homozigosite oranlari (71)

. Homozigosite Oram
Akrabalik Derecesi Teorik Oran ( Gi.ivenl? Aralik)
Birinci ya da daha yakin >%25 >%28.7
Birinci %25 %21.3-28.7
Birinci ya da ikinci %15.3-21.3
ikinci %12.5 %9.7-15.3
Ikinci ya da iigiincii %8.3-9.7
Ugiincii %6.25 %4.6-8.3
Uciincii ya da dérdiincii %4.2-4.6
Dérdiincii %3.125 %2.6-4.2
Dérdiincii ya da besinci %1.6-2.6
Besinci %1.5625 %0.5-1.6

Biyolojik olarak anne-gocuk, baba-gocuk, kardesler arasi yapilan evlilikler birinci
derece, amca-yegen, teyze-yegen, babalart bir, anneleri ayr1 kardesler arasi yapilan (ya
da tersi) evlilikler ikinci derece, kuzenler arasi yapilan evlilikler tiglincii derece akraba
evliligi olarak kabul edilmektedir (72).

3.9. Olas1 Aday Genlerin Belirlenmesi

Miilleryan aplaziden etkilenmis bireylerde hedef genlerin dizi analizinin yapildig:
caligmalar mevcuttur. Ancak belirlenen mutasyonlar heniiz hastaligin genetik
temellerinin aydinlatilmas: i¢in yeterli degildir. Bu noktada yeni genlerin hastalikla
iliskili olabilecegi goriisii ortaya atilabilmektedir.

Projemiz, Amerika Birlesik Devletleri, Georgia Tip Fakiiltesi’'nden Prof Dr.
Lawrence C. Layman ve ekibi ile ortaklasa yiiriitiilmektedir. Dr. Layman’in Amerikali
Miilleryan aplazili olgulara dair verileri mevcuttur. Tez calismamizda, bu verilerin temel
alinmasiyla hedeflenmis, Miilleryan aplazi ile iliskili olabilecek 12 olasi aday genin tiim
ekzonik ve ekzonlara yakin intronik bolgelerinin Sanger dizileme teknigi ile dizi analizi
yapildi. 12 olas1 aday gen, literatiir verileri, bir Amerikali olguda saptanan t(3;16)
kromozomal abnormalitesi ve Amerikali olgularda saptanan bazi CNV’ler baz alinarak
belirlendi. Bu baglamda belirlenen 12 gen; WNT4, CCR4-NOT Transkripsiyon
Kompleksi, Altiinite 10 (CNOT10), Tripartite Motif Containing 71, E3 Ubiquitin Protein
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Ligaz (TRIM71), Cinko Parmak Protein 200 (ZNF200), Cinko Parmak Protein 213
(ZNF213), Olfaktor reseptor, Aile 1, Altaile F, Uye 1 (OR1F1), FAM190A Proteini
(FAM190A/KIAA1680), Kondroitin Siilfat Sentaz 3 (CHSY3), Losin zengin tekrarli
Transmembran Noronal Protein 3 (LRRTM3), Katenin Alfa 3 (CTNNA3), Hepatosit
Niiklear Faktor 1 Beta (HNF1B), LIM Homoebox Protein 1 (LHX1) seklindedir.
Literatiirde Miilleryan aplazi ile iligkisi en anlamli olarak gdsterilen gen WNT4 olmast
sebebiyle ilk hedef gen olarak belirlenmistir. Bir Amerikali olguda 3p22.3 ve 16p13.3
bolgeleri arasinda regular bir translokasyon [46,XXt(3;16)(p22.3;p13.3)] belirlenmistir.
Bu translokasyon dolayisiyla, 3p22.3 kirik noktasinda ve yakininda lokalize CNOT10,
TRIM71 genleri, 16p13.3 kirik noktasinda lokalize ZNF200, ZNF213, OR1F1 genleri
hedef genler olarak belirlendi. Diger KIAA1680/FAM190A, CHSY3, LRRTM3, CTNNA3,
HNF1B, LHX1 genleri sirasiyla CGH-array teknigi ile saptanan 4q22.1dup, 5923.3dup,
10g21.3del, 17q12del CNV varyasyonlarindan yola ¢ikilarak belirlenmistir.

3.10. Aday Genlerin Dizi Analizi

Altmis alt1 Tirk Miilleryan aplazili olgunun HNF1B ve LHX1 genleri, 19 olgunun
WNT4, TRIM71, CTNNA3, LRRTM3, FAM190A, CHSY3 genleri, 16 olgunun ise
CNOT10, ZNF200, ZNF213, OR1F1 genlerinin tiim ekzonlar1 ve ekzona yakin intronik
bolgelerinin Sanger dizileme teknigi kullanilarak dizi analizi yapildi. HNF1B ve LHX1
genlerinde varyasyon tasiyan olgularin, ilgili varyasyonlar agisindan anne baba ve
kardeslerinin genomik DNA’lar1 da dizi analizi yapildi. Ailesel gecis gosteren ya da de
novo olan varyasyonlar belirlendi.

3.10.1. Primer Dizaym

Olas1 aday genlerin tiim ekzonlarmin PZR amplifikasyonu i¢in gerekli primerler
Primer 3 programi kullanilarak dizayn edildi.

3.10.2. Olas1 Aday Genlerin PZR Amplifikasyonu

PZR reaksiyonlar;, PCR System 9700 (Gene Amp"“) marka PZR cihazlarinda
gerceklestirildi.

3.10.3 PZR Reaksiyonu Icerigi

PZR reaksiyonu igerigi; niikleaz-free, steril H,O, 10X tampon (Fermentas), MgCl,
(25 mM) (Fermentas), dNTP (10 mM) Karisimi, Ileri ve Geri primer (50 uM), Taq
polimeraz (5 u/ul) (Fermentas) ve genomik DNA (100 ng/ul) konularak 50 pl olacak
sekilde hazirlandi. Amplikonlar, her bir reaksiyon i¢in uygun PZR programi
uygulanarak elde edildi.
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3.10.4. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

1.2 gram agaroz (Sigma) tartilarak 100 ml 1XTBE’de (Tris-Borat-EDTA) ¢oziildii.
50-55 °C’ye gelene kadar sogutuldu. 4 pl etidyum bromiir ilave edildi. Elektroforez
kiivetine taraklar yerlestirilerek sivi agaroz jel elektroforez kiivetine dokiildii. Oda
sicakliginda 15-20 dakika polimerize olmasi igin beklendi. Jel polimerize olduktan sonra
taraklar jelden alindi1 ve agaroz jel, icerisinde 1XTBE bulunan elektroforez tankina
yerlestirildi. PCR {iriinii ve 50 bg’lik marker yiikkleme tamponu kullanilarak kuyucuklara
mikropipet yardimiyla yiiklendi. Elektroforez tankina baglh gii¢ kaynagi ile 100 voltta 45
dakika yiiriitiildii. Siire sonunda ornekler UV 1sik veren transilluminator yardimiyla
incelendi.

3.10.5. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

50 ul’lik PZR iiriinii 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alindi. Uzerine 15 ul, 8 M
amonyum asetat ve 500 ul %2100 soguk etanol eklendi. Karisimin alt-iist edilerek
karistirildi. 10 dakika buz iizerinde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda +4 °C’de 14000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Pipetle dokelti alinarak atildi. Cokelti iizerine 600 pl
%90 etanol ilave edildi. +4 °C’de 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Tekrar dokelti
pipetle alinarak atildi. Tiiplerin kapagi 10-15 dakika agik birakilarak alkoliin tamamen
ugmasi saglandi. Tiipler kuruduktan sonra tizerine 20 pl saf su ilave edildi. 15-30 dakika
oda sicakliginda beklenerek pelletin su icerisinde ¢oziilmesi saglandi.

3.10.6. DNA Dizi Analizi

Dizi analizi reaksiyonlart PCR System 9700 (Gene Amp®) marka Thermal Cycler
kullanilarak asagidaki programa gore yapildi.

3.10.6.1. Dizileme Reaksiyonu

5X Tampon, Big Dye v3.1, primer (10 uM), kalip DNA ve H,O konularak final
hacmi 20ul olacak sekilde hazirlandi.

3.10.6.2. Dizileme PZR Program

Denatiirasyon 96°C’de 10 saniye; birlesme 50°C’de 5 saniye, uzama 60°C’de 4
dakika ve 25 dongii olacak sekilde ayarlandi.

3.10.6.3. Dizi Analizi Yapilacak Amplikonlarin Saflastirilmasi

20 pl’lik {irtin Gizerine 5 pl 25 mM EDTA ve 60 pl %100 etanol eklendi, kisa siire
vortekslenerek karistirildi. 5300 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Dokelti pipet
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yardimiyla dikkatli bir sekilde alinarak atildi. Cokelti tizerine 250 ul %70 etanol ilave
edildi. +4 °C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Tekrar dokelti pipetle alinarak
atildi. Tiplerin kapagi, karanlik bir ortamda 10-15 dakika agik birakilarak alkoliin
tamamen ugmasi saglandi. Tipler kuruduktan sonra iizerine 12 pl Hi Di Formamide
ilave edildi. Vortekslenerek karistirildi. Elde edilen irin ABI 310 ve ABI 3130
cihazlarina ytiklenerek dizilendi.

3.11. in-Siliko Analiz

Ekzonik dizilerde saptanan yanlis anlamli niikleotid degisimlerinin patojenite
tahminleri, on-line bir in-siliko analiz programi olan Sorting Intolerant From Tolerant
(SIFT) (http://sift.bii.a-star.edu.sg) programi araciligiyla gerceklestirildi.
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BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Calisma kapsamina, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali’nca tanist konmus 66 Miilleryan aplazili Tiirk olgu alinmistir.
Olgularin tamami1 ASRM siniflandirmasina gore, 1-e/kombine agenezi (bkz. Sekil 2.4)
simifinda yer almaktadir. Olgular yetigkin bireyler olup, yaslari; 16-48 araligindadir
(25.47%6.9). Olgularin anamnezine gore; 11 tanesinde parental akraba evliligi hikayesi
mevcuttur (birinci derece kuzen evliligi). 18 olgunun ebeveynlerinin akrabalig
konusunda bilgi edinilememistir. Olgularin ~%97’si sporadik vakalar olup, iki tanesinin
ailesel olma siiphesi bulunmaktadir. Bu iki bireyin anamnezine gore olgularin
halalarinda benzer fenotip mevcuttur. Olgulardan sekiz tanesine, Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrrahi Anabilim Dali’nca vajinoplasti
operasyonu yapilmistir. 10 olguda Miilleryan aplazi klinigine renal malformasyonlar
eslik etmektedir. 10 olgudan besinde unilateral renal agenezi tespit edilmistir. Bir olguda
at nali bobrek formasyonu saptanmustir. Diger olgulardaki renal malformasyonlar;
bilateral pelvikaliksiyal dilatasyon, ektopik yerlesimli pelvik bdbrek, soliter pelvik
bobrek, perimediiller T2 intensite artist seklinde belirlenmistir. Bir olguda skolyoz
bulgusu da eslik etmektedir. Dokuz olguda, siipheli ya da gergek ovaryan yapisal ve
fonksiyonel abnormaliteler saptanmigtir. Tiroid gland1 hipoplazisi, parsiyel empty sella,
yarik damak-dudak, bazi olgularda tespit edilen diger anomalilerdir. Olgularin muayene
bulgular1 ve anamnezlerine gore, higbirinde kardiyak ve isitme ile ilgili anomali
kaydedilmemistir. Olgulara ait klinik veriler Tablo 4.1°de sunulmustur.

46 olgunun hormonal tetkikleri (Folikiil Stimulan Hormon/FSH, Liiteinizan
Hormon/LH, Ostradiol/E2, Prolaktin/PRL, Tiroid Stimiilan Hormon/TSH,
Progesteron/PRG) Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarinda yapilmustir.
Buna gore alti olgunun FSH degerleri normal degerinden yiiksek, 11 olgunun ise
normalden diigiik bulunmustur. LH degeri normalden yiiksek olan olgu sayis1 12, diisiik
olan ise alt1 olarak belirlenmistir. E2 degeri yiiksek 11 olgu varken, diisiikk alt1 olgu
bulunmaktadir. Alt1 olgunun PRL degeri yiiksek, birinin ise diisiik bulunmustur. TSH
yiiksekligi olan iki, disiikliigii olan ise bir olgu bulunmaktadir. PRG degeri yiiksek bir,
diisiik iki olgu belirlenmistir. Olgulara ait biyokimyasal tetkik verileri Tablo 4.1°de
gosterilmektedir.
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Tablo 4.1. Miilleryan aplazili olgularin klinik ve sitogenetik bulgulari

FSH LH E2 PRL TSH PRG
KOD Karyotip Renal Anomali Diger Anomaliler (mIU/mL) (mIU/mL) (pg/ml) | (ng/mL) (ulu/mL) (ng/ml)
MA-01 | 46,XX Normal - n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-02 | 46,XX.13pss Normal - 5.51 13.55 68 13.58 1.79 n/a
MA-03 | 46,XX - 5.4 4.6 65 6.81 0.5 11.4
MA-04 | 46,XX Bilateral Pelvikaliksiyal Dilatasyon Tiroid Glandi1 Hipoplazisi 43 3.1 23.9 15.8 15 0.3
MA-05 | 46,XX Sagda Ektopik Yerlesimli Pelvik Bobrek 5.26 22 232.1 16.51 1.1 1.22
MA-06 | 46,XX 7.4 6.3 7.8 12.8 0.6 n/a
MA-07 | 46,XX Fibrotik Bant Seklinde Over 11.7 15.8 248 n/a n/a n/a
MA-08 | 46,XX 2.9 2.7 n/a 9.9 1.7 n/a
MA-09 | 46,XX n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-10 | 46,XX - 4.66 11.19 117.9 19.63 2.6 n/a
MA-11 | 46, XX n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-12 | 46,XX n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-13 | 46,XX - n/a n/a n/a n/a 1.13 n/a
MA-14 | 46,XX 4.44 n/a 1299 | n/a n/a n/a
MA-15 | 46,XX - n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-16 | 46,XX Unilateral Renal Agenezi 3.3 5.1 158 n/a 1.2 n/a
MA-17 | 46,XX n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-18 | 46,XX Normal Fibrotik Bant Seklinde Over 2.3 5.3 103 99 1.6 4.4
MA-19 | 46,XX n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-20 | 46,XX - 8.1 7.1 46 7 n/a n/a
MA-21 | 46,XX Normal Opverlerde folikiil yoklugu, Parsiyel Empty Sella | 1.5 1 11 74 2.01 0.77
MA-22 | 46,XX USG'de net gbzlenemeyen over 55 6.5 106 6.1 0.9 0.16
MA-23 | 46,XX,13pss,21pss 1.4 2.1 274 19 0.2 0.6
MA-24 | 46,XX 2.88 3.62 246.6 | 1.79 0.435 n/a
MA-25 | 46,XX,15pss 15.64 53.2 406.3 | n/a nla nla
MA-26 | 46,XX n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-27 | 46,XX,14pss - 62 20 4.7 4.8 2.5 0.6
MA-28 | 46,XX Normal Yarik damak-dudak n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-29 | 46,XX Hipoplastik sol over 64.1 24.9 70 9.1 2.1 0.41
MA-30 | 46,XX Unilateral Renal Agenezi, Soliter pelvik bobrek | - 45 5.2 35 15 14 n/a
MA-31 | 46,XX n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-32 | 46,XX Hipoplastik over nla nla n/a nla nla n/a
MA-33 | 46, XX 6.42 5 23.37 | 29.15 291 0.849
MA-34 | 46,XX Normal - n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-35 | 46,XX n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-36 | 46,XX Sag Bébrekte Perimediiller T2 Intensite Artigt USG'de net gozlenemeyen over 2.9 23 91 29 1.2 n/a
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FSH LH E2 PRL | TSH PRG
KOD Karyotip Renal Anomali Diger Anomaliler (mIU/mL) (mIU/mL) (pg/ml) | (ng/mL) (ulu/mL) (ng/ml)
MA-37 | 46,XX nla nla nla nla nla nla
MA-38 | 46,XX 6.73 5.68 20.97 13.63 4.45 n/a
MA-39 | 46,XX,1gh+,16gh+ nla nla nla nla nla nla
MA-40 | 46,XX,21pss Normal - n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MA-41 | 46,XX Normal - 12.69 0.93 968.7 | 6.95 5.32 0.362
MA-42 | 46,XX,1gh+ nla nla n/a nla 0.551 n/a
MA-43 | 46,XX Normal USG'de net gozlenemeyen over 3.3 1.32 2476 | 15.66 3 n/a
MA-44 | 46, XX At nali bobrek formasyonu nla nla n/a nla nla n/a
MA-45 | 46,XX USG'de net gbzlenemeyen over 1.5 0.1 5 5.38 2.81 0.234
MA-46 | 46,XX Normal 3.58 4.71 176.8 18.21 1.59 n/a
MA-47 | 45,X[6]/47, XXX[1]/46,XX [93] - 22.96 13.75 22.89 7.2 0.089 0.147
MA-48 | 46,XX Normal - nla nla n/a na na n/a
MA-49 | 46,XX,13pss Normal - 6.44 8.15 42.06 | 4.75 n/a n/a
MA-50 | 46,XX,9gh+,21pss Bilateral Pelvikaliksiyal Dilatasyon - nla nla n/a nla nla n/a
MA-51 | 46,XX Normal - 4.86 7.19 76.81 13.16 3.16 n/a
MA-52 | 46,XX.13pss Normal - 8.73 14.74 261.3 | 43.96 1.17 1.11
MA-53 | 46,XX Normal - 13.25 26.67 311.7 | 96.63 2.27 n/a
MA-54 | 46,XX Unilateral Renal agenezi - 5.33 7.08 112.8 | 21.89 1.23 n/a
MA-55 | 46,XX Normal Skolyoz 10.45 58.72 213.9 22.763 0.288 n/a
MA-56 | 46,XX,14pss Normal - 9.95 43.94 194.3 | 22.27 0.983 n/a
MA-57 | 46,XX,13pss,22pss Normal - 6.72 5.1 57.8 17.95 1.25 nla
MA-58 | 46,XX,9gh+ Unilateral Renal agenezi - 7.59 6.72 37.02 | 10.34 2.16 n/a
MA-59 | 46,XX Normal - 4.09 6.61 79.68 n/a n/a 1.17
MA-60 | 46,XX Normal - 7.16 7.6 138.5 9.74 2.15 n/a
MA-61 | 46,XX Unilateral Renal agenezi - 4.1 12.83 54.79 | 23.37 2.25 n/a
MA-62 | 46,XX Normal - 3.25 2.73 61.19 12.87 2.73 n/a
MA-63 | 46,XX - n/a nla n/a nla n/a n/a
MA-64 | 46,XX Normal - 3.13 3.28 218.4 | 48.12 1.27 n/a
MA-65 | 46,XX - 6.71 6.47 111.3 | n/a n/a n/a
MA-66 | 46,XX Normal - 3.83 4.08 144.3 | 13.64 0.868 n/a

n/a: bilgi yok
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4.2. Sitogenetik Bulgular

Olgularin tamaminda (n=66) yapilan sitogenetik analiz sonucu, otozomal
kromozomlarin ise karistigi herhangi bir kromozomal abnormalite saptanmamustir.
Ancak, MA-47 kodlu hastalarda, mozaik olarak X kromozomu andploidisi tespit
edilmistir. Bu olgunun analiz edilen 100 metafaz hiicresi sonucu, Karyotipi;
45,X[6]/47, XXX[1]/46,XX[93] seklinde belirlenmistir.

Bu bulgulara ek olarak, CBG analizi ile bazi hastalarin 1, 9, 16 nolu
kromozomlarimin q kollarindaki heterokromatin bolgelerinin amplifikasyonuna baglh
olarak 1gh+, 9gh+, 16gh+ heteromorfizmleri saptanmistir. Bazi hastalarda ise NOR
analizi ile 13, 14, 15, 21 ve 22 nolu kromozomlarin satellit bolgelerinde, satellit DNA
duplikasyonlar1 13pss, 14pss, 15pss, 21 pss, 22pss olarak belirlenmistir. Hastalarin
kromozomal verileri Tablo 4.1’de sunulmustur.

4.3. Genomik DNA Orneklerinin Hazirlanmasi ve Kopya Sayis1 Varyasyonlari

Bulgulan

Calisma kapsamindaki 66 Miilleryan aplazili olgunun 19’unda (MA-09, MA-22,
MA-23, MA-24, MA-25, MA-26, MA-27, MA-29, MA-30, MA-31, MA-34, MA-37,
MA-45, MA-53, MA-56, MA-58, MA-61, MA-62, MA-66) Affymetrix CytoScan HD
mikrodizin platformu ile tim genom CNV analizi yapilmistir. 19 olgunun genomik
DNA orneklerinin safligt ve miktart tayin edildikten sonra CNV analizi i¢in DNA
orneklerinin  hazirlanmasi asamasi gergeklestirilmistir. Islak laboratuvar olarak
tanimlanan bu agamada, adaptor ligasyonunu takiben yapilan PZR amplifikasyonundan
ve enzimatik kesim basamaklarindan sonra agaroz jel elektroforezi ile kontrol
yapilmigtir. lgili jel kontrol basamaklari, Bireyler ve Yontemler bliimiiniin; “3.7.4.
PZR Uriinii Kontrolii” ve “3.7.8. Fragmente Edilen Orneklerin Jel Kontrolii” basliklart
altinda belirtilmistir.

PZR Uriinii Kontrolii

NSP1 enzimi aracilifiyla, konsantrasyonu 50 ng/pl olan 250 ng genomik DNA
Oornegi enzimatik kesime ugratilmistir. Kirpilan DNA’nin uglarma Nspl adaptor
dizisinin takilmasi i¢in ligasyon reaksiyonu kurulmustur. Adaptor diziye komplementer
olan primerler kullanilarak belirli uzunluktaki DNA pargalart PZR ile amplifiye
edilmistir. 5 pl niikleaz-free su ve 2 pl ylikleme boyasi ile karistirtlan 3 pl PZR iriini
%2’lik agaroz jele yiiklenerek, 5V/cm voltajda 45 dakika yiiriitiilmistiir. Jelde smear
halinde goriilen o6rnegin, 150-2000 bg¢ araliginda yogun olarak kiimelenmesi
gerekmektedir. Bu asamadaki 19 6rnegin jel gortintiisii Sekil 4.1’de sunulmustur.
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Sekil 4.1. Adaptor takilan fragmanlarin PZR amplifikasyonu sonucu agaroz jel goriintiilemesi

Fragmente Edilen Orneklerin Jel Kontrolii

PZR amplifikasyonunu takiben agaroz jelde kontrolii yapilan orneklerin bead
aracilifiyla pirifikasyonlart yapilmis, daha sonra Orneklerin nanodrop cihazi
kullanilarak miktar ve saflik tayinleri gergeklestirilmistir. 19 6rnegin konsantrasyonu
2.54-6.70 ug/ul araliginda saptanmistir. OD260/0OD280 degerleri 1.95-2.0 araliginda
hesaplanarak yeterince saf bulunmustur. Daha sonra her bir 6rnegin 45 pl’si, hazirlanan
10 pl fragmentasyon karigimi ile uygun kosullarda muamele edilmistir. Fragmente
edilen oOrnekler %4’lik agaroz jelde 5V/cm voltajda 45 dakika yiiriitiilerek
goriintiilenmistir. Orneklerin jel goriintiisii Sekil 4.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.2. Fragmente edilen PZR {iriinlerinin agaroz jel gériintiilemesi

Jelde ornekler kontrol edildikten sonra TdT enzimi ve isaretleme soliisyonu
aracihigiyla isaretleme asamasma gegilmistir. Isaretlenen ornekler hibridizasyon
soliisyonlart ile muamele edilerek, 200 ul’si array ¢iplere yiiklenmistir. Cipler bir gece
(16 saat) hibridizasyona birakilmig, sonrasinda g¢iplerin yikanmasi, boyanmasi ve
taranmasi asamalar1 gerceklestirilmistir. Her bir 6rnek i¢in elde edilen CYCHP
dosyalar1, Affymetrix ChAS 1.2.2 programi kullanilarak analiz edilmistir.

CNV Analizi Bulgular:

CYCHP dosyalarinin her biri Affymetrix ChAS 1.2.2 programi igerisinde agilarak
CNV analizi gergeklestirilmistir. Yanlis pozitif sonuglari engellemek igin en az 50 prob
ve 100 bg biiyiikligiinde DNA’y1 kapsayan amplifikasyonlar DNA Kkopya artis1 olarak,
en az 25 prob ve 100 bg¢’lik DNA’y1 kapsayan delesyonlar ise DNA kopya kaybi olarak
kabul edilmistir. Buna baglh olarak, 19 hastada toplam 42 mikrodelesyon, 73
mikroduplikasyon olmak f{izere toplam 115 CNV saptanmistir. Saptanan CNV’ler DGV
veritaban1 ve Harvard Universitesi Children’s Hospital Tibbi Laboratuvar boliimii
verileri ile karsilastirilmistir. CNV’lerin DGV veritabaninda rapor edilme sikliklart
belirlenmistir. Rutin analiz i¢in Harvard Universitesi Children’s Hospital Tibbi
Laboratuvar boliimiine basvuran ka¢ bireyde olgularimizda saptanan CNV’lerin
saptandig1 belirlenmistir. Calismamiz kapsaminda 19 olguda belirlenen CNV’lerin
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lokalizasyonlari, biiytikliikleri, Hgl9 versiyonuna gore kromozomal DNA igerisindeki
simirlarint - gosteren  minimum-maksimum  niikleotid  numaralari,  Harvard
Universitesi’nde saptanma/tekrar sayis1, DGV veritabani verileri ve igerdikleri gen sayis1
Tablo 4.2 — Tablo 4.20°de listelenmistir.

Tablo 4.2. MA-09 nolu olguda saptanan CNV’ler

Tekrar
ot | womon | e |0 | M| e | o | 00v o

Verileri)
Delesyon 6 p25.3 127 254,253 381,137 3 Sik rastlanan 1
Delesyon 14 gql1.2 222 22,746,791 22,968,854 21 Sik rastlanan 0
Duplikasyon 4 q3l.21 340 144,740,569 145,080,267 >40 Sik rastlanan 3
Duplikasyon 8 q13.2 109 69,705,240 69,814,578 1 Sik rastlanan 1
Duplikasyon 14 932.33 | 530 106,246,785 106,777,210 | 39 Sik rastlanan 3
Duplikasyon 16 pll.2 285 34,471,297 34,755,816 8 Sik rastlanan 3
Duplikasyon 17 gq21.31 597 44,187,491 44,784,639 7 Sik rastlanan 8
Duplikasyon 22 ql1.22 137 23,121,367 23,258,369 30 Sik rastlanan 2

Tablo 4.3. MA-22 nolu olguda saptanan CNV’ler
L . Tekrar

owTh | Komom |san | ko | Miimun | ks | sws |00V S

Verileri)
Delesyon 11 gqll 223 54,701,631 54,924,587 10 Sik rastlanan 0
Delesyon 16 pl1.2 746 29,432,212 30,177,916 8 Nadir 40
Delesyon X q25 768 126,937,856 127,706,114 0 Nadir 1
Duplikasyon 12 p13.31 120 8,004,411 8,124,048 3 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 14 932.33 | 545 106,205,949 106,750,867 | 39 Sik rastlanan 3
Duplikasyon 17 g21.31 101 44,187,491 44,288,442 7 Sik rastlanan 2

Tablo 4.4. MA-23 nolu olguda saptanan CNV’ler
. . Tekrar

CNV Tipi Kromozom | Bant Kb M(Eng)m M?ﬁ;‘fg;m (SH?;\";d eg\iiabam S:;ls]

Verileri)
Delesyon 16 p13.3 243 6,774,500 7,017,793 0 Nadir 1
Delesyon X q21.32 272 92,229,963 92,501,843 0 Sik rastlanan 0
Duplikasyon 8 pl1.22 | 137 39,247,097 39,384,337 8 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 14 g32.33 | 303 106,227,153 106,530,460 | 39 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 16 p11.2 936 32,848,682 33,784,810 8 Sik rastlanan 6
Duplikasyon 17 g21.31 101 44,187,491 44,288,442 7 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 22 ql1.22 137 23,121,367 23,258,369 30 Sik rastlanan 2
Duplikasyon X 026.3 108 134,746,947 134,854,875 1 Sik rastlanan 1
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Tablo 4.5. MA-24 nolu olguda saptanan CNV’ler

Tekrar
oNvTipi | romozom | Bant | b | NREGT | VST | S b | Sai

Verileri)
Delesyon 2 q13 862 110,504,318 111,365,996 | O Sik rastlanan 16
Delesyon 8 p11.22 140 39,247,097 39,386,952 26 Sik rastlanan 2
Delesyon 12 p13.31 120 8,004,411 8,124,048 1 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 6 q27 260 168,333,307 168,593,036 | >40 Sik rastlanan 4
Duplikasyon 10 ql1.22 1332 | 46,966,533 48,298,893 6 Sik rastlanan 18
Duplikasyon 14 g32.33 | 313 106,223,586 106,536,858 | 39 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 14 932.33 | 224 106,667,114 106,890,855 | 39 Sik rastlanan 1
Duplikasyon 17 gq21.31 597 44,187,491 44,784,639 7 Sik rastlanan 8

Tablo 4.6. MA-25 nolu olguda saptanan CNV’ler
. . Tekrar

CNV Tipi Kromozom | Bant Kb '\/I(E;:]Tg)m M?ﬁzlr.gt)]m (SHi\};\l/erd Bfr\iiabam S:;m

Verileri)
Delesyon 11 p11.12 3343 | 51,581,310 54,924,587 2 Sik rastlanan 0
Delesyon 16 pl1.2 395 32,511,178 32,906,257 8 Sik rastlanan 4
Delesyon 20 pl1.1 3191 | 26,305,565 29,497,009 1 Sik rastlanan 0
Duplikasyon 14 932.33 | 267 106,263,718 106,530,460 | 39 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 14 g32.33 264 106,667,114 106,931,309 39 Sik rastlanan 1
Duplikasyon 17 g21.31 572 44,212,823 44,784,639 7 Sik rastlanan 8
Duplikasyon 22 q11.22 193 23,065,697 23,258,369 30 Sik rastlanan 2

Tablo 4.7. MA-26 nolu olguda saptanan CNV’ler
o . Tekrar

CNVTipi | romozom | Bant | kb | MGG | MEEGET | S O b | Sai

Verileri)
Delesyon X pll.1 3439 | 58,507,403 61,946,674 1 Sik rastlanan 0
Duplikasyon 4 q13.2 175 69,367,092 69,541,894 2 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 8 pl11.22 137 39,247,097 39,384,337 8 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 10 026.3 173 135,204,187 135,377,265 | 3 Sik rastlanan 0
Duplikasyon 14 932.33 | 742 106,206,397 106,948,691 | 39 Sik rastlanan 16
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Tablo 4.8. MA-27 nolu olguda saptanan CNV’ler

Tekrar
oNvTipi | romozom | Bant | b | NREGT | VST | S b | Sai

Verileri)
Delesyon 1 q44 107 248,688,586 248,795,277 1 Sik rastlanan 4
Delesyon 8 p11.22 140 39,247,097 39,386,952 26 Sik rastlanan 2
Delesyon 14 ql1.2 111 22,829,383 22,940,284 21 Sik rastlanan 0
Duplikasyon 10 q11.22 1096 | 47,078,812 48,174,779 6 Sik rastlanan 16
Duplikasyon 14 q32.33 498 106,263,670 106,761,968 39 Sik rastlanan 3
Duplikasyon 22 q11.22 134 23,124,497 23,258,369 30 Sik rastlanan 2

Tablo 4.9. MA-29 nolu olguda saptanan CNV’ler
. . Tekrar

oNvTipi | Kromozom | Bant | kb | MR MRS | S O | Savs

Verileri)
Delesyon 10 pl2.1 122 27,587,517 27,709,398 2 Sik rastlanan 0
Duplikasyon 6 p22.2 104 26,184,364 26,288,437 1 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 8 pl1.22 130 39,254,032 39,384,337 8 Sik rastlanan 1
Duplikasyon 13 ql4.11 116 41,178,626 41,294,741 1 Nadir 1
Duplikasyon 14 932.33 | 278 106,258,855 106,536,858 | 39 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 18 pl1.21 3472 | 15,136,152 18,608,374 0 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 22 ql1.22 112 23,146,338 23,258,369 30 Sik rastlanan 2

Tablo 4.10. MA-30 nolu olguda saptanan CNV’ler
. . Tekrar

CNV Tipi Kromozom | Bant Kb M(Eé;Tg)m M?ﬁ;‘fg;m (SH?;\"Z:d eg\iiabam S:;ls]

Verileri)
Delesyon 12 p13.31 120 8,004,411 8,124,048 1 Sik rastlanan 2
Delesyon 14 qll.2 415 22,558,877 22,974,280 21 Sik rastlanan 0
Delesyon 19 pl2 122 20,598,429 20,720,705 4 Sik rastlanan 1
Duplikasyon 6 p21.33 174 31,852,726 32,026,756 1 Sik rastlanan 16
Duplikasyon 14 g32.33 | 330 106,206,397 106,536,858 | 39 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 14 932.33 | 282 106,667,114 106,948,691 | 39 Sik rastlanan 2
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Tablo 4.11. MA-31 nolu olguda saptanan CNV’ler

Tekrar
oNvTipi | romozom | Bant | b | NREGT | VST | S b | Sai

Verileri)
Delesyon 8 p11.22 140 39,247,097 39,386,952 26 Sik rastlanan 2
Delesyon 14 gql1.2 197 22,747,482 22,944,507 21 Sik rastlanan 0
Delesyon 14 932.33 179 105,280,461 105,459,354 | 3 Sik rastlanan 5
Delesyon 15 gql1.2 388 23,290,798 23,679,133 4 Sik rastlanan 4
Duplikasyon 1 p21.3 323 95,000,754 95,323,325 1 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 14 g32.33 | 800 106,227,153 107,027,236 | 39 Sik rastlanan 4
Duplikasyon 16 pll.2 1242 | 32,554,241 33,796,740 8 Sik rastlanan 6
Duplikasyon 17 gq21.31 101 44,187,491 44,288,442 7 Sik rastlanan 2

Tablo 4.12. MA-34 nolu olguda saptanan CNV’ler
. . Tekrar

CNV Tipi Kromozom | Bant Kb '\/I(E;:]Tg)m M?IH(ZI]r.gL)jm (SHt\};\l/erd Bfr\iiabam S:;m

Verileri)
Delesyon 8 p11.22 140 39,247,097 39,386,952 26 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 1 g21.1 110 145,146,853 145,256,873 8 Sik rastlanan 1
Duplikasyon 4 ql3.2 175 69,367,092 69,541,894 2 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 6 p22.2 121 26,167,318 26,288,437 1 Sik rastlanan 18
Duplikasyon 12 p13.31 131 8,004,411 8,135,534 3 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 14 932.33 | 620 106,329,183 106,948,691 | 39 Sik rastlanan 4
Duplikasyon 16 pll.2 294 34,471,297 34,765,444 8 Sik rastlanan 3

Tablo 4.13. MA-37 nolu olguda saptanan CNV’ler
o . Tekrar

CNVTipi | romozom | Bant | kb | MGG | MEEGET | S O b | Sai

Verileri)
Delesyon 4 q13.2 122 69,435,966 69,558,258 2 Sik rastlanan 1
Delesyon 8 p11.22 140 39,247,097 39,386,952 26 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 10 ql1.22 1237 | 46,966,533 48,203,688 6 Sik rastlanan 18
Duplikasyon 14 032.33 | 480 106,270,855 106,751,271 | 39 Sik rastlanan 3
Duplikasyon 17 gq24.1 171 62,802,573 62,973,942 0 Sik rastlanan 5
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Tablo 4.14. MA-45 nolu olguda saptanan CNV’ler

Tekrar
. Minimum Maksimum | gayvis1 DGV Gen
CNV Tipi Kromozom | Bant Kb (Hg19) (Hg19) (Ha}:vard Veritabam Sayis1
Verileri)
Duplikasyon 10 ql1.22 947 47,059,807 48,006,310 6 Sik rastlanan 15
Duplikasyon 14 032.33 | 324 | 106,206,397 106,530,460 | 39 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 17 gq21.31 101 44,187,491 44,288,442 7 Sik rastlanan 2
Tablo 4.15. MA-53 nolu olguda saptanan CNV’ler
Mini Maksi Tekrar DGV G
. inimum aksimum | savier en
CNV Tipi Kromozom | Bant Kb (Hg19) (Hg19) (Ha);vard Veritabam Sayisi
Verileri)
Delesyon 8 p11.22 140 39,247,097 39,386,952 26 Sik rastlanan 2
Tablo 4.16. MA-56 nolu olguda saptanan CNV’ler
Mini Maksi Jekrar DGV G
- inimum aksimum | gayg en
CNV Tipi Kromozom | Bant | Kb (Hg19) (Hg19) | (Harvard | Veritabam Sayisi
Verileri)
Delesyon 8 p11.22 140 39,247,097 39,386,952 26 Sik rastlanan 2
Delesyon 8 g24.23 | 180 | 137,682,509 137,862,435 | 8 Sik rastlanan 0
Delesyon 14 932.33 247 106,530,533 106,777,331 3 Sik rastlanan 1
Duplikasyon 1 p31.1 263 | 76,357,590 76,620,268 1 Nadir 3
Duplikasyon 10 026.3 120 135,252,178 135,372,601 3 Sik rastlanan 3
Duplikasyon 14 032.33 | 260 | 106,270,453 106,530,460 | 39 Sik rastlanan 2
Tablo 4.17. MA-58 nolu olguda saptanan CNV’ler
Mini Maksi Tekrar DGV G
- inimum aksimum | savisi en
CNV Tipi Kromozom | Bant Kb (Hg19) (Hg19) (Ha}:vard Veritabam Sayisi
Verileri)
Delesyon 14 qll.2 197 22,747,482 22,944,507 21 Sik rastlanan 0
Delesyon 19 pl2 122 20,598,429 20,720,705 4 Sik rastlanan 1
Delesyon X pl1.1 3439 | 58,507,403 61,946,674 1 Sik rastlanan 0
Duplikasyon 10 gq11.22 | 947 47,059,807 48,006,310 6 Sik rastlanan 15
Duplikasyon 12 p13.31 | 131 8,004,411 8,135,534 3 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 14 q32.33 800 106,227,153 107,027,236 39 Sik rastlanan 4
Duplikasyon 17 g21.31 101 44,187,491 44,288,442 7 Sik rastlanan 2
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Tablo 4.18. MA-61 nolu olguda saptanan CNV’ler

Tekrar
oNvTipi | romozom | Bant | b | NREGT | VSO | S b | Sai

Verileri)
Delesyon 10 pl2.1 122 27,587,517 27,709,398 2 Sik rastlanan 0
Delesyon 14 0932.33 | 247 106,530,533 106,777,331 | 3 Sik rastlanan 1
Duplikasyon 16 pl1.2 294 34,471,297 34,765,444 8 Sik rastlanan 3
Duplikasyon 17 g21.31 101 44,187,489 44,288,442 7 Sik rastlanan 2
Duplikasyon 18 pl1.21 3472 | 15,136,152 18,608,380 0 Sik rastlanan 2
Duplikasyon X 026.3 108 134,746,947 134,854,875 1 Sik rastlanan 1

Tablo 4.19. MA-62 nolu olguda saptanan CNV’ler
. . Tekrar

oNvTipi | Kromozom | Bant | kb | METGT | MECTO | Savs b | Sais

Verileri)
Delesyon 14 932.33 | 179 105,280,461 105,459,354 | 3 Sik rastlanan 5
Duplikasyon 6 q27 260 168,333,307 168,593,036 | >40 Sik rastlanan 4
Duplikasyon 10 q11.22 1332 | 46,966,533 48,298,893 6 Sik rastlanan 18
Duplikasyon 14 g32.33 224 106,667,114 106,890,855 39 Sik rastlanan 1
Duplikasyon 17 g21.31 597 44,187,491 44,784,639 7 Sik rastlanan 8

Tablo 4.20. MA-66 nolu olguda saptanan CNV’ler
. . Tekrar

oNvTipi | cromozom | gan | kb | MEAGT | MESIT | S O | Savn

Verileri)
Delesyon 8 p11.22 140 39,247,097 39,386,952 26 Sik rastlanan 2
Delesyon 14 qll.2 197 22,747,469 22,944 507 21 Sik rastlanan 0
Delesyon 19 pl2 122 20,598,429 20,720,705 4 Sik rastlanan 1
Delesyon X pll.1 3439 | 58,507,403 61,946,674 1 Sik rastlanan 0
Duplikasyon 16 pll.2 1242 | 32,554,241 33,796,740 8 Sik rastlanan 6
Duplikasyon 17 g21.31 101 44,187,491 44,288,450 7 Sik rastlanan 2

Belirlenen CNV’ler, DGV veritabam ve Harvard Universitesi Children’s Hospital

verileri ile karsilastirilip benign olanlar dislanmis, yiiksek olasilikli patolojik olanlar
belirlenmistir. CNV bdolgesindeki gen yogunlugu da, patojeniteyi belirleme agisindan bir
parametre olarak alinmistir. Gen yogunlugu agisindan fakir bolgelerin benign olma
olasiliklari artmaktadir. Benign CNV’lerin dislanmast ile, dort hastada (MA-22, MA-23,
MA-29, MA-56) bes farkli yiiksek olasilikli patolojik CNV saptanmistir. Bu CNV’ler,
MA-56 nolu olguda 1p31.1 duplikasyonu (Sekil 4.3), MA-29 nolu olguda 13g14.11
duplikasyonu (Sekil 4.4), MA-22 nolu olguda 16p11.2 delesyonu (Sekil 4.5), MA-23
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nolu olguda 16p13.3 delesyonu (Sekil 4.6), MA-22 nolu olguda saptanan Xqg25
delesyonudur (Sekil 4.7). Patolojik CNV saptanan olgularin klinik 6zelliklerine bakildig
zaman, tamami Tip 1 Miilleryan aplazi tanihidir. Ayrica, 16pl11.2 ve Xq25
delesyonlarinin saptandigi MA-22 nolu olgunun ultranosografik goriintiilemesinde over
net gozlenmemis, 13q14.11 duplikasyonunun saptandigi MA-29 nolu olgunun ise sol
overi hipoplastik olarak kaydedilmistir (bkz. Tablo 4.1). Yiiksek olasilikli patolojik
CNV’lerin lokalizasyonlari, Kb cinsinden biiyiikliikleri, kromozomal DNA igerisindeki
siirlarint gosteren minimum-maksimum niikleotid numaralari, igerdikleri gen sayisi ve
genler Tablo 4.21°de gosterilmistir.

Tablo 4.21. Miilleryan aplazili dort olguda saptanan yiiksek olasilikli patolojik CNVler

Olgu CNV Kb ITokallzasyon Gen Genler
No (Min-Maks/Hg19) [Sayist
MA-56 | 1p31.1dup 263 76,357,590-76,620,268 |3  [MSH4, ASB17,ST6GALNAC3

MA-29 13g14.11dup 116 41,178,626-41,294,741 1 |FOXO1

AK096982, LOC440354,
SLX1BB, SULT1A4, BOLA2,
SLX1A, SULT1AS, LOC23117,
DQ576952, DQ595631,
LOC613038, LOC100132247,
NPIPL3, SLC7A5P1, SPN,
QPRT, Cl6orf54, BC041466,
ZG16, MAZ, KIF22, PRRT2,
PAGR1, BC029255, MVP,
CDIPT, SEZ6L2, ASPHD1,
KCTD13, TMEM219, TAOK2,
HIRIP3, INO8OE, DOC2A,
FAMS7B, AK097527,
C160rf92, ALDOA, PPP4C,
TBX6, YPEL3, AK097453,
GDPD3, MAPK3

MA-22 16p11.2del 746 29,432,212-30,177,916 | 44

MA-23 | 16p13.3del 243 6,774,500-7,017,793 1 |RBFOX

MA-22 | Xqg25del 768 126,937,856-127,706,114( 1 ACTRT1

Saptanan CNV’lerin ChAS 1.2.2 programi araciligiyla elde edilen analiz goriintiileri
Sekil 4.3-4.7°de verilmistir. Log?2 ratio degeri yaklasik -0.5 olan 16p11.2del (Sekil 4.5),
16p13.3del (Sekil 4.6), Xqg25del (Sekil 4.7) ve +0.5 olan 1p31l.1dup (Sekil 4.3),
varyasyonlar1 heterozigot olarak belirlenmistir. Yalnizca, tespit edildigi olguda 13 nolu
kromozomun q13.1 bolgesinde 13.375 Kb’lik homozigot bir genomik bodlgenin icinde
yer alan 13914.11dup varyasyonu (Sekil 4.4) homozigot olarak belirlenmis, log2 ratio
degeri yaklasik olarak +1 olarak bulunmustur. Her bir varyasyonun log2 ratio degeri ve
buna bagl olarak segmental kopya saysi, ilgili sekiller lizerinde goriilmektedir.
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Sekil 4.6. MA-23 numarali olguda saptanan heterozigot 16p13.3 delesyonu

52




R I B R

FEE B 1 H

*.s’¢§aa:a;;;;

A B

| B

Sekil 4.7. MA-22 numarali olguda saptanan heterozigot Xq25 delesyonu

CNYV Bulgularmmin Literatiir ile Karsilastirilmasi

Olgularimizda saptanan yiiksek olasilikli patolojik CNV’ler literatiir ile
karsilagtiritlmistir. Bu karsilagtirma ile ayn1 kromozomal bélgede saptanan her bir
CNV’nin kapsadigi ortak DNA dizisi belirlenmistir. Literatiire bakildigi zaman,
Miilleryan aplazili olgularda en sik saptanan CNV’lerden biri 16pl1.2°deki
varyasyonlardir. 2011 yilinda Nik-Zainal ve arkadaglarinin belirledigi dort, 2013 yilinda
Sandbacka ve arkadaglarinin saptadigi bir olgu ve bizim olgumuzla beraber, giiniimiize
kadar alt1 olguda bu bolgede varyasyon saptanmustir (44, 47). Bu alt1 olguda saptanan
ortak varyant genomik bolge Sekil 4.8’de gosterildigi gibi yaklasitk 429 Kb
biiylikliigiindedir. Bu nihai bdolgede; Sialoforin  (SPN), Kuinolinat Fosforibozil
Transferaz (QPRT), Kromozom 16 Open Reading Frame 54 (C160rf54), Zimojen
Graniil Protein 16 (ZG16), Myc liskili Cinko Parmak Protein (74), Kinezin Ailesi Uyesi
22 (KIF22), Prolin Zengin Transmembran Protein 2 (PRRT2), PAXIP1 iliskili Glutamat
Zengin Protein 1 (PAGR1), Major Vault Protein (MVP), CDP-Diagilgliserol-Inositol3-
Fofotidil Transferaz (CDIPT), Seizure (felg, atak) Iliskili Mouse Homolog 6 benzeri 2
(SEZ6L2), Aspartat Beta Hidroksilaz Domaini Igeren 1 (ASPHD1), Potasyum Kanal
Tetramerizasyon Domaini iceren 13 (KCTD13), Transmembran Protein 219
(TMEM219), TAO Kinaz 2 (TAOK2), HIRA Interacting Protein 3 (HIRIP3), INO80
Kompleks Subiinite E (INO80E), Double C2 Benzeri Domain (DOC2A), Family with
Sequence Similarity 57, Member B (FAM57B), Kromozom 16 Open Reading Frame 92
(C160rf92), Aldolaz A-Fruktoz Bifosfat (ALDOA), Protein Fosfataz 4 Katalitik Subiinite
(PPP4C), T-Box 6 (TBX6), Yippee-like 3 (YPEL3), Gliserofosfodiester Fosfodiesteraz
Domain iceren 3 (GDPD3), Mitojen-activated Protein Kinaz 3 (MAPK3) genleri olmak
tizere, toplam 26 gen lokalizedir.
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Sekil 4.8. Literatiirde Miilleryan aplazili olgularda tanimlanmis 16p11.2 mikrodelesyonu bolgeleri

4.4, LOH/Homozigosite Bulgulari

Olgularin anamnez verilerine gére parental akraba evliligi olan sekiz, ailesinde
Miilleryan aplaziden etkilenmis bagka birey olan bir ve diger 10 olgunun LOH analizleri
yapilmustir. Affymetrix CytoScan HD platformunun sahip oldugu 750.000 SNP probu
araciligiyla, 19 olgunun homozigot genomik bdlgeleri tespit edilmistir. Affymetrix
ChAS 1.2.2 progranu ile data analizi sonucu, homozigot bolgeler kromozomun yaninda
mor renk olarak gosterilmektedir. Ornek olarak, homozigosite orani yiiksek bulunan
olgulardan olan MA-37, MA-53’ye ait analiz gorintiileri, sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil
4.10 olarak sunulmustur. LOH analizi sonucu, biitiin olgularin homozigosite gosteren
kromozomal bolgeleri listelenmis, olgular arasinda paylasilan, ortak bolgeler agisindan
birbirleri ile karsilastirilmistir. Ancak, Miilleryan aplazi ile iligkisi olabilecek resesif
kalitilan genleri icerme olasiligt olan ortak bir bolgeye rastlanmamugtir.

Akrabalik derecesi tayininde kullanilan Froy degeri de, program tarafindan
otomatik olarak hesaplanmakta, Sekil 4.9 ve 4.10°da gosterildigi gibi program icerisinde
goriilmektedir. Sekillerde goriilen AutosomeGenomeLOH verileri 0.1837 ve 0.1476 olan
olgularin Froy degerleri sirasiyla %18.3 ve %14.7 dir.
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LOH analizi verileri ile, olgularin anamnezine gore, birinci derece kuzen evliligi
(biyolojik olarak ikinci derece akrabalik) yaptigi bilinen sekiz olgunun yedi tanesinin
ebeveynlerinin akrabalik derecesi ikinci derece bulunarak anamnez dogrulanmistir. Yine
anamnezine gore, ebeveynleri birinci derece kuzen evliligi yaptigr bilinen MA-62 nolu
olgunun anne-babasi, daha yakin akrabalik derecesi olan birinci derece olarak
bulunmustur. Ebeveynlerinin akrabalik dereceleri bilinmeyen diger olgularin Fron
verilerine gore parental akrabalik dereceleri, Tablo 4.22°de sunulmustur.

Tablo 4.22. Olgularin % Otozomal LOH verileri (Fron) ve buna bagli akrabalik dereceleri

LOH Analizinden Once LOH Analizinden sonra
Olgu No Parental Akrabalik % Otozomal Parental Akrabalik
(olgunun anamnezine gore) LOH Derecesi
MA-09 Birinci kuzen %11,4 ikinci derece
MA-22 n/a %3.7 Doérdiincii derece
MA-23 n/a %2,9 Dérdiincii derece
MA-24 n/a %4,0 Dordiinct derece
MA-25 n/a %6,86 Ugiincii derece
MA-26 n/a %5,8 Uglincti derece
MA-27 n/a %9,9 ikinci derece
MA-29 Birinci kuzen %10,3 Ikinci derece
MA-30 n/a %44 Ucglincii ya da dordiincii derece
MA-31 n/a %3,7 Dordiinct derece
MA-34 Akrabalik yok %13,1 ikinci derece
MA-37 Birinci kuzen %18,3 ikinci derece
MA-45 Birinci kuzen %8,8 Tkinci derece
MA-53 Birinci kuzen %14,7 Ikinci derece
MA-56 Birinci kuzen %10,7 Ikinci derece
MA-58 Birinci kuzen %20 Birinci ya da ikinci derece
MA-61 Akrabalik yok %6.4 Ugﬁncﬁ derece
MA-62 Birinci kuzen %23,5 Birinci derece
MA-66 n/a %20.9 ikinci derece

n/a: bilgi yok

4.5. Dizi Analizi ile Olas1 Aday Genlerde Belirlenen Varyasyonlar

Projemizi ortaklasa yiiriittiiglimiiz Amerika Birlesik Devletleri, Georgia Tip
Fakiiltesi’'nden Dr. Layman ve ekibi tarafindan belirlenen 12 adet olasi aday genin
(WNT4, CNOT10, TRIM71, ZNF200, ZNF213, OR1F1, KIAA1680/FAM190A, CHSY3,
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LRRTM3, CTNNA3, HNF1B, LHX1) Sanger dizileme teknigi ile tiim ekzon ve ekzon
dizilerine yakin intronik bolgelerin dizi analizi yapilmistir (Tablo 4.5). Olas1 aday
genler; literatiir verileri, Prof. Dr. Lawrence C. Layman ve ekibi tarafindan bir
Amerikal1 olguda belirlenen t(3;16) kromozomal abnormalitesinin kirik noktalarinda
lokalize genler ve Amerikali olgularda saptanan CNV bolgelerinden (4q22.1dup,
5023.3dup, 10g21.3del, 16p13.3, 17q12del) yola ¢ikilarak belirlenmistir.

Tamami, Miilleryan aplazili Tiirk olgular olmak iizere 19 olgunun WNT4 geni, 16
olgunun CNOT10, ZNF200, ZNF213, OR1F1 genleri, 19 olgunun TRIM71, CTNNA3,
LRRTM3, KIAA1680 (FAM190A), CHSY3 genleri, 66 olgunun HNF1B ve LHX1 genleri
analiz edilmistir. ilgili genlere ait bilgiler Tablo 4.23’de sunulmustur.

Tablo 4.23. Dizi analizi yapilan olast aday genler

Gen Il_(rom.ozomal NM# mRNA: Ekzon Y[;I;:l'::gllgu
okalizasyon Uzunlugu Sayisi Sayist
WNT4 1p36.23 NM_030761.4 6,876 Kb 8 19
CNOT10 | 3p22.3 NM_015442 2,829 Kb 23 16
TRIM71 3p22.3 NM_001039111.1 | 3,138 Kb 4 19
ZNF200 16p13.3 NM_003454.3 3,387 Kb 7 16
ZNF213 16p13.3 NM_004220.2 3.301 Kb 6 16
OR1F1 16p13.3 NM_012360.1 939 be 4 16
FAM190A | 4922.1 NM_001145065.1 | 3,971 Kb 33 19
CHSY3 5023.3 NM_175856.4 3,523 Kb 8 19
LRRTM3 | 10921.3 NM_178011.4 6.051 Kb 5 19
CTNNA3 | 10921.3 NM_013266 10,710 Kb 23 19
HNF1B 17q12 NM_000458.3 2,815 Kb 11 66
LHX1 17q12 NM_005568.4 3,428 Kb 5 66

Ekzonik ve ekzonlara yakin intronik bolgelerin dizi analizi sonuglarma gore,
olgularin higbirinde WNT4, CNOT10, TRIM71, ZNF200, ZNF213, CHSY3, LRRTM3 ve
OR1F1 genlerinde genetik degisim saptanmamistir. Ancak, FAM190A geninde, bir
olguda (MA-33) c.2117A>G (p.Lys706Arg) varyasyonu saptanmistir. Ayni olgunun
CTNNA3 geninde ise ¢.1732+13C>T olmak tizere bir intronik SNP belirlenmistir.
HNF1B geninde ise; MA-21, MA-25, MA-27, MA-51, MA-52, MA-59 nolu olgularda
€.545-49 50insTGTC ve MA-24, MA-29, MA-42, MA-59, MA-63 nolu olgularda ise
€.1535+47_48insC olmak fiizere intronik insersiyonlar saptanmistir. MA-32, MA-33,
MA-49, MA-50, MA-58 olmak {izere bes olgunun LHX1 geninde ¢.1162G>T
(p.Ala388Ser) varyasyonu tespit edilmistir. Saptanan varyasyonlar, Tablo 4.24’de
sunulmustur.
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Tablo 4.24. Dizi analizi bulgulari

Gen IEnkéz';‘ll Niikleotid Degisimi | Aa Degisimi | Olgu No Sekil No
MA-21, MA-25,
intron2 | ¢.545-49 50insTGTC | - MA-27, MA-51, | Sekil 4.11
MA-52, MA-59
HNF1B MA-24, MA-29,
intron8 | ¢.1535+47_48insC ; MA-42, MA-59, | Sekil 4.12
MA-63
MA-32, MA-33,
LHX1 Ekzon5 | c.1162G>T p.Ala3g8Ser | MA-49, MA-50, | Sekil 4.13
MA-58
FAMI190A |Ekzon9 | c.2117A>G p.Lys706Arg | MA-33 -
CTNNA3 | intron12 | c.1732+13C>T - MA-33 -

MA-52"deki ¢.545-49 50insTGTC varyasyonu homozigot, diger olgularda tespit
edilen varyasyonlar heterozigot olarak belirlenmistir. LHX1 geninde saptanan
€.1162G>T (p.Ala388Ser) (rs145694637) varyasyonu disindaki tiim varyasyonlar, daha
once literatiirde tamimlanmamis, ¢alismamizca Yeni olarak belirlenen genetik
degisimlerdir. Dizi analizi ile belirlenen varyasyonlar1 gosteren elektroforegramlar Sekil
4.11-4.13’de gosterilmistir. FAM190A ve CTNNAS genlerinde belirlenen varyasyonlarin
elektroforegramlari gosterilmemis olup dogrulanmalari gerekmektedir.

T GT CT GIGIN G GN T GAG G c G c Wc T c G

57..CCGTTGT
CTGTCTGTCT
GTCTGTCTGC
TGA..3'

Ii
f
f |

."‘I‘ I‘I"t. /\ -"I Illx /\:’P‘-MPW\

Geri Primer

Yabaml Tip (referans)

Sekil 4.11. HNF1B geninde saptanan ¢.545-49_50insTGTC varyasyonu elektroforegramlari
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Yabanil Tip (referans) ileri Primer Geri Primer

Sekil 4.12. HNF1B geninde saptanan ¢.1535+47_48insC varyasyonu elektroforegramlari

CGGT GG G|GIC G GC T C GG T G G G|TB|C G G C T G cT € GEc © ¢ c

Yabanil Tip (referans) ileri Primer Geri Primer

Sekil 4.13. LHX1 geninde saptanan ¢.1162G>T (p.Ala388Ser) varyasyonu elektroforegramlart

Aday genlerde varyasyon saptanan olgulardan unilateral renal agenezi bulunan MA-
58 digindaki olgular tip 1 Miilleryan aplazi tanilidir. LHX1 genlerinde yanlis anlamli
varyasyon (p.Ala388Ser) saptanan MA-32 nolu olguda hipoplastik over, MA-50’de
bilateral pelvikaliksiyal dilatasyon, HNF1B genlerinde varyasyon saptanan MA-21 nolu
olguda overlerde folikiil yoklugu ve parsiyel empty sella, MA-29 nolu olguda ise
hipoplastik over varlig1 belirlenmistir.

4.6. Saptanan Varyasyonlarin Aile Bireylerinde Taranmasi

Ulagilabilen aile bireylerinin tiikiiriik 6rneklerinden elde edilen DNA ornekleri ile
olgularin HNF1B ve LHX1 genlerinde saptanan varyasyonlar agisindan yapilan aile
taramasinda, tiim varyasyonlarin ailesel olarak kalitildig: tespit edilmistir. Varyasyon
spesifik dizi analizi yapilan aile bireylerine ait bulgular Tablo 4.25-4.27°de sunulmustur.
Olgularin ailelerinde Miilleryan aplaziden etkilenmis bilinen birey bulunmamaktadir.
FAM190A ve CTNNAS3 genlerinde varyasyon saptanan MA-33 nolu olgunun anne, baba
ve iki kiz kardesi ilgili varyasyonlar agisindan incelenmis, bu varyasyonlari
tasimadiklar1 belirlenmistir.

59



Tablo 4.25. Hasta olgularin HNF1B geninde saptanan ¢.545-49_50insTGTC varyasyonunun
aile bireylerindeki durumu

Gen/Lokalizasyon Olgu/Aile €.545-49 50insTGTC
MA-21 Heterozigot
MA-25 Heterozigot
MA-25’in annesi Heterozigot
MA-25’in babasi Heterozigot
MA-25’in kiz kardesi Heterozigot
MA-27 Heterozigot
MA-51 Heterozigot

HNF1B_IVS2 MA-51’in annesi Homozigot

17q12 MA-51’in babas1 Heterozigot
MA-52 Homozigot
MA-52’nin annesi Homozigot
MA-52’nin kiz kardesi 1 Homozigot
MA-52’nin kiz kardesi 2 Heterozigot
MA-59 Heterozigot
MA-59’un annesi Homozigot
MA-59’un babasi Heterozigot

Tablo 4.26. Hasta olgularin HNF1B geninde saptanan ¢.1535+47_48insC varyasyonunun
aile bireylerindeki durumu

Gen/Lokalizasyon Olgu/Aile €.1535+47_48insC
MA-24 Heterozigot
MA-24’{in annesi Normal
MA-24"1in kiz kardesi Heterozigot
MA-29 Heterozigot
MA-29’un annesi Normal

HNF1B_IVS8 MA-29’un babasi Heterozigot

17q12
MA-42 Heterozigot
MA-59 Heterozigot
MA-59’un annesi Normal
MA-59’un babas1 Heterozigot
MA-63 Heterozigot
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Tablo 4.27. Hasta olgularin LHX1 geninde saptanan ¢.1162G>T (p.Ala388Ser) varyasyonunun
aile bireylerindeki durumu

Gen/Lokalizasyon Olgu/Aile .1162G>T
(p-Ala388Ser)
MA-32 Heterozigot
MA-33 Heterozigot
MA-33"{in annesi Normal
MA-33"{in babasi Heterozigot

MA-33"lin kiz kardesi 1 Heterozigot
MA-33"iin kiz kardesi 2 Heterozigot

MA-49 Heterozigot
LHX1_Ekzon 5 MA-49’un annesi PZR galigmad1
17q12 MA-49’un kiz kardesi 1 Heterozigot

MA-49’un kiz kardesi 2 Normal
MA-49’un kiz kardesi 3 Normal

MA-50 Heterozigot
MA-50’nin annesi Heterozigot
MA-50’nin babasi Normal

MA-50’nin kiz kardesi Heterozigot
MA-58 Heterozigot

4.7. in-siliko Analiz Verileri

LHX1 geninde bes olguda saptanan ¢.1162G>T (p.Ala388Ser) varyasyonu SIFT
analizi sonucunda tolere edilebilir bir varyasyon olarak tespit edilmistir. Varyasyonun
SIFT analizi verileri Sekil 4.14’de sunulmustur. MA-33 nolu olguda saptanan FAM190A
genindeki ¢.2117A>G (p.Lys706Arg) varyasyonunun SIFT analizi yapilamamistir.
Genomik ¢aligsmalart devam eden FAM190A geninin referans dizisi tamamlanmamastir.

Known . |# Segs
RefSeq b otein |Substitution [Region|dbSNPID |SNP Type Prediction |Score| 48 et [\ Gene ID (Gene
Protein ID Info L Name
D position
NP_005559|[P48742/A3888 E’SSN 15145694637.T Nonsynonymous|[TOLERATED (099 321 |15 |[ENSG00000132130| LHX1

Sekil 4.14. LHX1 geninde belirlenen ¢.1162G>T (p.Ala388Ser) varyasyonuna ait SIFT analizi verileri
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TARTISMA

Hastaliklarin gelisiminde etkin olan genlerin tespit edilmesi, islevlerinin ortaya
konulmasi ve bu hastaliklara yonelik tedavi stratejilerinin gergeklestirilmesinde gen
haritalamas1 6nemli bir yere sahiptir. Giinlimiizde, insan genlerinin haritalanmasi, tibbi
genetik calismalarinin en hizli gelisen ve olduk¢a dnem kazanmis alanlarindan biridir.
Genetik haritalama siklikla linkaj analizi ya da baglanti analizleri yoluyla yapilmaktadir.
Son yillarda, teknolojinin hizli ilerlemesiyle gelistirilen CGH-array, SNP-array gibi
mikrodizin sistemleri de genetik haritalama calismalarindaki yerlerini almistir. Bu
sistemler sayesinde, hastalikla iligkili genlerin lokalizasyonu, tiim genoma yayilmisg
problar ile belirlenebilmektedir. Prob sayisi hastalikla iligkili bolgenin daraltilmasi,
verinin dogrulugu ve sistemin hassasiyeti agisindan son derece dnemlidir. Bu anlamda,
yiiksek kapasiteli sistemlerin kullanilmasi ¢ok daha bilgi verici olmaktadir.

Calismamizin ilk basamagi olan klinik inceleme asamasinda, olgularin detayli klinik
verileri derlenmis, derleme asamasinda kullanilan “Hasta Klinik Degerlendirme Formu”
EK-1"de sunulmustur. Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarinda yapilan
rutin biyokimyasal neticesinde, bazi1 olgularin FSH, LH, TSH, E2, PRL, PRG hormon
degerlerinde sapmalar belirlenmistir. Erman-Akar ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada
tez projemiz kapsamindaki olgular1 da kapsayan, uterus transplantasyonu i¢in bagvuran
109 Miilleryan aplazili olgunun klinik bulgular1 degerlendirimistir. Histerektomi yapilan
olgularla karsilastirilan Miilleryan aplazili olgularin AMH seviyeleri ve over rezervleri
daha iyi diizeyde bulunmustur (75). Ozekinci ve arkadaslarinin calismasina gére de Tip
2 Miilleryan aplazili olgularin AMH seviyeleri ve over rezervleri, tip 1 Miilleryan
aplazili olgulara gore istatistiksel acidan anlamli olarak disiik bulunmustur (76).
Miilleryan aplazili olgularda FSH ve LH seviyelerinde sapmalar tespit edilebilmektedir.
Ancak bunlarin Miilleryan bozukluklar ile iligkisi heniiz bilinmemektedir (17). Bu
biyokimyasal sapmalar, olgularin menstrual siklusuna bagl olarak fizyolojik bir degisim
olarak da gelisebilmektedir.

Calismamiz kapsamindaki olgularin tamamiin sitogenetik analizi sonucu, 65
olguda herhangi bir sayisal ya da yapisal kromozomal abnormalite saptanmamuistir.
Bulgularimiz bu anlamda literatiirle uyumludur. Bir olguda mozaik X kromozomu
anoOploidisi tespit edilmistir. Diisiik oranda mozaik olarak saptanan X kromozom
anOploidileri hastalik fenotipini agiklamamaktadir. Literatiire bakildig1 zaman Miilleryan
aplazili olgularda X kromozomu iliskili izokromozom, andploidi, parsiyel delesyonlar,
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disentrik yapi1 gibi kromozomal aberasyonlar saptanmistir (32-35). Miilleryan aplazili
olgularda nadir de olsa otozomal kromozom abnormaliteleri de saptanmigtir. 1988
yilinda Kucheria ve arkadaslarinin tanimladigr Miilleryan kanal yoklugu olan bir olguda
t(12;14) belirlenmistir (29). 2007 yilinda Bendavid ve arkadaslari ise bir anne ve kizinin
karyotipini 46,XX,del(4)(g34—>qter) seklinde saptamislardir. Annede bilateral Fallop
tipli serdz karsinomas: varken, kizi konjenital uterus ve vajina yoklugundan
etkilenmistir (31). Calismamiz kapsaminda dizi analizi yapilan baz1 hedef genlerin ¢ikis
noktasi olan, bir  Amerikal Miilleryan  aplazili olguda  saptanan
46,XX,1(3;16)(p22.3;p13.3) bulgusu da literatiire katk: yapacak nitelikte olup yeni aday
genlerin bulunmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Projemiz kapsaminda, sitogenetik olarak normal 19 olgunun, bir oligo-SNP array
sistemi olan Affymetrix Cytoscan HD platformu ile tiim genomu, CNV acisindan analiz
edilmistir. Affymetrix Cytoscan HD platformu; 750.000 SNP probu, 1.9 milyon non-
polimorfik prob igeren oldukea yiiksek ¢oziiniirlii bir sistemdir. Bu platformda genomun
tamamina yayilmig, hem SNP hem de non-polimorfik problar olmasi, elde edilen verinin
dogruluk olasiligini arttirmaktadir. Non-polimorfik oligo problar ile saptanan varyant
genomik bolgenin, SNP problari ile de dogrulanmasi varyasyonun ¢ift kontrol yapilarak
belirlenmesini saglamaktadir.

CNV analizi yapilan 19 Miilleryan aplazili Tiirk olgunun dordiinde (%21), bes farkli
olasi patolojik genomik varyasyon saptanmistir. 2008 yilinda Cheroki ve arkadagslar1 14
olgunun %?29’unda varyasyon tespit etmislerdir (38). Nik-Zainal ve arkadaslar1t 2011
yilinda 63 olgunun %14’iinde, Sandbacka ve arkadagslar1 2013 yilinda 50 Finli olgunun
%16’sinda CNV saptamiglardir (44, 47). McGowan ve arkadasglarmin 2015 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada da, 11 olgu igerisinden CNV saptanma oran1 %36 olarak
bulunmustur (17). Bulgularimiz, CNV sayisi agisindan literatiir ile karsilastirildigi
zaman, fark olusturmamaktadir.

Yaptigimiz  CNV  analizi ile, MA-56 nolu olguda 1p31.1 lokusunda
mikroduplikasyon saptanmistir. 263 Kb biiyiikliigiindeki bu duplikasyon bdlgesinde;
MutS Homolog 4 (MSH4), Ankyrin repeat and SOCS box containing 17 (ASB17), ST6-
N-acetylgalactosaminidealpha-2,6 sialyltransferase 3 (ST6GALNAC3) olmak iizere iig
gen bulunmaktadir. Miilleryan aplazili olgularda bu lokusta daha Once tanimlanmis
delesyon ya da duplikasyon yoktur, olgumuz bu mikroduplikasyonu tasiyan ilk olgudur.
Mikroduplikasyon bolgesinde lokalize genlere bakildigi zaman; MSH4 geni protein
iriinii, DNA tamirinde gorev alan bir protein ailesi liyesidir. Mayoz 1’de homolog
kromozomlarin resiprokal translokasyonlarint ve yavru hiicrelere dogru bir sekilde
dagilmalarin1 diizenlemektedir (77). Bu genin disi tireme sistemi ile iliskisini arastiran
bir calisma bulunmamaktadir. ASB17 ise ubikitinasyonda goérev aldigi bilinen bir
proteindir. Bu proteinin fonksiyonunun tanimlanmasina yonelik kisitli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. STEGALNAC3 geni protein iriinii. Gangliozid GD1A’nin, GM1B’den
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biyosentezinde gorev almaktadir. Golgi aygitinda lokalize bir proteindir. Galaktoz
icermesi acisindan, galaktoz metabolizmasi ile iligkisi arastirilmasi anlamlidir. Bilindigi
tizere, GALT geni Miilleryan aplazi ile iliskisi arastirilmis bir aday gendir (53).

Calismamiz kapsaminda belirledigimiz mikroduplikasyonlardan bir digeri de, MA-
29 nolu olguda saptadigimiz 13q14.11 lokusundaki duplikasyondur. Literatiire gore,
Miilleryan aplazili olgularda bu varyasyon daha oOnce saptanmamistir. Duplikasyon
bolgesinde, Forkhead ailesi transkripsiyon faktorlerinden birini kodlayan Forkhead Box
O1 (FOXO0L1) geni lokalizedir. FOXOZ1’in tam olarak fonksiyonu tanimlanmis degildir.
Miyojenik biiylime ve farklilasmada rol oynayabilecegi diistiniilmektedir. 2014 yilinda
yapilan bir ¢alisma ile gastrik kanserde NFkB’yi inhibe ettigi de bulunmustur (78).
Miilleryan kanali gelisimi ile iligkisi yoniinde herhangi bir veri bulunmamaktadir.

Projemizde yer alan bir olguda Xq25°de bir mikrodelesyon belirlenmistir.
Literatiirde, Miilleryan aplazili olgularda yapilan ¢esitli CNV c¢alismalar1 sonucu, X
kromozomunu ilgilendiren mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlar tanimlanmigtir. 2008
yilinda Cheroki ve arkadaslar1 bir Miilleryan aplazili olguda Xp21.31 bandinda delesyon
belirlemislerdir (38). Ledig ve arkadaslarimin 2011 yilinda yaptiklari ¢alisma ile de
Xpll.1°de delesyon, Xpl1.3, Xp22.2, Xq22.3’de duplikasyon saptanmustir (79). X
kromozom DNA’sinin parsiyel kopya sayisi degisimlerini gosteren bu bulgular, belirli
bir DNA bolgesini isaret etmemektedir. Daha ¢ok hasta analiz edilerek, X kromozomu
tizerindeki hastalikla iligkili aday genomik bdlgenin belirlenmesi miimkiin olabilecektir.

Calismamiz kapsaminda, 16 nolu kromozomu ilgilendiren iki farkli mikrodelesyon
belirlenmistir. Bunlardan biri, MA-22 nolu olguda saptanan 16pl11.2 bdolgesindeki
mikrodelesyondur. 746 Kb’lik bir DNA parcasinin kaybma neden olmaktadir bolgede
lokalize bilinen 44 gen bulunmaktadir. 16p11.2 mikrodelesyonunun bir baska 6nemi ise,
Nik-Zainal ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢alisma ile Miilleryan aplazili
dort olguda, Sandbacka ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alisma ile de bir olguda ayni1
bolgede delesyonlar saptanmasidir (44, 47). Nik-Zainal ve arkadaglarinin ¢aligmasinda
25’1 sendromik (Tip 2 Miilleryan aplazi), 38 izole (Tip 1 Miilleryan aplazi) Miilleryan
aplazili olmak tiizere 63 olgunun CNV analizi yapilmistir. 16p11.2 mikrodelesyonu
saptadiklar1 dort olgudan ikisi sendromik, ikisi de izole vakalardir (44). Sandbacka ve
arkadaglari, 50 izole Miilleryan aplazili olguda CNV analizi yapmislardir. Olgulardan
birinde 16p11.2 mikrodelesyonu saptamislardir (47). Bizim olgumuz ise, izole tip olan
Tip 1 Miilleryan aplazi tanilidir. 16p11.2 lokusundaki mikrodelesyonlar bugiine degin
yapilan c¢alismalarca, otizm (80), epilepsi, gelisme geriligi, 6grenme bozuklugu,
dismorfizm/konjenital anomaliler (81) ve obezite (82) gibi ¢esitli fenotipteki hastalarda
saptanmistir. Son bulgular ve bizim verilerimize gore, bu anomali ve hastaliklar listesine
Miilleryan aplaziyi de eklemek yanlis olmayacaktir. Spesifik bir genomik varyasyonun
nasil bu kadar c¢esitli hastaliga sebep oldugu arastirmacilarin merak konusudur. Etken
olabilecek baska faktorlerin varligi (second hits) hipotezlerden bir tanesidir (44).
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Calismamiz kapsaminda, literatlirde yer alan bes olgu ve bizim tespit ettigimiz olgudaki
delete bolgenin kapsadigi DNA bolgesi karsilastirilmistir. Nik-Zainal ve arkadaglarinin
belirledigi 16p11.2 mikrodelesyonlarindan ti¢ii 550 Kb, biri 600 Kb, Sandbacka ve
arkadaglarmin olgusundaki varyasyon ise 530 Kb biiyiikliigiindedir. Bizim olgumuzla
beraber alt1 olgunun delete bolgesinin kesisimi yaklasik 429 Kb uzunlugunda bir DNA
parcasina tekabiil etmektedir. Kesisim bolgesinde lokalize; SPN, QPRT, Cl160rf54,
ZG16, MAZ, KIF22, PRRT2, PAGR1, MVP, CDIPT, SEZ6L2, ASPHD1, KCTD13,
TMEM219, TAOK2, HIRIP3, INO8OE, DOC2A, FAM57B, C160rf92, ALDOA, PPP4C,
TBX6, YPEL3, GDPD3, MAPK3 genleri olmak iizere 26 gen bulunmaktadir. Bu
genlerden KIF22 ve TAOK2’nin protein triinleri, Aktin iliskili protein T1 (ACTRT1)
gibi intraseliiler matriks organizasyonunda gérev almaktadirlar. ACTRT1, bir olgumuzda
saptanan Xq25 mikrodelesyon bolgesinde lokalize olan tek gendir. KIF22 proteini
mikrotiliblil bagimli molekiiler motorlardan biri olup, hiicre i¢i organel transportu ve
hiicre boliinmesi sirasinda kromozom hareketinde rol almaktadirlar. KIF22 geni
mutasyonlart iskelet dispilazilerinin bir grubunda saptanmis, KIF22’nin iskelet
gelisiminde 6nemli oldugu distinilmektedir (83). PSK, PSK1, TAO2 olarak da
adlandirilan TAOK2 geni ise aktin sitoiskeleti organizasyonu, mikrotiibiil organizasyonu
ve stabilitesi, hiicre sinyallesmesi gibi cesitli biyolojik siireglerde rol oynayan bir serin-
treonin protein kinaz kodlamaktadir (84). Aymi zamanda, MAP Kinaz Kinaz Kinaz
(MAPKKK) ailesi iiyesidir. Otizm ve sizofreni ile iliskilendirilen TAOK2’nin, 2012
yilinda Anda ve arkadaslar1 bazal dendrit olusumunda rol aldigin1 géstermislerdir (85).

16p11.2 mikrodelesyonuna sahip bes olgudaki ortak varyant bolgedeki genlerden
olan TBX6 geni Miilleryan aplazi ile iliskilendirebilme agisindan 6ne ¢ikmaktadir. White
ve arkadaglar1 2003 yilinda yaptiklari ¢alismada, farelerde Tbhx6’nin paraksiyel
mezodermin gelisiminde rol oynadigini1 gostermislerdir. Bir transkripsiyon faktorii olan
Thx6’nin Notch ligandinin ekspresyonunun regiilasyonunu sagladigini bulmuslardir.
Notch sinyal yolagimin embriyolojik gelisimdeki 6nemi iyi tanimlanmistir. Thx6’nin
paraksiyel mezoderm iizerine etkisini gosteren arastirmacilar, Miilleryan kanal ile
spesifik bir iliskisi oldugunu belirlememislerdir (48). Ancak ilerleyen yillarda yapilan
calismalarin sonuglart TBX6 ve Miilleryan kanal gelisiminin iliskili olabilecegi
hipotezini dogrular yonde olmustur. Sandbacka ve arkadaslar1 2013 yilinda, bir
Miilleryan aplazili olguda 16p11.2 mikrodelesyonu saptamalar iizerine, bu bolgedeki
varyasyon birikimine dikkat ¢ekmis ve 112 Finli olgu ve 200 kontrol bireyde TBX6 geni
mutasyonlarint  aragtirmiglardir. TBX6 geni tiim ekzon ve ekzon-intron baglanti
bolgelerini Sanger dizileme teknigi ile dizi analizi yapmuslardir. Iki olguda, daha &nce
literatiirde tanimlanmamis, evrimsel acidan olduk¢a korunmusg bir bolgede heterozigot
kirpilma mutasyonu (c.622-2A>T) saptamislardir. Bu mutasyon kontrol bireylerin
hicbirinde tespit edilmemistir. Mutation Taster, SplicePort, Human Splicing Finder,
Spliceman programlari ile test edilen mutasyonun biiyiik olasilikla patolojik oldugu ve
ekzon 5’in kaybina yol acacagini bulmuslardir (47). Dolayis1 ile; 16pl1.2
mikrodelesyonu tasiyan tiim olgularda saptanan ortak delete bolgedeki genlerden en
onemlisi giiniimiiz verilerine gére TBX6 genidir. Oncelikle TBX6 ve diger genlerin
Miilleryan aplazi iliskisinin ileri ¢caligmalar ile arastirilmasi, hastaligin genetik temelini
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aciklamaya yarar saglayabilecektir.

Saptadigimiz bir diger CNV, MA-23 nolu olguda belirlenen 16p13.3 lokusundaki
mikrodelesyondur.  Miilleryan  aplazili  olgularda  saptanan  ilk  16p13.3
mikrodelesyonudur. Delesyona ugramis bolgede yalnmizca RNA binding protein, fox-1
homolog (C. elegans) 1 (RBFOX1) geni lokalizedir. Bir mRNA kirpilma faktorii olan,
RBFOX1 geni protein {iriinii olduk¢a korunmustur ve metazoalarda alternatif kirpilma
regiilasyonu yaptig1 bilinmektedir. Noral gelisimde dnemli oldugu saptanan RBFOX1’in
otizm ile iliskisi konusunda calismalar vardir (86). Uterus ve overlerde ekspresyonu
diisiik olan proteinin Miilleryan kanal gelisimindeki rolii ile ilgili bugiine kadar herhangi
bir arastirma yapilmamustir. Ancak, RBFOX1 geni knock-out edilen farelerde fertilite
oraninda bir diisiis belirlenmistir (87).

16p11.2 bolgesinde mikrodelesyon saptadigimiz MA-22 nolu olguda, Xq25
mikrodelesyonu da Dbelirlenmistir. Olgumuzda X kromozomunda saptadigimiz
mikrodelesyon 768 Kb biiyiikliigiinde ve yalnizca Aktin iligkili protein T1 (Actin
Related Protein T1/ACTRT1 genini igermektedir. Saptadigimiz en biiyiik delesyon
olmasina karsin gen bakimindan fakir bir bolgedir. ACTRT1 proteini, bir sitoiskelet
protein olan beta aktin ile iligski halindedir. Memeli sperminin bas kisminda periniiklear
tekadaki kaliksin major bilesenlerinden biridir. Bu yiizden sperm formasyonunda gérev
aldig1 diisiiniilmektedir. insan Protein Atlasi (Human Protein Atlas) ve Genecards
veritabanlarina gore, ACTRTL1 protein ekspresyonu endometrial stromada diisiik oranda
iken serviks, uterus ve bobrekte ACTRT]1 proteini saptanmamustir. Bu bulgu, Miilleryan
aplazi ve ACTRTL1 geni iliskisini zayiflatmaktadir. Diger taraftan Xq25 delesyonuna
sahip olguda, baska bir CNV saptamis olmamiz da, fenotipe yol agan varyasyonun tek
basina Xq25del olmasi ihtimalini de diisiirmektedir. DGV veritabani1 verilerine gore,
Xq21.1 ve Xq28 arast DNA bolgesini kapsayan delesyona sahip gonadal disgenezisi
olan bir olgu tespit edilmistir. Bu bolgede, ACTRT1 geninin de i¢inde bulundugu 100’tin
tizerinde gen lokalizedir. Gonadal disgenezise sebep olan gen ya da genleri belirlemek
bu anlamda olduk¢a zordur. Bu bulgu gonadal disgenezis ve otozomal genom
varyasyonlarint da dislamamaktadir. Bugiine degin, ACTRT1 geni mutasyonlarini
tanimlamaya yonelik herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. ACTRT1 geninin knock-out
oldugu hayvan modeli de olusturulmamistir. Bu genin protein iiriiniiniin fonksiyonu
heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Saptadigimiz mikrodelesyon ve mikroduplikasyon bolgelerindeki gen ya da genler
hastalik etkeni olma potansiyeline sahiptir. Ancak, delete ya da duplike bolgelere yakin
genlerin de transkripsiyonel regiilasyonu degisebileceginden, komsu genlerin de ise
karigabilecegi unutulmamalidir. Bunun i¢in daha genis kapsamli ¢aligsmalar yapilmalidir.

Bugiine kadar CNV acisindan degerlendirilmis MRKH sendromlu olgularin
verilerine gore; 1021.1, 17ql2, 22ql1.2 ve 16pl1.2 bolgelerindeki CNV’ler One
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cikmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalarin sonuglar1 birbirleriyle ¢ok tutarli degildir ve
hastaligin altinda yatan nedenleri tam olarak tanimlayamamaktadir. Yeni nesil dizileme
tekniginin gelismesi ile tiim genom ya da ¢ok sayida genin kisa silirede dizilenmesi
mimkiin olabilmekte, Miilleryan aplazi gibi genetik olarak heterojen hastaliklarin
genetik kokenini agiklamak i¢in umut olmaktadir (49).

Diger taraftan heterozigosite kaybi/homozigosite calismalari, son yillarda hastalikla
iliskili olabilecek genomik bolgeleri belirlemek i¢in uygulanmaktadir. Calismamizda da
Affymetrix CytoscanHD platformundaki SNP problart araciligiyla 19 olguda
homozigosite haritalamas1 yapilmistir. Amacimiz, akraba evliliginin oldukc¢a yaygin
oldugu iilkemizde, homozigot bdlgeleri daha siklikla saptama ihtimalizden yola ¢ikarak,
hastalikla iligkili resesif genleri belirlemekti. 19 olguda, 6zellikle ebevenyleri akraba
olanlarda genomda biiyiikk oranda homozigot bolgeler tespit edilmistir. Ancak, tek bir
genomik bolgeye kadar indirgeme yapilamamistir. Bunun i¢in daha ¢ok sayida hasta ve
aile breyleri analiz edilerek, resesif kalitilan varyasyonlara sahip genlerin bulunma sansi
artacaktir. Akraba evliligi oraninin yiiksek oldugu iilkemizde homozigosite ¢aligmalari
ile hastaliklarin etyopatogenezinin aydinlatilmasi daha miimkiindiir. Ayrica literatiirde,
bugiine kadar Miilleryan aplazili olgular ile yapilmis homozigosite haritalamasi
caligsmasi bulunmamaktadir.

Projemiz kapsaminda, WNT4, CNOT10, TRIM71, ZNF200, ZNF213, ORIF1,
FAM190A, CHSY3, LRRTM3, CTNNA3, HNF1B ve LHX1 genleri olmak {izere 12 genin
tim ekzonlarmin dizi analizi yapilmistir. Bu genlerden WNT4, HNF1B ve LHX1’in
Miilleryan aplazi ile iligkisini aydinlatmaya yonelik c¢alismalar literatiirde mevcutken,
diger dokuz gen ilk olarak bu g¢alisma ile olasi aday genler olarak arastirilmistir
Literatiire bakildigi zaman, Miilleryan aplazi ile iligkisi en detayli aragtirilan genlerin
basinda Wingless-type MMTYV integration site family, member 4 (WNT4, NM_
030761.4) WNT4 gelmektedir. Ciinkii, giiniimiize kadar hastalikla iligkisi gosterilen tek
gendir. WNT4 proteini, niiklear reseptorii ile integrasyonu sonucu, testis belirleyici
faktore antagonist etki gostererek disi yOniinde gelisim ve testis olusumunun
engellenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Wnt4 knock-out hayvan modellerinde
gonadal gelisimin olmadigi gosterilmistir (55). Calisgmamizda, Miilleryan aplazi tanisi
almig 19 Tiirk olguda WNT4 geninin dizi analizi gerg¢eklestirilmistir. Ancak herhangi bir
varyasyon saptanmamistir. 2012 yilinda Chang ve arkadaslarmin yaptigi caligmada da
15 Cinli Miilleryan aplazili olgunun WNT4 genlerinde mutasyon saptanmamustir (88).
Bakildigi zaman, WNT4 geni defektleri hiperandrojenizmin eslik ettigi Miilleryan
aplazili bireylerde daha ¢ok goriilmektedir. Bu da Miilleryan aplazi fenotipi ile
cogunlukla iligkili degildir (47). Miilleryan aplazi ve WNT4 geni iliskisinin tam olarak
aydinlatilmasi i¢in daha ¢ok olgu ile calisma yapilmasi ve fonksiyonel caligmalarla
desteklenmesi gerekmektedir.
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Dizi analizi yapmak tizere hedef gen olarak belirledigimiz genlerden bazilari,
t(3;16) aberasyonunda ise karigan 3 ve 16 nolu kromozomlarinin kirik noktasinda ya da
yakininda lokalize olan genlerdir. Hipotezimize goére, bu genlerden biri ya da birkagi
Miilleryan kanal gelisiminde rol alma potansiyeline sahiptir. Bu genlerden 3p23.3°de
lokalize CNOT10 geni, CCR4-NOT Transkripsiyon Kompleksinin bir altiinitesini
(Subiinite 10) kodlamaktadir. CCR4 genleri ilk olarak Saccharomyces cerevisiae’de
transkripsiyonel regiilasyon arastirmalari1 sirasinda kesfedilmis, birka¢ yi1l sonra CCR4
proteinlerinin NOT proteinleri ile kompleks olusturduklart belirlenmigtir. CCR4-NOT
kompleksinin temel gérevi mRNA degradasyonudur. Ayrica mikro RNA (miRNA)
aracili baskilama ve transkripsiyonel regiilasyonda da gorev aldigi bilinmektedir (89).
CNOT10 geninin herhangi bir insan hastaligindaki rolii heniiz arastiritlmamustir.
Ekspresyon profiline bakildigi zaman, CNOT10’un hem mRNA hem de protein
diizeyinde, disi ireme sistemi organlarinda eksprese edildigi goriilmektedir (90).
Calismamizda, 16 Miilleryan aplazili Tiirk olguda CNOT10 varyasyonlar1 arastirilmig
ancak herhangi bir varyasyon bulunmamuistir. Daha ¢ok sayida Miilleryan aplazili olguda
bu genin varyasyonlarinin arastirilmasi, hastalikla iliskisinin aydinlatilmasina yarar
saglayacaktir. 3p23.3’de lokalize olan bir diger gen TRIM71’dir. TRIM71 proteini
miRNA’lara baglanarak ve Argonaute protein 2 (AGO2) ile interaksiyon yaparak
posttranskripsiyonel baskilamada gorev almaktadir. Embriyonik kok hiicrelerde eksprese
edilen TRIM71’in, ndral projenitor hiicrelerin proliferasyonu ve prematiir
faklilasmasinin  6nlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir (91, 92). SHCBPI’in
stabilitesini kontrol ederek FGF sinyal yolagini pozitif olarak regiile etmektedir. Over ve
testis dokularinda eksprese edilen TRIM71’in uterus, serviks ve vajinada ekspresyonu
gozlenmemektedir. Translokasyona karisan 16 nolu kromozomun kirik noktasinda
(16p13.3) lokalize ¢inko parmak motifi iceren ZNF200, ZNF213 genleri ile ORIF1 de,
calismamiz kapsaminda olasi aday genler olarak degerlendirilmistir. ZNF200 ve
ZNF213 genlerinin heniiz tam olarak fonksiyonlari bilinmemektedir. Ancak yapilar
itibari ile DNA’ya baglanarak fonksiyon gosterdikleri diistiniilmektedir. 1999 yilinda
Chen ve arkadaslarmin Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) hastaligi iligkili genomik bolgeyi
tanimlamak amaciyla yaptig1 transkripsiyonel haritalamada, aday bolge olarak 16p13.3
lokusu bulunmustur (93). Bu genlerin FMF ile iliskisini agiklayacak ek arastirmalar
heniiz yapilmamistir. Bu bolgede lokalize, OR1F1 geni ise G protein bagl
reseptorlerden olan olfaktor reseptor ailesinin bir iiyesini kodlamakta ve koku
duyusunun olusumunda fonksiyon gérmektedir. Bu genlerin gelisimsel basamaklardaki
fonksiyonlart heniiz bilinmemektedir. Calismamiz kapsaminda Miilleryan aplazili
olgularda bu genlerde degisim saptanmamistir. 16p13.3 bdlgesi ile ilgili olarak, CNV
analizi ile saptadigimiz 16p13.3 mikrodelesyonu, s6z konusu kirik bdolgesinin
downstreaminde olup ZNF200, ZNF213 ve OR1F1 genlerini igermemektedir. Ancak bu
bolgeyi ilgilendiren iki abnormalite bulunmasi da ilgingtir. Bu durum, 16p13.3
bolgesinde, delesyon ve kirik noktasindan etkilenmis gen ya da genlerin hastaligin
gelisiminde rol oynayabilecegi sliphesini arttirmaktadir.

Calismamizda yaptigimiz dizi analizi ile FAM190A geninde, bir olguda c.2117A>G
(p.Lys706Arg) varyasyonu saptanmustir. Pozitif yiiklii bir aminoasit olan Lizinin, pozitif
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yiiklii bir diger aminoasit olan Arjinine doniisiimiine neden bu niikleotid degisiminin
protein fonksiyonu iizerine 6nemli bir etki etmesi beklenmemektedir. Bu nonsinonim
varyasyonun, FAM190A geni DNA dizisinin belirlenmesi ile ilgili genomik ¢aligmalarin
devam etmesi nedeni ile SIFT analizi yapilamamistir. Genel olarak bakildiginda,
FAM190A fonksiyonu heniiz tam belli olmayan bir gendir. Ureme sistemi gelisimi ile
ilgili daha once hi¢ c¢alisitlmamistir. Bu genin Miilleryan aplazi ile olasi iliskisini
aydinlatmak icin ¢ok sayida olgudaki genetik degisimleri incelenmelidir.

Hedef genlerimizden CHSY3, kondroitin polimerinin uzamasinda rol oynayan,
glukroniltransferaz ve N-asetilgalaktozaminiltransferaz aktiviteleri olan bir glikozil
transferaz enzimidir (94). Kalathas ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklari bir ¢alisma
ile, Kolorektal karsinomalar1 hastalarda normal bireylere gore Kondroitin sentaz 3’iin
ekspresyonu artmis olarak bulunmustur (95). Uterus, serviks, fallop tiipleri ve
endometriumun glandular hiicreleri ile renal tiibiillerde ekspresyonu gosterilen CHSY3
proteinin tirogenital system gelisimi ile iliskisini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir
(73). 19 Miilleryan aplazili olguda CHSY3 geninin tiim ekzon dizi analizinde herhangi
bir genetik degisim saptanmamistir. Bu durum olgu sayisinin azligi kaynakli olabilir.
Daha ¢ok sayida olgunun taranmast CHSY3 ve Miilleryan aplazi iliskisinin
aydinlatilmasi agisindan yarar saglayacaktir.

10g21.3’de lokalize olan, dizi analizi ile niikleotid degisimlerini arastirdigimiz
genlerden bir digeri de LRRTM3 genidir. LRRTM3’{in fonksiyonuna bakildigi zaman,
sinir sistemi gelisiminde rol oynadigi disiiniilmektedir. LRRTM3 gen varyasyonlari
basta ileri yas Alzheimer hastaligi olmak tizere otizm ile de iliskilendirilmistir (96, 97).
Calismamizda, dizi analizi ile inceledigimiz LRRTM3 geninde herhangi bir varyasyon
saptanmamistir. Endometrium ve Fallop tliplerinde eser miktarda ekspresyonu bulunan
LRRTM3 geninin (98), iireme sistemi gelisimi {lizerine etkisi ile iliskili bagka referans
calisma bulunmamaktadir. Kas hiicrelerinde hiicre-hiicre adezyonunda rol oynayan bir
katenin proteini kodlayan CTNNA3 geni 10g21.3’de lokalize hedef genlerimizden
digeridir. CTNINAS3 proteininin epitelyal hiicrelerin proliferasyonu ve farklilagmasinda
gorev almasinin yani sira kanser hiicre motilitesini de indiikledigi bilinmektedir (99).
Literatiirde, bu gendeki mutasyonlar aritmojenik sag ventrikiiler displazi ile
iligkilendirilmistir (74). CTNNA3 genini ayn1 zamanda Alzheimer ve otizm gibi
norolojik hastaliklarla iligskilendiren ¢alismalar da mevcuttur (100, 101). Calismamizda
yer alan bir olgunun CTNNA3 geninde ¢.1732+13C>T olmak {izere bir intronik SNP
belirlenmistir. Bu varyasyonun tekrar dogrulamas: yapilacaktir. Intronik bolgeler yakin
gecmise kadar non-fonksiyonel olarak kabul edilseler de son yillarda, fonksiyonel kiiciik
RNA dizilerinin sentezlendigi bolgeler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Olgumuzda tespit
edilen varyasyon mRNA kirpilma siirecini etkilememekte ancak, bu diziden sentezlenen
muhtemel RNA dizisi araciligiyla gen regiilasyonu iizerine etki edebilir. Ayrica, bazi
spesifik mRNA kirpilmasini regiile eden proteinler, intronik dizileri tantyarak kirpilma
etkinligini diizenlemektedirler. Bu intronik diziler, mRNA kirpilmasi i¢in dondr ve
akseptor niikleotidler digindaki bolgelerde yer almaktadir. Dolayisiyla her intronik SNP,
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alternatif kirpilma ve kirpilma etkinligi agisindan arastirilabilinir. Olgumuzda saptanan
bu varyasyonun kantitatif RT-PZR yontemi ile alternatif kirpilmaya yol agip agmadigi
tespit edilebilir (102). Ayrica olgumuzda belirlenen varyasyonun aile bireylerinde
taranmasi sonucu de novo bir varyasyon oldugu saptanmistir. Sonug olarak, CTNNA3
geni gerek hiicre proliferasyonu gerekse hiicre motilitesini etkileyen bir protein olmasi
sebepleriyle de ¢alismamizdaki en potansiyel aday genlerden biridir. Renal tiibiillerde
daha fazla olmak tizere uterusda da eksprese edilen CTNNA3’nin (103) ileri ¢alismalar
yapilarak iireme sistemi gelisimindeki rolii arastirilmalidir.

Belirlenen aday genlerden HNF1B geninin, hasta grubumuzun tamami olan 66
olguda dizi analizi yapilmistir. Bes olgunun intron 2 bolgesinde ¢.545-49 50insTGTC,
bes olgunun intron 8 bolgesinde ise ¢.1535+47_48insC varyasyonu saptanmistir. Her iki
varyasyonun ailesel gecis gostermesi patolojik olmadiklarmni diisiindiirmektedir. Ancak
bulgularrmiz HNF1B’nin Miilleryan aplazi gelisimindeki muhtemel roliini
dislamamaktadir. Miilleryan aplazi ile iligkili olarak en potansiyel aday genlerden biri
olan HNF1B, nefron ve pankreas gelisiminde onemli rol oynayan bir transkripyon
faktoriinii kodlamaktadir. HNF1B geni ve Miilleryan aplazi iligkisini gili¢lendirecek
literatiir verileri bulunmaktadir. 1999 yilinda Lindner ve arkadaslar1 bes kisiden olusan
hafif diyabetli, ilerleyen bobrek rahatsizligi ve ciddi genital malformasyonlari olan
Norvegli bir ailede, HNF1B geninin ekzon 2 bolgesinde 75 bg¢’lik bir delesyon
saptamistir. Bu delesyonu tagiyan dort disi bireyin ikisinde Miilleryan aplazi mevcut
oldugunu belirlemislerdir (104). Haumaitre ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklari
calismada ise, normal karyotipe sahip ancak HNF1B mutasyonu tasiyan bir bireyin
postmortem incelemesi sonucu bilateral biiyiik kistik bobrekler, pankreas hipoplazisi ve
hepatomegalinin yani sira, bir Miilleryan kanal gelisim bozuklugu olan uterus didelfise
sahip oldugu bulunmustur (105). HNF1B geni iiriinii embriyo gelisimi i¢in hayati neme
sahiptir. HNF1B knock-out hayvan modelleri, embriyonik dénemlerinin 7,5. giiniinde
ekstraembriyonik visseral endodermin gelismemesi nedeni ile Slmektedirler (106).
Ayrica HNF1B ve projemiz kapsaminda hedef genlerimizden biri olan LHX1 genini de
kapsayan 17q12 bolgesinde, bugiine kadar toplamda 10 Miilleryan aplazili olguda CNV
saptanmigtir (38, 39, 44, 79). Bu spesifik genomik bolgede belirlenen CNV’ler,
Miilleryan aplazili olgularda en sik saptanan varyasyonlardandir. Literatiir verilerinin de
incelenmesiyle tirogenital sistem gelisimde rol oynadigi diigiiniilen HNF1B genindeki
varyasyonlarin, daha genis hasta gruplarinda mutasyonlar agisindan degerlendirilmesi
onem kazanmaktadir.

17q12 bolgesinde lokalize bir diger hedef gen, LHX1 genidir. Homeobox DNA
baglayici domain igeren, bir transkripsiyon faktérii olan gen f{iriiniinlin renal ve
tirogenital system gelisiminde rol oynadigi bildirilmektedir. Bes olgunun LHX1 geninde
p.Ala388Ser (c.1162G>T) varyasyonu saptanmistir. Saptanan varyasyonun paternal ya
da maternal gecis gostermesi ve bazi1 kiz kardeslerde de tespit edilmesi dolayisiyla,
patolojik oldugu diistintilmemektedir. Nitekim p.Ala388Ser varyasyonunun protein
fonksiyonu iizerine etkisi, SIFT analizi araciligiyla “tolere edilebilir” olarak tahmin
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edilmistir. Literatiire gore, bugiine kadar yedi Miilleryan aplazili olgunun LHX1
genlerinde bes mutasyon saptanmistir (41, 47). Dolayisiyla giiclii bir aday gen olarak
goriilen LHX1’in, daha c¢ok sayida Miilleryan aplazili Tirk olgudaki genetik
degisimlerinin taranmasi, bu genin hastalikla iligkisini aydinlatma agisindan oldukga
Oonemlidir.

Calismamiz kapsaminda Miilleryan aplazili olgularda daha once belirlenmeyen
CNYV varyasyonlar1 belirlenmistir. Bu CNV bdélgeleri hastalik i¢in olasi aday genomik
bolgeler olarak degerlendirilebilir. Bu bolgelerdeki genlerin detayli incelenmesi, ileriki
calisma hedeflerimiz arasindadir. Ayrica projemiz kapsaminda dizi analizi hedeflenen,
t(3;16) translokasyonu kirik noktalarinda lokalize genler son derece Onemlidir.
Literatiire bakildigi zaman, kromozomal abnormalitelerden yola ¢ikilarak birgok
gelisimsel hastaligin genetik temeli aydinlatilmistir (107). Uyguladigimiz dizi analizi
neticesi bu genlerde herhangi bir varyasyon bulunmamistir. Ancak bu durum az sayida
hastanin taranmasi ile ilgili olabilir. Dolayisiyla, diger hasta olgularda da bu genlerin
varyasyonlarinin aragtirilmasi son derece dnemlidir.

Tirk Miilleryan aplazili olgularda genetik varyasyonlarmin arastirilabilecegi bir
diger gen TBX6 genidir. Bu genin literatiir verileri son derece heyecan vericidir. Ayrica
bir olgumuzda belirledigimiz CNV bdlgesi igerisinde yer alan bir gendir. Dolayisiyla,
giclii bir aday gen durumundaki TBX6’nin Tirk Miilleryan aplazili olgularda da
arastirilmasi son derece onemlidir. Gerek literatiire gerekse galismamizin sonuglarina
bakildig1 zaman, Miilleryan aplazinin tek gen hastaligindan ¢ok multigenik bir paterne
sahip oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla bu hastaliktan sorumlu genleri bulabilmek i¢in
detayli genom taramalarinin ¢ok sayida hastada yapilmasi gerekmektedir. Projemiz
kapsaminda 66 olgu yer almaktadir ancak daha ¢ok sayida hasta Ornegi elimizde
mevcuttur. Bu durumun, akraba evliligi oraninin iilkemizde ¢ok olmasinin konjenital
gelisim defektlerinin insidansinin artisina neden olmasiyla ileri gelebilecegini
diistinmekteyiz. Nitekim, Alper ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
Antalya boélgesinde akraba evliligi oranmnin %33.9 bulunmasi, genetik hastaliklar
agisindan yiiksek risk altinda bir toplum oldugumuzu gostermektedir (108). Sonug
olarak daha ¢ok sayida Miilleryan aplazili Tiirk olgularda CNV analizi yapilmasi ve
aday genlerin dizi analizi hastaligin etyopatogenezinin aydinlatilmasi agisindan oldukca
yararli olacaktir. Elde edilen veriler de kadin iireme sistemi anomalilerinin tani ve yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yardimer olabilecektir.
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SONUCLAR

Calismamiz kapsamina alinan 66 Miilleryan aplazili Tiirk olgu ile, hastaligin
etyopatogenezinden sorumlu gen/genleri arastirmay1 amagladigimiz ¢calismamizda,

e Sitogenetik analizi sonucu, bir olguda belirlenen diisiik oranda mozaik X
kromozomu andploidisi  disinda herhangi  bir  kromozomal abnormalite
belirlenmemistir.

e On dokuz olguda Affymetrix CytoScan HD mikrodizin platformu kullanilarak
yapilan tim genom CNV analizi ile dort olguda tespit edilen 1p31.1, 13p14.11
bolgelerindeki mikroduplikasyon ve 16pl11.2, 16p13.3, Xq25 bolgelerindeki
mikrodelesyonlar yiiksek olasilikli patolojik CNV’ler olarak belirlenmistir.

e Mikrodizin platformu araciligiyla 19 olgunun tiim genomu homozigot bolgeler
acisindan incelenmistir. Homozigosite analizi ile resesif genler agisindan aday bolge
olabilecek, olgular arasinda paylasilan ortak bir bolge bulunmamastir.

e Literatiir verileri ve isbirligi yaptigimiz laboratuvarin verilerine dayanarak dizi
analizi yapilmak tizere hedef 12 olas1 aday gen belirlenmistir. On iki genin tiim
ekzonlar1 ve ekzonlara komsu intronik dizileri dizi analizi metoduyla incelenmistir.
Sonug olarak HNF1B geni intron 2 bolgesinde ¢.545-49 50insTGTC (n=5), intron
8 bolgesinde ¢.1535+47_48insC (n=5) varyasyonlari tespit edilmistir. Bes olgunun
LHX1 geninde p.Ala388Ser (c.1162G>T) varyasyonu saptanmistir. SIFT analizi
yapilan p.Ala388Ser varyasyonunun protein fonksiyonu iizerine etkisi tolere
edilebilir olarak bulunmustur. HNF1B ve LHX1 genlerinde tespit edilen
varyasyonlar acisindan ulasilabilen aile bireylerinde dizi analizi yapilmasi ile
varyasyonlarin ailesel gecis gosterdigi belirlenmistir. Ayrica FAM190A geninde, bir
olguda ¢.2117A>G (p.Lys706Arg) varyasyonu, bir olguda CTNNA3 geninde
¢.1732+13C>T varyasyonlar1 saptanmis ancak tekrar dogrulanmasi gerekmektedir.

e Calismamiz kapsaminda elde ettigimiz veriler Miilleryan aplazinin genetik
temelinin aydinlatilmasinda 6nemli yer tutmaktadir. CNV analizi yapilan olgu
sayisinin  arttirilmast Miilleryan  aplaziden sorumlu genomik  bdlgelerin
tanimlanmasi i¢in 6nem tagimaktadir.

e Yiksek verimlilige sahip yeni nesil dizileme teknolojileri bu asamada
kullanilabilecek sistemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

e Hastalikla iligkili aday genlerin belirlenmesi i¢in bir diger yontem homozigosite
haritalamasidir. Bu c¢aligma ile elde ettigimiz bulgular ileri tagiyarak, hasta
olgularin aile bireylerinin de homozigosite analizinin yapilmasi ile aday genomik
bolgeler tespit edilebilecektir. Toplumumuzda akraba evliliginin yaygin olmasi, bu
tiir caligsmalarda etkili sonug¢ alma olasiligini oldukca yiikseltmektedir.

e Sonug olarak, Miilleryan aplaziden sorumlu genlerin tanimlanmasi iireme sistemi
gelisiminde rol oynayan molekiiler yolaklarin aydinlatilmasina dolayisiyla diger
tireme sistemi hastaliklarinin tani ve tedavisine de 151k tutacaktir.
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