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OZET

Habituel Spontan Abortus ve Kotii Obstetrik Anamnez Olgularinda

Kromozomal Polimorfizm

Kromozomal polimorfizmin habituel spontan abortus (HSA) ve
kot obstetrik anamnez (KOA) denek gruplarinda yeri ve dnemini
anlamak amaciyla vyapilan bu g¢aligmada C- ve NOR-bantlama
yontemleri uygulandi.

Denek ve kontrol gruplari 30’ar ¢iftten olusturuldu(toplam
180 kigi). Her vakadan 20 metafaz plagi dederlendirildi.

C-bantlama yénteminde kromozomlarin sentromer bdlgeleri
ile Y kromozomunda uzun kolun 1/2-1/3 distal kesimi koyu boya
almaktadir. Gzellikle 1,9,16 ve Y kromozomunda boyanan
heterokromatin bdlgeler polimorfizm gdstermektedir.
Caligmamizda kromozomlardaki heterokromatin bbélgelerin
boyutlari 5 puanlik sisteme gdre dederlendirildi. Sonugta,
denek gruplari (HSA ve KOA) ile kontrol arasaindaki fark, Ki-
kare ydntemine gdére anlamli bulundu.

NOR-bantlama yénteminde akrosentrik kromozomlarin (13, 14,
15, 21, 22) kisa kollari koyu boyanmaktadir. NOR-bantlama
yonteminde bant &éruntileri sayi ve boyut ag¢isindan polimorfizm
gdstermektedir. Insanda gérilen ortalama NOR sayisi 4-10'dur.
Yapilan istatistiksel dederlendirme sonucu, HSA grubu
kadinlarainda 21., erkeklerinde ise 22. kromozom diginda aradaki
fark anlamli bulunmadai.

Sonu¢ olarak; se¢ilen denek gruplarinda G-bantlamanin yana
sira NOR ve 6zellikle de C-bant yapilmasi uygun gérulmektedir.

Anahtar Sd&zclikler: Kromozom, Polimorfizm, C-bantlama, NOR-

bantlama.

VIII



ABSTRACT

Chromosomal Polymorphism in the Cases of Habitual Spontaneous
Abortus and Bad Obstetric Anamneses

In this study, C- and NOR-banding techniques were used to
determine the occurence and importance of chromosomal
polymorphism in the cases of habitual spontaneous abortus (HSA)
and bad obstetric anamneses (BOA). Subject and control groups
were composed of 30 couples, each (a total of 180 cases).
Twenty metaphase plaques were evaluated for each case.

In the C-banding technique; centromere region of the
chromosomes, and 1/2-1/3 distal region of the long arm of Y
chromosome were stained dark. Heterochromatin regions stained
in the chromosomes 1,9,16 and Y, especially showed
polymorphism. In this study, sizes of heterochromatin regions
in the chromosomes were evaluated on the basis of 5-point
system, and the difference between the subject and control
groups was found to be significant when analysed by Chi-Square
test.

In the NOR-banding technique, short arms of acrocentric
chromosomes (13,14,15,21,22) were stained dark. 1In this
technique, the banding patterns showed polimorphism in terms of
number and size. The average number of NOR observed in the
humans is about 4-10. Except chromosome 21 in the females and
chromosome 22 in the males, the difference was found to be
nonsignificant in the HSA group.

Overall evaluation of our results led to the conclusion
that NOR-and especially C-banding should be performed in these
gsubject groups, besides the G-banding technique.

Key Words: Chromosome, Polymorphism, C-banding, NOR-banding.
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GiRis

Canlilarin yagsama nedeni uUreme ve kendi kalitaimsal
6zelliklerini bir sonraki kugada aktarmadir. Fizyolojik
kogsullarda olusan bir gebelik normal dojum ile sonuglanirken
saglikli bir bebek dogmaktadir.

Gunumizde ¢evre kirliliginin artmasi mutasyon sikligini da
artirabilmektedir. Belki de olasi bu tir bir etmen gebelidin
normal doduma kadar gitmesini Onlemekte ya da anormal bebek
dodumlarina yol agabilmektedir.

Bilindigi gibi b&élgemizde taraim ilag¢larai, insektisitler
veya Gevre kirliligine yol ac¢an dider kimyasal etkenler yodun
olarak kullanilmaktadir; bu galisma, bu tur mutajen etkenlerin
gebelik ve dodJumu nasil etkileyebilecedgi sorusundan yola
¢ikarak diuzenlendi. Bdyle bir ¢aligsmada olgu grubunu olugturmak
igin yapilacak sgeylerden biri, mutajen etkenin dogrudan gebe
kadina uygulanmasi, dideri ise segilen bir deney hayvanina
uygulanmasidir. Ancak bdéyle bir modelin insanda deneysel olarak
olugturulup mutasyon geligtirilmesi hig¢bir sgekilde mimkin
olmayip; deney hayvani modellerinden elde edilen sonug¢lar da
genetik 6zellikleri tamamen farkli olan insandaki durumu tam
olarak yansitamayacaktir. O halde, bodyle bir c¢aligmada tek
secenek, normal gebelik ve/veya doJumdan sapma gdbsteren
olgularin dider bir deyigle dodanin kendi yarattidi olgularin
denek grubu olarak kullanilmasidir. Galismamizda bu amagla HSA
ve KOA olgulari denek grubu olarak se¢ilmigtir.

Kromozomlarda polimorfizm gdbzlenen bobélgeler kirilma ve
yeniden dlizenlenmelerin yodun oldudu yerlerdir. Kromozomlarda
mutajenlerin etkileri en fazla bu noktalarda gbzlenir. Tum bu
nedenlerden dolayi se¢ilen olgu grubunun kromozomal polimorfizm
yoninden dederlendirilmesi planladai.

¢.0 Tip Fakultesi Balcali Hastanesi Kadin Hastaliklari ve
Dodum Poliklinigine HSA ve KOA nedeniyle bag vuran ¢iftlerden
Genetik Poliklinigine kromozom analizi ig¢in sevk edilenler



arasindan karyotipi (G-bantlama) normal bulunan ¢iftlerde
kromozomal polimorfizm dederlendirildi. Bu ¢alismada
hazirladigimiz preparatlara C- ve NOR-bantlama yéntemlerini

uyguladak.
Habituel abortuslu grubu jinekolojik olmayan ve bilinen
tani yontemleri ile nedeni belirlenememis (6rnedin

mikrobiyolojik ve/veya bakteriyel) en az ¢ digilkk yapan
giftler, kot obstetrik anemnezli grubu ise erken dodum, 6lu
dodum, erken g¢ocuk &limi ya da malformasyonlu g¢ocudu olan
¢iftler olusturdu. Kontrol grubu, hi¢ distk yapmamis ve
saglikli g¢ocudu olan ¢iftlerle olugturuldu. Olgu ve kontrol
gruplari lreme ddénemi slirmekte olan 20-40 yaslarindaki akraba
evliligi olmayan kisilerden segildi.

Pardeu ve Gall ile Arighi wve Hsu(1971) kromozomlarin

sentromerleri ile 1,9,16. kromozomlarin ikincil boJum bdélgeleri

ve Y kromozomunun uzun kolun 1/2 - 1/3 distal bodlgesinin
boyandidi bir teknik geligtirerek buna "constitutive"
kelimesinden kaynaklanan C-bantlama adini verdiler. C-

bantlarinin geniglidginde belirgin bir polimorfizm bulunmakta
olup kromozomal polimorfizmin ve yeniden diGzenlenmelerin
arastirilmasinda kullanilabilmektedir!'?.

insanda gekirdekcik organize edici bdlgeler kromozomlarda
akrosentriklerin (13,14,15,21,22) kisa kollarina lokalizedir.
Aktif transkripsiyona sahip gen bdlgelerinin gimis nitratla
selektif olarak boyandidi distunilmektedir (NOR boyama). GUimis
boyama ile akrosentriklerin bazilari boyanabilirken, NOR un
boyutu da kigiler arasinda polimorfizm gésterebilir. Gimis
nitrat ile boyama sonucunda her birey i¢in 6ézel bir boyama
6riantliistt (boyut, gekil ve sayi agisindan) gdzlenir. Metafaz

plaklarindaki ortalama NOR sayisi 4-10'dur’.



GENEL BILGI

Girig

Gebelidin strdirilmesinden ve normal dogumdan sorumlu olan
ndéro-endokrinolojik mekanizmalardan sapmalar, fétusun kaybi ile
sonuglanmakta; bu durumu g¢gevresel etmenler de bir Olglude
etkilemektedir. Jinekolojik bir neden saptanamayan habituel
abortus olgulari ile, bilinen klasik inceleme yéntemleri ile
ko6t obstetrik déykiiye (erken dodum, 61U dodjum, anomalili bebek,
erken bebek &lUmi gibi) neden olan etmenin belirlenemedigi
olgularda, fizyopatolojik sapmalarin saptanabilmesi i¢in hicre
ve/veya cekirdek dliizeyinde incelemelere gereksinim dogmaktadir;
¢linkli organizmanin normal veya anormal isleyigini ilgilendiren
tim bilgi ¢ekirdektedir.

Sitogenetik veya gen muhendislidi g¢aligmalarindan elde
edilen sonug¢lar, hem habituel abortus ve koétl obstetrik oykl
nedenlerine gen dlizeyinde bir agiklama getirebilecek; hem de
gebelidin saglikli sirdirilmesinden ve normal dodumdan, sonugta
da anne ve bebedin sadligindan sorumlu olan genetik etmenlerin
fizyolojik iglergelere olan yansimalarina 1igik tutacaktair.
Konuyla ilgili genetik bilgiler asadida sunulmusgtur.

1. Polimorfizm

1.1. Genel Olarak Polimorfizm

Genetik polimorfizm ortak olmayan herhangi bir lokuste en
az iki alelin bulunmasi demektir (érnedin daha seyrek olanlar
%1'den daha ylksek siklikta). Diger bir ifadeyle polimorfizm;
birbirlerinden kesinlikle ayrilabilen fakat ayni lokusteki

genlerle olusturulabilen iki ya da daha gok segenekli fenotipin



ayni toplumda birlikte bulunmasi durumudur. Seyrek alellerin
varligi ve toplumdaki siklidi mutasyon-seleksiyon olgusuyla
agiklanabilirse de bazi allellerin beklenenden g¢ok daha fazla
bulunmalarir ve anormal fenotip yaratmalarai ayni olguyla
agiklanamaz. Toplumdan topluma gdzlenen gen dedigikliginin
mutasyon hizlarindaki farkliliktan kaynaklandigi distnilemez.
Mutant alelin heterozigot avantaji nedeniyle slUrdiritldugl
gbrigll Ford tarafindan 1940'larda ileri slrilmigtir. Ford’a
gdbre" ayni ortamda bir tlrtn iki yada daha ¢ok formunun
birlikte bulunmasi, bunlardan en seyredinin bile tekrarliyan

yliksek mutasyonlarla yaratilamamasina polimorfizm denir"5S.

1.2. Heterokromatik Polimorfizm ve Ozellikleri

Kromozomal polimorfizm heterokromatin bdélgelerde gézlenir.
Heterokromatik bdlgeler, kromozomlarin sentromerik bdlgeleri
ile akrosentrik kromozomlarin kisa kollarina lokalizedir!?. En
si1k gdriilen polimorfizm; Y kromozomunun uzun kolu ve 1, 9, 16.
kromozomlaran perisentrik bbélgelerindeki heterokromatik
varyantlardadir. Ileri molekiiler sitogenetik ¢aligmalarla
gbsterilebilen polimorfizm siklaiga artmisgtair. Satellit
siralarinda bulunan farkliliklar, metafaz kromozomlarina
restriksiyon endonlkleaz (Sinirlayici endonikleaz) uygulanarak
yada heteromorfik satellit DNA sirasi ig¢in speéifik DNA
problari kullanilarak gdésterilebilir’®?.

insan kromozomlarinda heterokromatik polimorfizm i¢ yénden
deJerlendirilir'®: 1) Normal popitilasyon kromozomlarinda, 2)
Heterokromatin tiplerinin siklidinin saptanmasi ve eksternal
varyantlarin klinik anlaminin ag¢iklanmasinda, 3) Polimorfizmin
dodasinin aragtirilmasinda.

Heterokromatinin ozellikleri; fenotipik kisirlik, yer
degistirme etkisi, kaliplik gérevinin yokludu, geg replikasyon,
maleik hidrazidle bazi yerlerinden kirilma edgilimi, soduk
ortamda anormal mitotik kangallasma, fluoresan boyalarla

boyanmadir. Heterokromatinin bir diger niteligi, tekrarliyan
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DNA Dbazlarindan olugmasidir. Satellitler, AT’den zengin
heterokromatin bdlgelerdir’.

1.3. Heterokromatin Boyutunun Farkli Olma Nedenleri

Heterokromatin boyutlara kigiden kigiye farklilaik
gbésterebilir. Bu konuda 4 farkli hipotez ileri strilmektedir:
1. Egit olmayan krossing over, 2. Replikasyonun bozulmasi ve
sonucunda dublikasyon, amplifikasyon +veya replikasyonun
gonu¢lanmasi, 3. Inversiyonla &kromatin bdélgenin gh’ninin
dedisebilmesgi, 4. Gen kontrolinde olan gh’nin dekondansasyonu

Bu parametrelerin her birinin gh dedigimine yol agabildigi

sitogenetik ydéntemlerle gésterilebilmektedir®.

1l.4. "Hot-point" Olarak Heterokromatin Bélgeler

Heterokromatin bdlgeler "hot point" olmakta, mutajenlerin
etkisiyle kromozomlarda olusabilen spontan kirilmalar ve
translokasyonlar genelde bu noktalarda gbrilmektedir.
Heterokromatinin ektopik birlesmesi ve onlarain kirilganlid:,
kirik ve translokasyonu uyarabilmekte ve sonugta heterokromatin
dlguleri artmakta veya azalabilmektedir!’

Diskret, subbdlgelerden heterokromatin olugsumunun once Y
kromozomunun distalinde daha sonra da 1. ve 9. kromozomlarda
olustudunu gdésterdi. In situ hibridizasyon ydntemi ile sekonder
strangller bdlgelerde sik tekrarlanan DNA sekanslara
godsterilebilmektedir!®.

C-heterokromatinin boyutu stabil olup kalaitsaldir ve
kugaklarda segregasyona Mendel Kanununa gdre ugramaktadir
(Balicek et all'!). Kisilerde bulunan C-heterokromatin

varyantlari ebeveynlerin birinde saptanabilir.



2. C- Bantlamanin Tarihgesi

C-bandlama, ¢egitli boyama yéntemleri arasinda oldukcga
etkin olup belirli kromozomal bdélgeler i¢in spesifite gdsterir.
in situ hibridizasyon teknigi kullanilarak metafaz
kromozomlarinda satellit DNA'lar lokalize edilir. Pardeu ve
Gall (1970), farkli boyanmig perisentrik bdlgeler bildirdiler.
Arrighi ve Hsu (1971), Giemsa kullanarak kromozomlarin sadece
sentromer kesimleriyle 1,9,16. kromozom ¢iftlerinin ikincil
blzintll bdlgeleri ve Y kromozomunun uzun kolunun 1/2 - 1/3
distal parcasinin boyandidi bir teknik geligtirdiler ve buna
"constitutive" kelimesinden kaynaklanarak C-bandlama adina
verdiler. Arrighi ve Hsu tarafindan tarif edilen yéntem (1971),
sicak tuz sollsyonundaki inkibasyonu takiben kromozomal DNA’nin
alkali denatlrasyonunu igermektedir. Alkali denatlrasyon, NaOH
kullanilarak vyapilir. Daha sonralari Sumner tarafindan
geligtirilen ve modifiye edilen metodda ise hafif alkali olarak
Ba (OH), kullanilmigtair (1972). Bu yodéntem ile denatirasyon
uygulanimi daha kolay kontrol edilebilir olmugtur. C- bandlara,
insan kromozomlarinda ve didger tlrlerde genellikle sentromerik
bdlgelere lokalizedir (Arrighi ve Hsu (1971)). Yunis ve
arkadaglari (1976), C-bantlamayi ylksek rezolisyonlu bantlama
teknigini kullanarak gerg¢eklestirdiler. Bu yolla gésterilebilen
heteromorfik bdélgelerin sayisi artarken kromozomlardaki non-
disjunction ve translokasyonlar daha kolay gobsterilebilir
olmustur'??, insan kromozomlarinin C-bantlama yénunden
standardizasyon ¢alismalarinda, Paris komisyonunun teklifine
gbre 5 puanlik sisteme gegilmigtir'. Holmquist'? ve Dancis
(1979) tarafindan gergeklestirilen diger bir DNA ekstraksiyonu
calismadasinda DNA sirasiyla asit ve alkaliyle muamele

edilmekte ve deplrinasyon ile denatiirasyon gdzlenmektedir.

2.1. C-Bantlamanin Temeli, "in situ" Hibridizasyon

in situ hibridizsayon y®6nteminde asit, alkali ve sicak
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salin sitratla muamele bulunmaktadir. Preparatlar daha sonra
Giemsa ile boyandidinda C-bandlari gdérllebilmekte ve bu durum
C- bandlarainin olugsumunda DNA denatlUrasyonunun sorumlu oldudgunu
telkin etmektedir. Bu iglemlerin kromozomlardan DNA
yitirilmesine neden oldugu, kaybin da C-bandlamadaki farkla
boyanmaya yol agtigi duglnilmektedir. Ginimizde denatiirasyon
islemi genelde Ba(OH), ¢dzeltisi ile yapilmaktadairx!?!?,
Denatirasyon mutlaka dénismesiz (irreversibl) bir olgu
dedildir®. Isitilan DNA eriyidi, birkag¢ saatte yavas yavas
sogutulursa ayrilan dallar birlesgsir ve ¢ift dalli diazgln DNA
molekiildl olur. Renatirasyon denen bu olgu iki mekanizma ile
tamamlanir: 1) Nikleasyon: ayrilmigs dallar vyerel olarak
eslesir. 2) Kenetlenme: yeniden birlesme olayi, esasen eglesgmisg
bazlardan itibaren adim adim ilerliyerek tamamlanir. Ortamin
tuz yodunludunun digiklidl yeniden birlegmeyi &énler. Yeniden
birlegsmenin gecikmesine hysteresis denir. Tekrarlayici DNA

fraksiyonlari diJerlerinden daha ¢abuk renatiire olur®.

2.2. C-Bantlamanin Uygulama Alanlara

C- bantlama ydénteminin klinik ag¢idan en az iki uygulama
alani bulunmaktadir: 1. polimorfik bdlgelerin incelenmesi ile
kromozomlarda paternal ve maternal homologlar birbirinden ayird
edilebilir. 2. uygulama vyeri ise yeniden duzenlenen
kromozomlarin incelenmesidir. Bu yolla, sentromer gh’inin ne
blclide yeniden diizenlenmeye katildiga tesbit edilebilir. Ayrica
kiclik markir kromozomlar da G-bantlamanin tamamlayicisi olarak
daima bu ybéntemle incelenmelidir.

Bir, 9 ve 16. kromozomlara yerlegen sekonder darlik
bélgeleri, uzun koldaki sentromer heterokromatini ile
birlegiktir. Paris konferansina(1971-1975) gbre heterokromatin
bédlgeler gh sembolll ile g&sterilir. Heterokromatik bdlgeler
normalden buylk oldugunda gh(+), kiglik oldujunda ise gh(-)
seklinde gdsterilir'®.



2,3. C~- Polimorfizmi Konusundaki Galigmalar

Heterokromatinin C- bant polimorfizmi konusundaki ¢ok
sayida galigmada, varyantlarin cinsiyet, yas ve 1irka badimli
oldugu wvurgulanir. Bu konudaki g¢aligmalar ©6zellikle ikiz
zigogitesini saptama, inversiyon siklidi, irklar arasinda
gdzlenebilen heterokromatik polimorfizm, dUdremenin bozuldudu
durumlarda, habituel abortusda, kétli  obstetrik  dykilsu
olanlarda, KML, ALL ve tum solid tUimérleri kapsayan onkolojik

hastalarda yoJunlasmistir.

2.3.1. Habituel Abortusda C- polimorfizminin Yeri

"Karetnikova'® HSA o&ykiili ebevenyler ile vyaptidi bir
¢alismasinda, karyotiplerinde gh(+) olan kigilerin
dermatoglifik ve patolojik isaretleri de var ise, gocuklarinin
durumunun  daha agir olacagina ileri surdi. Anormal
dermatoglifik bulgular ile gebelidin dlisikle sonug¢lanmasi
ara51nda‘pozitif bir iligkinin olabilecedi dlistntlerek, bu grup
ailelerin ylksek risk altinda dederlendirilip prenatal tana
yaptirmasi 6nerildi. Heterokromatin fazlaliga veya
heterokromatin inversiyonu olan ¢iftlerde Ureme fonksiyonunun
bozuldugu, &zellikle 1 ve 9. kromozomlarda gh(+) durumlarinda
diger gh varyantlardan daha sik spontan abortusun olabilecedi
ya da anormal ¢ocuk doumu godrilebilecedi belirtildi.

Uctincll kromozomda kalitsal perisentrik inversiyon goézlenen
kalabalik bir ailede 9 erkek 13 kadin olmak tzere toplam 22
kisiyle c¢alisan" Lindberg et all'"; ortalama %33 oraninda
inversiyon saptadilar. Bu grupta gbzlenen digik frekansi Avrupa
oraninin altinda idi. Inversiyon oraninin kadinlar ve erkekler
arasinda farkli olmasina radmen, fenotipik olarak normal olan
aile bireylerinde dengeli familyal inversiyonun hi¢ bir yan
etkisinin olmadid:i ileri stGruldua.

"Patil and Lubs®® a gbére, Y kromozomunda gh+ oldudu

durumlarda spontan abortus ve defektli ¢ocuk dogma riskinin



arttigi bildirilmektedir.

Dokuzuncu kromozomdaki gh dedisikliginin mitozda kromozom
ayrilamamasina yol agabildigi ve perisentrik inversiyon
varligdinda Ureme fonksiyonunun bozuldudu ileri slr(ilmektedir'C.

"Turczynowicz et all'® " HSA gdézlenen bir ailede babanin
karyotipi: 46,XY,inv(14), annenin karyotipiise 46,XX,var(9)
geklindedir. Yasayan normal ¢ocuk her iki ebeveynden gelen
rekombinant genotipe sahipti. Dokuzuncu kromozomdaki varyantain,
3 jenerasyonda da bulunmasina radmen, tasaiyicilarin zeka ve
fenotipi normaldi. Bu ¢alisma bir ya da daha fazla kromozomda
gbzlenebilecek yeni dizenlenme varliginda dahi normal fenotip
olabilecedini gbsterdi. Bu durum Ozellikle genetik
danigmanlikta onem tagimaktadir.

"Uehara et all' " c¢alismalarinda spontan diisiik &oykiisii
olmayan bir annenin karyotipinde 14. kromozomun uzun kolunda
kalitsal heterozigot parasentrik inversiyon goézlediler. Ayni
olguda baba ile yeni dodan, normal karyotip ve fenotipe
sahipti.

Almanya’da "Bajnoczky and Gardo!® " tarafindan spontan
abortus yapan c¢iftlerde yapilan bir arastirmada, olasi her
tlirld anormal sentromer olusumunun hlicre bélinmesinde hasar
vapabilecedini ve sonugta gebeligin spontan abortusla

sonu¢lanabilecedini bildirdiler.

2.3.2. KOA’li Ailelerde C-bantlamanin Yeri

Ko6tli obstetrik anemnezli (KOA) grubu: erken dodum ve 614
dogum yapan, erken gocuk 6lUmi gdzlenen ya da malformasyonlu
gocugu olan ¢iftler olugturmaktadar.

"Hansson and Mikkelsen'”® homolog kromozomlardan birinde
heterokromatin blok fazla ise konjugasyonda bozuklugun
olusabilecedini ve sonraki mayoz sUrecinin aksiyabilecedini
ileri strdller. Heterokromatinin blyldk oldugu durumlarda
konjugasyon bozulabilmekte, dodru olmayan bivalentler
olusmakta, I. mayoz bdlinme anormal gegmekte ve sonug olarak
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anormal gametler olusmaktadir.

"Butomo and Khitrikova® Down sendromlu ¢ocuklarla
yvaptiklari bir galismada 9. kromozomdaki C- bant varyantlarinda
artis gdzlediler. Down’li gocuklarin 9 ve 16. kromozomlarinda
homologlar arasindaki heteromorfizm daha fazla iken inversiyon
agisindan arada fark olmadidini ileri sirdller.

Down ebevenylerinde eksternal varyantlarin daha saik
goébruldidt dzellikle 9. kromozomdaki C- bloklarin daha blytik ve
heteromorfizmin daha fazla oldudu belirtildi'®.

KOA’li ailelerde, ayrica 16. kromozomda cinsiyetler
arasinda fark oldugu ve Y polimorfizminin daha az gédézlendidi
ileri straldu’®.

"Matsuura et all?" mental retardasyonlu c¢ocuklarla
yaptiklari bir c¢alismada, =zeka geriligi hafif olanlarda C-
bloklar istatistiksel olarak kontrolden farksizken, zeka
geriligi ileri boyutta olanlarin ise anlamli oranda gh(-)
oldugunu bildirdiler. Zeka &zurlu gocuklarla galigan diger bir
grup ise kromozomlardaki eksternal C-varyantlarin normal
popilasyon ile ayni oldudgunu ileri strdiler. Gocuklarda gbérilen
non-gpesifik mikrodismorfogenez belirtilerini ve
mikroanomalileri embriyogenezdeki genel bozuklugun Dbir

gbstergesi olarak deerlendirdiler'.

2.3.3. Normal Popillasyonda C-bantlamanin Yeri

iskogya poplilasyonunda 467 gocukta "Buckton et all®
tarafindan vyapilan bir g¢alaisgmada; 13 g¢ocukta 1. kromozomda
(%1.4), 35 gocukta 9. kromozomda(%3.7) parg¢a inversiyonu ve 7
¢gocukta ise tam inversgiyonu(%0.7) saptarken, 16.kromozomda ise
hi¢ inversiyona rastlamadiklarini bildirdiler.

Normal populasyonda 1,9,16. kromozomlarindan birinde C
bloklar %4-9 oraninda blUyuk olabilirken bu durum fenotipte
herhangi bir etki yaratmiyabilir. Fakat vyinede C blok
tasiyicilarinin ¢ocuklarinda bazi hastaliklarin ve gelisme

geriliginin daha sik go6rildagl ileri siOrGlmektedir. Buradan

10



¢ikartilabilecek sonug¢: heterokromatin fazlalidi ancak belli
sinirlarda ise etkisiz olabilmekte fakat fazlalik blylkse
onlarda veya onlarin cocuklarinda geligme gerilidgi
gdzlenebilmektedir®.

"Butomo et all* ", fenotipik olarak normal ve fertil
kigilerde semi kantitatif metod ile vyaptiklari C bantlama
¢aligmasinda, 1,9,16 ve Y kromozomlarini 5 puanlik sisteme gdre
dederlendirdiler. Metafazlarin yaklasik 1/3'Gnde 2 den 3 e
kadar dedigsen ekstra varyant Ornekleri saptadilar. 9.
kromozomda paryetal inversiyonu %8, homologlar arasindaki
heteromorfizmi ise yaklagik %60 oraninda buldular. Kadinlarain
16. kromozomundaki gh(+) 'nin, istatistiksel ag¢idan daha anlamli
oldugu ileri struldd.

Litvanya’da, "Kruminja and Kroshkina®" tarafindan normal
poplilasyonda yapilan bir ¢alismada, cinsiyetler arasinda
heterokromatin polimorfizmi agisindan farkin olmadiga
gbsterildi. Ayrica, gh boyutunun 1. kromozomda biyidk, 16 ve Y
kromozomlarinda ise daha kug¢lik oldugunu bildirildi.

"Ibraimow et all®* ", orta asyada kazak, mongol ve dungans
(Kirgizistan’da yasayan etnik bir grup) irklarinda yaptiklara
¢alismada; C-bantlarin boyutu ve homolog kromozomlardaki
heteromorfizm agisindan arada fark olmadigini gdsterdiler.

"Miller et all?” " ile " Bucktan®? et all", otozomal
kromozomlardan 1,9,16’ da dedigimin en fazla oldudu,
inversiyonun en sik 9.kromozomda gdzlendidgi, bunun nedeninin de
9. kromozomdaki gh’nin molekiiler yapisindan kaynaklanabilecegi

one surdiler.

2.3.4. Irklar Arasi Galigmalarda C-bantlamanin Onemi

Amerika‘da yeni dodan bebeklerde 1irklar arasandaki
heterokromatin polimorfizmini arastiran "Lubs et all® »;
heterokromatin bdélgelerindeki "klgik" varyantlari, beyazlarda
%38.69 zencilerde %51.80 oraninda gézlediler. Y kromozomunun

uzunludu gruplar arasinda farksizdi. C-varyantlari IQ ile
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karsilastirildidinda; zencilerde dugik IQ da 9.kromozomda
heterokromatin fazlaligi daha sik gdéruldli. Bu gruplarda 1.
kromozomda parg¢a inversiyonu beyazlarda %0.45 zencilerde %0.06
iken, inv 9 zencilerde daha sik gbéruldt(%1.07 ve %0.13). Ayni
aragtirmada IQ ve Q- polimorfizmi arasinda korelasyon aranmis
fakat bulunamamistir.

Irklar arasindaki farkliliga yd6nelik dider bir ¢aligmada
Y kromozomu acgisindan yapilmig ve Japonlarda ekstra blok daha
biyitk bulunmustur®.

Y kromozomundaki polimorfizm konusunda "Spurdle and
Jenkins®"tarafindan Giney Afrika’nin Hindistan poptilasyonundan
Gujarati Mislimanlarainda yapilan bir g¢aligmada tim olgularda
perisentrik inv(Y) gb6zlendi. Sonugta, bu inversiyonun Gujarati
Misglimanlarinin genetik orjinini olusturdudu belirtildi.

Sovyetler birlidinde "Kuznetsova® adli arastirici uzun
stireli yasam (70 yas Uzeri) ile C-bant polimorfizmi arasinda
bir iligkinin olabilecedini distndll. iki farkli grupla yaptida
calismada (Ukrayna ve Abkhasian), Y kromozomunun C segmentinin
uzun yasayanlarda arttida, yasa baglai olarak Abkhasia
kadinlarinda kromozom 1 deki C segmentin kisaldigi, 9.
kromozomda ise arttidi, Ukrayna’lilarda ise yasa badgli olarak
kromozom 1’de gh arttidi, 16 da azaldidini tesbit ettiler.

Brezilya’da yagayan Kizilderililer ve Japonlar arasinda
"Cavalli et all¥" tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kizilderili
kdkenlilerde 1, 9, 16. kromozomlarda gdbdzlenen bloklar daha
bliytik iken, istatistiksel anlamlilik sadece 9 da bulundu. Japon
erkeklerinde Y band daha blytktil. Heterokromatinin total
dederleri ac¢isaindan Japon ve Kizilderililer arasinda fark
yoktu. Her iki grupta cinsiyetler arasi fark gdzlenmezken
kromozom 9, kizilderililerde daha buyGk olup parsiyel
inversiyon da yine sadece kizilderililerde saptandi.

Newyork’da yagayan 2334 beyaz (Avrupali), 1795 siyah
Amerikali, hispanik kromozomal tasiyan 1737 kigi ve 384
asyalidan olusan 4 biiylk grup ile ¢alisilan "Hsu et all¥® ",
major kromozomal polimorfizm olarak; 9. kromozomdaki inversiyon
siyah poptilasyonda % 3.57, hispaniklerde %2.42, Dbeyazlarda
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%0,73, asyalilarda %0.26 oldugu, Y kromozomunun ise asyalilarda
ve hispaniclerde beyazlardan ve zenci gruptan daha blylk oldugu
bildirildi. Ayrica, 9.kromozomdaki gh(+)‘nin, 1 ve 16.
kromozomlardan daha buytuk oldudunu ileri slrdiler.

"Tsvetkova®® " tarafindan infertil ¢iftlerle normal cocuda
sahip kigiler arasinda vyapilan bir ¢aligsmada, gh’nin
lokalizasyonuna ve homologlar arasi heteromorfizme bakilda.
Homologlar arasi heteromorfizm ve bant boyutu ag¢isindan kontrol
ile aradaki fark sadece 9. kromozomda iken, infertil kadainlarda
C-bant varyantlarinin erkeklerden istatistiksel olarak daha
blytk oldudu ileri struldu.

Ukrayna’da uzun yagama ile heterokromatin polimorfizmi
arasindaki iliskinin C-bantlama yoéninden dederlendirildigi
"Kuznetsova et all*" tarafindan yapilan bir ¢aligmada, yaslari
40-100 arasinda dedisen toplam 73 kisi galaisildi. Sonugta,
cinsiyetler arasinda genelde anlamli bir fark bulunmazken,
sadece 40-85 yaglarindaki kadinlarda 9. kromozomdaki C blodu
ayni yastaki erkeklerden fazla buldular. 1 ve Y kromozomu
agisindan 40-85 yas grubundakilerin, 90-100 yaslarinda
olanlardan daha bluyuk C bloda sahip oldugu ileri struldd.

2.3.5. Zigosite Tayininde C-bantlama

Heterokromatin bloklarin anne veya babadan kalitsal olarak
bir sonraki kusada gegtidi disinilmektedir. Monozigotik
ikizler, kalitsal bakimdan &ézdes iki bireyi olustururken
dizigotlarda rastgele iki kardegin kalitsal benzerligi durumu
gdzlenir. Mono ve dizigotik ikizlerle yapilan bir galismada, gh
boyutu acisindan farklilidin sadece dizigotik ikizlerde oldudu
vurgulandi. Buradan C bloklarin kalitsal oldudu sonucuna
varildal®,

Mono ve dizigotlarda "Goroschenko et all*® tarafindan
yapilan bir galismada 1, 9, 16 ve Y kromozomlarindaki C-bantlar
dlgildii. ikizlerde kullanilan formil yardimiyla ¢iftlerin her
bireyi arasinda C-bant boyutu karsilastirildiginda, monozigot
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ikizlerde benzer dederler <elde edilirken dizigotlarda
farkliligin gdzlendigi ve =zigosite tayininde C-bantlama
yéonteminin rahatlikla kullanilabilecedi vurgulandi.

2.3.6. Kanserde C-bantlamanin Onemi

Kanserli hastalarda kromozomal polimorfizm ag¢isindan ne
tir bir farkliligin oldudu merak konusu olmugtur. Bu amagla
bazi grup onkolojik hastalarda gh polimorfizmini aragtirmak
amaciyla C-bantlama ydntemi uygulanmigtir.

Kronik miyeloid ldésemilerde (KML), C- band polimorfizminin
yerini aragtirmak Uzere Ph(+) olan hastalar ile kontrolia
calisan "Kristofersson et all* ", 16. kromozomda gh(+) (p<
0,01) ve 9. kromozomda ise paryetal inversiyon (p< 0.05)
saptadilar.

"Verma et all¥’" tarafindan KML ve Y polimorfizmi arasinda
iligki wvarmi diye yapilan bir galismada kontrol ve hasta
gruplari arasinda anlamli bir fark bulamiyarak Y kromozomundaki
gh bdélge ile malignensi arasinda iligkinin olmadigi sonucuna
vardilar.

"Tsezou et all®" tarafindan yapilan akut lenfoblastik
l6semili (ALL) ¢ocuklar ve kontrol gruplarini igeren bir
¢alismada; hasta grubunun 1 ve 9.kromozomlarindaki gh’nin
kontrolden daha fazla oldudunu ileri slirdiler.

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve C-bantlama
yéntemlerini kullanarak AML vakalarinda galigan "Paskulin et
all’, t(8:21) translokasyonunu gdsterdiler. FISH teknidi
kullanildidinda kromozomlardaki yeni dizenlenmelerin en ince
ayrintilarina kadar gbsterilebildigi vurgulandi.

Heterokromatin b&lgeler konusunda ¢aligan " Podugolnikova
et all'™, 1. kromozomun heterokromatin bdlgesinde olusan gap
bdlgelerin kanser ile olan iligkisini wvurguladailar.

Solid tuimdrly hastalar ile ¢alisan "Suciu®": 1. kromozomda
kontrol wve hasta grublari arasindaki farkin istatistiksel

agidan 6nemli oldudunu gdésterdi. Perisentrik inversiyon orani;
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1. kromozomda %9.9, 9. kromozomda ise % 12.9 idi. Sonucgta
kromozomlardaki heterokromatinin kanser ile iligkili oldudunu
ileri sirdiler.

Over ve meme kanserli hastalar ile sadlikli kadin kontroll
kapsayan "Kivi and Mikelsaar®" tarafindan yapilan bir
¢aligmada: kromozomlar C-bant boyutu, heteromorfizm ve
inversiyon yoninden kantitatif ve semi kantitatif ydnteme gdre
dederlendirildi ve sonugta aradaki farkin istatistiksel agidan
anlamli olmadidi bildirildi.

Hindistanda "Adhvaryu and Rawal®" tarafindan yapilan
benzer bir galigmada ise: kontrol grubunda heteromorfizm %22.86
iken hasta grubunda %70.42 dir. Kontrol grubunun %8.57'si,
hasta grubunun ise %42.25’'inde inversiyon igeren varyantlar
vardi. Her iki kriterin toplami kontrolde %31.43, kanserli
grupta %80.28 idi. Bu sonuglara gbre, malignensi olusumunun
heteromorfizm ile iliskili oldudu wvurgulandi.

"Berger et all®?" tarafindan yapilan 54 meme kanseri ve 78
kontrolll i¢eren calismada; 1 ve 9. kromozomlarda inversiyon
insidansi fazla bulundu. Pre- ve postmenapozal kanserde 9.
kromozomdaki inversiyonun, familyal ve sporadik olgularda ise
16. kromozomdaki C-bant boyutunun farkli oldudu ileri struldua.

Over kanserli hastalarda "Islam et all®" tarafindan
terapiye bagli kromozom aberasyonlari ve heterokromatik
bélgeler konulu vyapilan bir g¢aligsmada G ve C bantlama
yébntemleri kullanilmigtir. Sonugta: homologlar arasindaki
heteromorfizmin 9. kromozomda, inversiyon oranlarinin ise 1.
kromozomda daha fazla oldudgu vurgulandi.

Kolon ve rektumda adenomatosisi olanlarda yapilan bir
¢alismada, parsiyel ve total heterokromatin inversiyonlarainin
Y kromozomlarinda kontrolden fazla oldudu, didger parametreler
arasinda anlamli bir farkin olmadidi vurgulandi’® .

Rusya’da endometrial kanserli hastalar ve kontrol ile
calisan "Polishchuk and Nesina%“", olgu grubunda konstitiitif
heterokromatin polimorfizminde ve heteromorfizmde artaig
oldudunu saptadilar. Ayrica ailesinde kanser olanlarda

polimorfizmin daha fazla oldudgunu ileri strdiler.
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3. NOR-BANTLAMA
3.1. Nikleolus Organize Edici Bdlgeler

Memeli kromozomlarinin  ¢ekirdekcik organize edici
bélgeleri rRNA genlerini igermektedir. Aktif transkripsiyona
sahip gen bdlgelerinin gimug nitratla(AgNO,;), selektif olarak
boyanabildigi dlstintlmektedir (NOR-boyama). Insanda rRNA
genleri, akrosentrik kromozomlarain (13, 14, 15, 21, 22) kisa
kollarina lokalize olmugtur. Gimig boyama bu bdlgeleri selektif
olarak identifiye eder. Boya alan akrosentriklerin sayisi ve
boyutu polimorfizm gbsterir. Her bireyde &zel bir boyama
orintist mevcut olup bu polimorfizm kalitsaldir. Dolayisiyla

glimiis boyama arastirma ve klinikte blylk 6nem tagir'264%,

3.2 NOR-bantlama Yéntemi ve Tarihgesi

Yontemin temel uygulama yeri satellitli kromozomlarain
incelenmesidir. Akrosentrik kromozomlarin (13-15 ve 21-22)
kisa kollarindaki satellitler ile olasi diJer kromozomal
satellitler daima bu yo6ntemle incelenebilmektedir. En sik
gbérliilen tablolar arasinda satelliti olan klglik ekstra markirlar
bulunur. Polimorfizmin dederlendirilmesinde NOR boyama dider
yontemlerle kombine olarak kullanilair!?2646,

Sitolojik ¢aligmalarda, kromozomlarda gimis kullanimi
Howell ve ark. tarafindan 1975 de tanimlandi. Bu kigiler insan
akrosentrik kromozomlarinin satellit kisimlara olarak belli
kromozomal bdlgeler ig¢in spesifik bir boya olan qumoniazak
gimis (Ag-SAT) boyasini modifiye ettiler. Bunu takiben diger
aragtirmacilar daha basit uygulanabilen bir yo&ntem olan 18S ve
28S ribozomal sistronlarindan ibaret nlkleolus organize
b&élgeleri igin (NOR,) spesifik bir yéntem lUrettiler (Goodpastdr
ve Bloom 1975, Bloom ve Goodpasture 1976)'.

Gumilg boyama insan akrosentrik kromozomlarinin sap

bdlgesine lokalize olur. Ag-NOR teknigi ile transkripsiyonel

16

0. YUKSKKOGRETIM KURULU
wxnmmyw B



olarak aktif NOR’ larin boyanabildigi bildirilmigtir (Miller ve
ark 1976, Schwarzancher ve ark. 1978)'.

3.3. insanda NOR’laran Lokalizasyonu ve Sayisi

NOR, bdlgeleri, NOR mitozu sonunda nitkleolusun geligtigi
yerdedir(Mc Clintock 1934). Kromozomlar boyandidinda daha az
boyanan sekonder dar gegit bdlgesinde yer alir. In situ
hibridizasyon teknigi NOR’da klme halinde 18 S ve 28 S RNA'yl
gbstermede kullanilirken 5 S RNA geni genomda birkag¢ yerde
daginik olarak bulunur (Wimber and Steffensen 1973, Pardue and
Birnstiel 1973, Pardue et al 1973, Henderson et al 1972,1974,
Evanset et al 1974, Hsu et al 1975, Pardue and Hsu 1975). NOR
lar insan akrosentrik kromozomlarinin kisa kollarina lokalize
olup total sayisi 10’'dur. Ag-NOR ile boyanan akrosentrik
kromozomlar aracilidiyla aktif ribozomal sistronlar gbésterilmisg
olur. Aktif NOR oraninan farkli bireylerde 4-10 arasi oldudu
tahmin edilir (Goodpasture et al 1976, Varley 1977). Ag- boyama
sayisi, rDNA ve NOR aktivitesi ile orantiladair. Her
kromozomdaki aktivite hiicreden hicreye dedigir ve kalitsaldir.
NORs-bandli kromozomlardaki genel karekteristiklerden biri,
onlarin metafaz fazinda birlegmesi olarak tanimlanir. Bu
birlesik aslinda metefazdaki nilkleolus formasyonundaki NOR
aktivitesine esgittir. NOR bdlgeleri sadece D ve G grubu
kromozomlarda yer aldidindan akrosentrik birlesim olarak
tanimlanmasi daha uygundur. Birlegimdeki kromozomlar fiziksel
baglantilar olup rDNA‘dan ibarettir ve bu kromozomlarin
frekansi diJer birgok faktdrin yanisira sap uzunluguna da
baglidar!

3.4. Trizomilerde NOR Dedigimlerinin Onemi

NOR dedisimleri, blytk kromozomal degisikliklerden
sorumludur. Patau ve Down sendromlari 13 ve 21. kromozomlardaki
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trizomik durum olup, en sik rastlanan NOR anomalisini olugturur
(Cooke 1972, Rosenkrauz and Holzer 1972, Curtis 1974). Kromozom
ayrilamamasina yol ag¢an etkenin pakiten fazinda nilkleolusun
fibriller merkezinde NOR;, ve RNA nin farkli birlesimi sonucu
oldudu ve bunun da bu tlr trizomilerin birinci nedeni oldugdu
distnulur. Kromozom ayrilamamasina yol agan etken, genelde
maternal mayoz orjinlidir (Jacobs and Morton 1977, Mattei et al
1979, Verma et al 1985). Trizomilerin yani sira Robertson tipi

translokasyonlar(sentrik kaynasma tipi translokasyon)
geklindeki yapisal dlizenlemeler de NOR’la ilgilidir (Ohno et al
1961). 1Insanda NOR’un olasi rolii ve bu translokasyonun

mekanizmasi Stah ve ark. tarafindan (1983) tanimlanmigtir.
Fazla kromozomlarin ve benzer mekanizma ile artan satellitlerin
aslinda NOR dan ibaret oldudu ileri slGrtldid (Babu and Verma
1985). NOR ile nulkleolus arasindaki yapisal ve fonksiyonel
iligki ile rDNA regllasyonu ve amplifikasyonu bir g¢ok
aragtirici (Mac Gregor 1982, Cullisl982, Moss and Birnstiel
1982, Schwarzacher and Wachtler 1983) tarafindan caligilda'.

3.5. NOR-bantlama Y&éntemini Etkileyen Faktdrler

AgNO; kullanilarak yapilan NOR bantlama yéntemi: ribozomal
genlerin sayisi, ribozomal genlerin transkripsiyon aktivitesi,
ve teknik faktérlerden etkilenir!®4.

NOR ile polimorfizm 4 dlzeyde dedgerlendirilebilir:

1) Kromozomal (hangi kromozomda daha fazla), 2) Hucre, 3)

Kigiler arasinda, 4) Popllasyon (toplumlar arasi)

3.6. NOR-bantlama Konusunda Yapilan Galigmalar

Bu konudaki c¢aligmalar zigosite tayini, kanserli
olgularda, normal poplilasyon taramalarinda, akrosentriklerde

gbzlenen trizomiler konularinda yodunlagmaktadir.

A vyl
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3.6.1. Zigosite Tayininde NOR- bantlamanin Yeri

"Zakharov et all®" 20’si monozigot ikiz, 20’si ise
dizigot ikiz olan 40 kigiyi incelediler. Sonugta NOR sayisi ve
boyutlarinin monozigotlarda ayni, dizigotlarda farkli oldudunu
agikladilar. Kalitsal bakimdan monozigotlar 6zdeg iki birey
gibi davranirken dizigotlar rastgele iki kardeg kadar
birbirlerine benzerler.

Aktif NOR sayilarinin hlicreden hicreye deJisimi ile ilgili
olarak 14 monozigot ikizde yapilan bir ¢alismada, bu olgunun
gergekte var olan interselller dedigim ile ilgili bazi
dzelliklerle karekterize edilebilcedini gésterdiler'.

"Davudov et all3" 20 c¢ift monozigot ve 20 ¢ift dizigot
ikizi kapsayan bir caligmada, lenfosit kan kiltirlerinden 13,
14, 15, 21 ve 22. kromozomlardaki NOR polimorfizmine baktilar.
Monozigotlarin tUOminde, dizigotlarain ise sadece 1 ¢iftinde
sonuc¢lar benzerdi. Holzinger formilunt kullanarak giftler arasi
varyans analizi vyaptiklarinda NOR sayisinin yuksek oranda

kalitsal 6zellik gdsterdigini ileri slrdiler.

3.6.2. Normal Popililasyonda NOR- bantlamanin Yeri

"Davudov et all® " yapilan bir ¢aligmada, NOR'’lar en ¢ok
gigantik satellitli 15. kromozomda gdérilirken, en biylk blok da
yine ayni kromozomdaydi.

Fibroblast ve lenfosit kiltirlerinden "Mikelsaar®"
tarafindan yapilan bir galismada, hazirlanan preparatlar Ag-ile
boyandiginda bireysel patern gdsterdigini gdbzlediler. Sonucgta
popitilasyondaki kigilerin, akrosentrik kromozomlarinin NOR
acisindan polimorfizm gbsterdigini gbzlediler.

Karyotipi normal kigilerin lenfosit kiltarlerinden
hazirlanan preparatlarin Ag boyanmasi ile elde edilen
NOR’lardaki polimorfizme 40 kigilik denek grubunda bakildi.

Akrosentriklerde NOR frekansi ve aktivite derecesi farkla

bulundu'.
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3.6.3. NOR ve Kromozom Ayrilamamasi

Heterokromatinin patoloji ile olan ilisgkisi, Down
sendromlu g¢ocuklarin ebevenyleri ile yapilan bir ¢aligmada
ileri sltrdldl. Akrosentrik kromozomlarin satellitlerinin bir
arada bulunmalara (satellit asosiasyonu), gerek mitozda ve
gerekse mayozda kromozom ayrilamamasina yol a¢gmakta ve sonugta
+21 kromozomlu gametlerin olugstudu disinilmektedir'®. D/G
translokasyonu olanlarda otoradyografik guimig boyamada
kromozomal in situ hibridizasyon tekniklerini kullanan "Wang*"
tarafindan yapilan ¢aligmada markir kromozomda p* boyunca glmisg
noktaciklara rastlanmadi. Onceki raporlarla ¢elisen bu durum p+
formasyon mekanizmasinin ¢egitli olgular arasinda farklilik
goésterebilecedi geklinde yorumlandi. NOR’ lar kromozomlarin rRNA
gen bdlgesinde yer almaktadir. Yapilan galismalar sonucu D/G
translokasyonunun hibridizasyon olgularinda NOR larain
kayboldudu gésterildi. Gok kilg¢lik markir kromozomlarda ve Ygs

olgularinda fenotip tamamen normaldi.

3.6.4. NOR ve Kanser

Prostatik kanserli hastalarda Ag-NOR sayisinin kanserle
olan iliskisini ve hiperplastik prostatik dokuda yliksek oranda
olup olmadidini arastirmak amaciyla "Lundgred®" tarafindan
vapilan bir ¢aligmada Ag-NOR noktalari prostatik adeno
karsinomalarda daha fazla goérlGlmektedir. Zayif diferensiye
olmug adeno karsinomalar orta derecede, iyi diferensiye olmusg
kanserlerde daha ¢ok Ag-NOR‘a sahiptir. Bu verilere gdére Ag
boyama ydéntemi ile bening ve malign prostatik timérlerde ve
yuksek malign ve diglk malign karsinomalar arasinda ayrim
yapilabilecedi ileri sitruldd.

Normal pankreatik duktus ile egzokrin pankreatik tumérleri
olanlarda hiicresel aktiviteyi belirlemek igin "Ohta et all’'»
tarafindan yapilan ve NOR bakilan bir g¢alismada: hicresel
proliferatif aktivite normalde ve seroz sistadenomada dlsuik,
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misinoz sistadenomada orta, misinoz sistadeno karsinomada ve
duktus hlcre adeno karsinomasinda ise ¢ok yliksek bulunmustur.
Sonugta pankreatik duktusdaki tUmdrlerin grade seviyesi
arttiginda aktive olan NOR sayisininda arttigi éne stralmistir.

Yirmi normal kontrol 32 (&liak (celiak) hastasinda(CD),
"Slavutsky et all’" tarafindan NOR-bantlama ¢alisildi. Ag-
boyama teknidinin kullanildidr ve her Ornekten 20 metefaz
plaginin dederlendirildidi bu g¢alismada NOR’larin ylzde
oranlari incelendi. Ag-NOR larin ylUzdesi kontrolden daha fazla
idi. Grupta NHL paterni olan 3 ailede bulunmaktaydi ve bunlarda
CD olgularindan daha fazla Ag-NOR, oldudunu gdzlediler. Sonucta
rDNA nin trankripsiyonel aktivitesinin kanserde ve bu
patolojide arttidi ileri struldl.

U¢ kusakta 16 yildir AML gdériilen yedi uyeli aile ile
¢aligsan "He et all®", genetik anormalliklerin seks’e badli
olmadidi ve Mendelyen dominant geg¢ig gdsterdidini gdzlediler.
Ailedeki saglikla 19 kigi ile 10 kontroll igeren c¢alismada
karyotipler G banda gdére normal iken, Ag-NOR akrabalarda daha
disgik bulundu. Lésemide Ag-NOR'un yliksek bir risk olusturdudu

ileri strtlda.

3.6.5. Abortus ve NOR

Fenotipik olarak normal ve &yklsinde 9 tane 1. trimestri

distdlt olan 32 yaginda bir kadin ile " Multani et all®w
tarafindan yapilan sitogenetik g¢aligmada karyotip: 45,XX,
t(22;22) (p11.1;gl11.1) olarak bulundu. Ag-NOR teknidgi

kullanildiginda transloke olan iki akrosentrikte de NOR, un
kayip oldudu, dider akrosentrik kromozomlarda NOR aktivitesinin
arttigi ve ag¢igin bu gekilde kapatildigi ileri strilda.
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4. Spontan Abortusda Genetidin Onemi

Birinci trimester abortuslarinda kromozom anomalileri
godjunlukla otozomal trizomilerde gdzlenmektedir. Abortus
materyallerinde anormal karyotip orani % 50-60 olup bunlar:
otozomal tirizomiler, poliploidi, X-monozomi ve farkli yapaisal
anomalilerdir. Mitotik ve mayotik hatalarain tekrarlamada buylk
risk yaratmadida, bu anomalilerin kazara geligtidgi
distnilmektedir. Cuinkl dodal seleksiyonla anormal karyotipli
fétuslar aborte olmaktadir. Normal kromozoma sahip olanlarda
46,XX dominantti®**. Abortus materyallerinde FISH teknigi
kullanilarak kromozomlardaki yeni dlzenlenmeler daha iyi
gdsterilebilmektedir®.

Tayvan’da yapilan bir g¢aligmada 102 spontan abortus
materyali karyotiplendirildi. Bunlardan 29’unun aile &ykisinde
HSA gbézlenirken(A grubu), 73 ailenin abortus é&yklisu yoktu(B
grubu). Maternal yas ag¢isindan iki grup arasinda farkin
olmadigi bu galigsmada, spontan abortus frekansi istatistiksel
acidan benzer bulundu®.

Japonya‘da " Makino et all®" tarafindan yapilan bir
¢aligmada 1120 spontan abortus yapan kadin 7 yil slresince
takip edildi. Bu slrede olan 3216 gebelikten 2898 tanesi
abortusla (%90,1) sonu¢landi. Birinci trimester diusglklerinde
oran %84.2 ,12-15 hafta arasinda ise oran %11.1 olarak bulundu.

Spontan abortusu olan kadinlarda eder yasayan g¢ocuk var
ise tekrarlama riski daha digiktlr. Yasayan ¢ogudun olmadidi
durumlarda artan sayidaki her diastk tekrarlama riskini

artiracaktir’.
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GEREC VE YONTEM

1. Olgu ve Kontrol Gruplarai

Olgu grubunu olusturan ¢iftler Cukurova Universitesi Tip
Faklltesi Balcali Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Poliklinidinden HSA ve KOA nedeniyle Genetik Poliklinidgine sevk
edilen hastalardan segildi. HSA grubu, jinekolojik ve
mikrobiyolojik olmayan nedenlerle en az 3 abortus yapmig
giftlerden olugturuldu. KOA grubunu; erken dodum, erken ¢ocuk
6limi, 6l dodum ve malformasyonlu ¢ocuda sahip kigiler
olusturdu. Kontrol grubu ise abortus Oyklisi olmayan ¢ocuk
sahibi g¢iftlerden seg¢ildi. Olgu ve kontrol gruplari, akraba
evliligi yapmamig, yaglari 20-40 arasinda dedigen 30’ar giftten
(30 erkek, 30 kadin) olugturuldu. Toplam 180 kisi galigildi.

1.2. Polimorfizm DeJerlendirilme Yéntemleri

HSA ve KOA'’'li olgular ile kontrol grubunu olusturan
¢iftlerin karyotiplerine G-bantlama yéntemi ile bakild:.
Karyotipi normal olan kigilerin kromozomal polimorfizm ydninden
dederlendirilmesi amaciyla yapisal heterokromatin bantlama (C-
bantlama) ve nltkleolus organize edici bdlge bantlamasi (NOR-
bantlama) yapildi. Bu amag¢la yapilabilecek diger bir bantlama
yébntemi olan kinakrin bantlama (Q-bant) tezin kapsamina

alinmada.
2. Kromozom Preparatlarainin Hazirlanmasi
2.1. Kromozom Galigmalarinda Uyulmasi Gerekli Kurallar

Karyotip ¢aligmalarinda hiicre kllturlerinde kontaminasyon

olasiligini azaltmak ig¢in steriliteye dikkat edilir. Kromozom
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¢alismalari sirasinda optimum miktarda hiicre elde etmek igin:
sterilite, kiultur kaplarinin temizligi, sicaklik ve pH, vasat
ve zenginlegtiricilerin istenilen kogullarda olmasina &zen
gbsterildi?. Hazairlanan besi yeri konik tabanli kiiltir tlplerine
bélinerek ekim yapildi.

2.2. Kromozom Galigsma Yéntemi

Kolay elde edilebilen bol ve kaliteli mitoza sahip doku
oldugundan c¢aligmamizda periferik vendz kan kullanildi?s,
Periferik kandan karyotip analizi caligmasinda deder tasiyan
hilcre lenfositlerdir. Saglikl:i bir erginde 1l1lékositlerin tam
diferansiye formlari hig¢bir zaman aktif Ureme gdstermezken
sadece lenfositler uygun kosullar saglandidinda bdélunebilirler
ve o ylzden de genetik ag¢idan blyuk énem tasgsirlar.

Periferik kan kullanilarak yaptigimiz kromozom analizinde
ilk kez 1960 yilinda Nowell tarafindan uygulanan ve Moorhead ve
arkadaglari tarafindan gelistirilen yéntem kullanilmistir?.

Deneklerden 1lcc heparinize vendéz kan alinarak hava
akiminin olmadigi bir ortamda 2.5cc besi yerine 3 damla olacak
gekilde bek arkasinda ekim yapildi. Deneylerde RPMI 1640 (Sigma
R 5632) ile hazirlanan besi yeri kullanildi. 37°C’da 71 saat
enkiilbe edilen kUltlGrlere 10 pg/ml olacak gekilde colcemid
(Seromed L 6211) ilave edildi. 1 saat 37°C 'da enklbe edilen
kdlttir, 10 dakika (800-1000 rpm/dak) santriftj edildi.
Gokeltinin Uzerinde 0.5cc sollisyon kalacak sekilde ustteki
sipernatan uzaklastirildi. Karisim siUspanse edilerek Uzerine
hipotonik sollsyon olarak 0.075M KCL{Merck TA 520735) den 6cc
eklendi. 37°C’da 20 dakika enkube edildikten sonra santrifij
yapildi ve sltpernatan atilarak tizerine 3 kisim metanol (Merck K
24172108) / 1 kisim glisial asetik asit(Merck K 18855556) ile
hazirlanan soguk fiksatif ilave edildi. +4°C’da 10 dakika
bekletilen kiltlr tuplerinin santrifdijli sonrasi suUpernatan
ati1ldi ve hazirlanan fiksatiften 6cc eklenerek (fiksasyon

islemi) tekrarlandi. En az 2 saat, ortalama 1 gece +4°C’'de
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bekletilerek santrifij sonrasi fiksasyon islemi tekrarlandi.
Otuz dakika daha fiksatifte bekletme sonucu santriflij sonrasi
slipernatan atilarak soduk ve islak lamlara yayma yapildi. iki
glin 37°C’'da bekletilen preparatlar boyanarak de§erlendirildi?.

2.3. Bantlama Ydéntemleri

Memeli kromozomlarinin rutin boyanmasinda en yaygin olarak
kullanilan y®ntem Giemsa bantlama (G-bantlama)’'dir?’. Bu
bantlama y&nteminde preparatlar genellikle tripsin gibi bir
proteazla muamele edilir ya da sicak salin sitrat ile enkibe
edilir. Bantlama ydéntemi ile kromozomlarin hem yapisal ve hemde
iglevsel kompozisyonlari yansitilmaktadar. Koyu Dboyanan
bantlari pakiten kromomerlerine karsilik olmakta, DNA'’larini
genellikle geg¢ S-fazinda replike etmekte, A-T’den zengin DNA
igermekte, nisbeten az sayida aktif gen kapsamakta ve protein
igerikleri ag¢isindan agik boyanan bant bd&lgelerinden farklilik
gbstermektedir. Kromozomlarin farkl: bdlgelerinde fiksasyon
veya bantlama &n iglemleri sirasinda farkli protein
ekstraksiyonunun olmasi bantlarin eldesinde &nemli bir faktér
olabilir. G-bantlamada optimum sonu¢ almak ig¢in lamlaran
vaglandirilmasi gerekmektedir. Bizde bu amagla ¢aligmamizda

preparatlari en az 2 gin 37°C da birakmaktayiz.

Kullanilan Besi Yerinin Hazirlaniga

Materyal Derigim Hacam(ml)
RPMI 1640 1X 100
Calf serum (Serva 47910) - 20
L-Glutamin (Seromed K0282) 200mM (100X) 1
Penisilin/ 10.000IU/ml+

Streptomisin(Seromed A2212) 10.000ug/ml
PHA (Seromed M5040) -
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2.3.1. C-Bantlama Ydéntemi

Galismamizda uygulanan C-bantlama yénteminde denatirasyon
ajani olarak satlre Ba(OH), ¢dzeltisinin kullanildigi Salamanda
Armendares tarafindan gelistirilen ydntem uygulanmigtir?.

Ayiraglar:

a. Baryum hidroksit Ba(OH), (Merck A977735) 11.04g/1t
konsantrasyonda hazirlanan ¢bézeltinin kullanilincaya kadar hava
ile temasi Onlenir.

b. 2x858C ¢6zeltisi; 1 kisim 0.03M trisodyum sitrat (Merck
K 14205132), 1 kisim 0.03M NacCl (Merck) ¢bzeltileri
karigtairailair.

c. 0.2 M HC1 (Merck)

d. Giemsa (Merck 9204) boya ¢dzeltisi, %2’'lik olacak sekilde
PBS ile hazirlanar.

PBS (fosfat tamponlu salin); NacCl 8.0 gr
KC1l 0.2 gr

Na,HPO, 0.92 gr

KH,PO, 0.2 gr

Distile su ile 1 1litreye tamamlanarak hazirlanir( PBS
hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar Merck markadir.).

C-bantlama yénteminde preparatlarin hazarlanmasi

a. SlUzilmis Ba(OH), ¢bzeltisi konan sgale 37°C’a, 2xSSC
konmus dider sale ise 65°C’deki su banyosuna birakilair.

b. Lamlar, oda sicakliginda 0.2M HCl’de 30 dakika
bekletilir.

c. Iki kez saf su veya deiyonize suda ¢alkalanir.

d. Lamlar, 37°C’da 0.07M Ba(OH), ¢ozeltisinde 10 dakika
tutulur.

e. U¢c kez saf su veya deiyonize su ile galkalanir.

f. Lamlar 65°C’deki 2xSSC ¢bzeltisinde 2 saat enkibe
edilir.

g. Saf su veya deiyonize su ile galkalanir.

h. 10 - 15 dakika Giemsa ile boyanir.

i. Lamlar g¢alkalanarak havada kurutulur.
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Puan 4 2 3 4 5 1 2 3 4 5
. KROMOZOM Y-KROMOZOM

s 0§ |

<1/12q 1/2q 213q >213q 3l4q
<1/5q 15q 14q 1q/3q >1/3q

9.KROMOZOM 16. KROMOZOM
<1/3p 1U3p 12 >U2p >p <13p 13p 12p >12p >p

Sekil 1.1. C-bantlama ydntemine gbre puanlama sistemi.

2.3.2. NOR-bantlama Yéntem

Kullanilan Ayiraglar:

a. %50’1ik AgNO,;(Merck K21696410) sollisyonu

b. Jelatin developer soliisyonu: 1lgr jelatin tozu (fluka)
50ml distile suda ¢ézUlir. 0.5ml saf formik asit eklenir ve

calkalanarak iyice karaistirailar.

c. Boya %2 Giemsa ile Sdrensen buffer kullanarak (pH 6.8-
7.0) hazirlanir.Sdrensen tampon: 11.34g KH,PO, (Sigma P 5379)
distile su ile 250ml ye tamamlanarak A sollisyonu hazirlandi.
14.83g NaHPO, (Merck Art 6345) distile su ile 250 ml vye

tamamlanarak B sollsyonu hazirlandi.
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NOR-bantlama yénteminde preparatlarin hazirlanmasga

a. Temiz kromozom slaytlari seg¢ilir. Olasi tozlaran
uzaklagtirilmasi ig¢in %75’1lik alkol ile yikanir ve kurutulur.
Kirli ©preparatlardaki tozlar gumis taneciklerin zemini
kirletmesine ve kalitesiz bir boyama yapmasina yol agar.

b. Petri kutusu 70°C isidaki su banyosuna konur.

¢. Kromozom slaytlari petride cam borular Uzerine
birakilir. Preparatlarin Uzerine 12 damla jelatin devoloper ve
4 damla AgNO; solusyonu konarak karistirilar ve 1lamelle
kapatilair.

d. 30-60 saniye preparatlar gdzlenir. Renksiz olan karigim
sari-koyu kahverengi olur. Lamlar petriden alinarak 70°C’ daki
distile su ile yikanir. Havada kurutulur ve mikroskop altinda
bakilir.

e. Kromozomlar altin sarisi renkte ve NOR’lar siyah ise

Giemsa ile boyanar.

3. Preparatlarin Hazirlanmasinda ve Dederlendirilmesinde
Kullanilan Arag¢lar

Ekim yapilan besiyerleri 37°C’a ayarlanabilen gaz girisi
olmayan bir inkUbatdérde enkibe edildi.

Santrifilj iglemlerinde 800-1000 rpm’'e ayarlanabilen
santrifij kullanaldi.

Su banyosu gerektiren iglemler ig¢in 37-70°C’a
ayarlanabilen su banyosu kullanildi.

Hazirlanan preparatlarin dederlendirilmesi ve resimlerin
¢ekilmesinde Olimpus marka mikroskop ve otomatik resim ¢ekme
dizenedi kullanildi (Olympus BH-2 mikroskobu, Olympus AD sistem

Eksposure Control Unit).
4. Istatistik

Verilerin de§erlendirilmesi ve kontrol grubu ile

kargilastirilmasinda Khi-Kare Testi kullanilmisgtar.
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BULGULAR

1. C-polimorfizm bulgulara

Caligsmamizda kromozomal polimorfizmin dederlendirmesinde
C- ve NOR- bantlama yoéntemini kullandik. Bu ¢alismada her
gruptan 30’ar ¢ifte(60 kisi) bakildi ve bireylerde 20 metafaz
plagdi: dederlendirildi.

C- bantlama yé6nteminde kromozomlarin sentromer bdlgeleri
boya alirken en fazla polimorfizm 1,9,16 ve Y kromozomlarinda
gébruldi(Sekil 1.2, 1.3).

C- bant boyutlari 5 puanlik yénteme gdre degerlendirildi
(Sekil 1.1). Kromozomlarda dagilimin 2-3 puanlik bdlgede oldudu
gdzlendi.

Cizelge 1.1'de denek ve kontrol gruplarinin % dadilim
oranlari cinsiyet farkina gbére goésterilmektedir. Bu tabloya
gdre; % dadilim oranlarinin HSA ve KOA gruplarinda 1,9.
kromozomlarda 3 puanlik bélgede, kontrol grubunda ise 2 puanlik
bdlgede daha fazla yer aldigir gdérilmektedir. Onaltinca
kromozomda, olgu ve kontrol gruplarinda % oranlari 2 puanlik
bdélgede daha fazla yer almaktadir. HSA ve KOA gruplarinda %
oranlari 3 puanlik bdlgede kontrolden daha fazladir. Y
kromozomunda 2 puanlik bdélge kontrolden az iken, 3 puanlik
bdlgede HSA, kontrol ve KOA’ya gdre daha fazladir.

Dederlendirilen metafaz plaklarainda 5 puanlik bdlgede yer
alan kromozom sayisi ¢ok azdir. Y kromozomundaki C- bantlar en
cok 3 (Sekil 1.2 a,c) puan iken, 2 (Sekil 1.3 a,c) ve 4 puanlik
(Sekil 1.2 d) bdlgeler onu takip etmektedir. Y kromozomunun 1
puanlik bdlgesinde ¢ok az metefaz bulunmaktadir (Sekil 1.3 d).
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D

gekil 1.2. C-bantlama goriilen 4 metafaz plagini igeren resim. Oklara gdre puan

durumu : ~.2 1 puan, —: - 2 puan, ~2 3 puan, — 4 puan.

31 (C. YUKSEKOGRETIM KURULL
DOXUMANTASY ON MERKEZL



Cc-bantlama Sekil 1.2 ve Sekil 1.3 gérilmektedir.

Sekil 1.2 A KOA grubu bir erkek hastaya aittir. Buna gore 1.
kromozomun biri 4, digeri iki puan; 9 ve 16. kromozomlar ise 2
puanliktir. Y kromozomu ise 3 puanliktar.

Sekil 1.2 B HSA grubu bir kadin hastaya aittir. Birinci ve 9.
kromozomlarin biri 3 digeri 2 puanlik bdlgededir. Onaltinci kromo2om
ise 2 puanliktir.

Sekil 1.2 C KOA grubu bir erkek hastaya aittir. Birinc)
kromozomun biri 4 digeri 2 ve Y kromozomu 3 puanliktir. Dokuzuncu ve
16. kromozomlarain biri 3 dideri 2 puanlik bdlgededir.

Sekil 1.2 D HSA grubu bir erkek hastaya aittir. Birinct
kromozomun biri 4 digeri 2; 9. kromozomlar 3; 16. kromozom 2 Ve ¥
kromozomu ise 4 puanlik bdélgededir.

Sekil 1.3 A HSA grubu bir erkek hastaya aittir. Bir, 9, 16 ve Y
kromozomlarinin tamami 2 puanlik bdlgededir.

Sekil 1.3 B KOA grubu bir kadin hastaya aittir. Bir ve 16.
kromozomlar 2; 9. kromozomun biri 3 digeri 2 puanlik bélgede yer
almaktadair.

Sekil 1.3.C kontrol grubu bir erkege aittir. Bir;, 9, 16 ve Y
kromozomlarinin tamami 2 puanlik bdlgede yer almigtir.

Sekil 1.3 D KOA grubu bir erkek hastaya aittir. Bir, 9, 16.

kromozomlar 2; Y kromozomu 1 puanlik bdégede yer almigtir.
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Sekil 1.3. C-bantlamanin 4 farkla metafazda gbsterilmesi. Oklara gdre puan duru

A.n 1 puan, —+—» 2 puan, ~N 3 puan, - 4 puan.



C-bantlama yonteminin istatistiksel dederlendirilmesinde
Ki-kare testi kullanilmistir. Gizelge 1.2'de HSA ve KOA
grubu kadinlari, kontrol ile kargilagtirildidinda elde edilen
Ki-kare dederleri gdsterilmektedir.

Gizelge 1.2. HSA ve KOA grubu kadinlari ve kontrol arasinda C bant
boyutunun kargilagtirmaszi.

KI-KARE "
KROMOZOM PUAN . o |
1 103.66%%* 76 .6% k%
2 84 .83 %% 55.97%*
1 3 83.27% %% 74 .11%%%
4 86.33%%x* 60 .91 wk*
5
1 23.97%** 26.0%*%
2 105.4%%w 72 .22k k*
9 3 52.02%* 51.96%%
4 8B.73%** 92 .81 %%*
5
1 60.66%%* 107.66***
2 90.09%** 57.19%*
16 3 211.51%%* 184.19%%%
4 33.0%%* 20.88% %%
5
**%* p<0.001 ** p<0.01

5 puanlik seviyede yer alan metafaz sayisi az oldugundan
Ki-kare dederleri bulunamada.

Cizelge 1.3'de HSA ve KOA grubu erkekleri 5 puanlik
sisteme gdre 1.,9.,16 ve Y kromozomlarinin dederleri kontrol
ile Ki-kare vyéntemine gdre karsilagtirildi. Iistatistiksel
analiz sonucu tUm parametreler arasindaki fark p<0.001 dederine

gdbre anlamlai bulundu.
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Cizelge 1.3. HSA ve KOA grubu erkekleri ve kontrol arasainda
bant boyutlarinin kargilastirmasa.

Cc

KROMOZOM PUAN K1 -KARE
HSA KOA
1 107.3%%% 71.63%**
2 157.83% %% B1.23 k%%
1 3 172.87%%% 145.45% %%
4 109.18%** 106, 9%**
5
1 47 Thek 34 . QK kK
2 140.42%%% 172.31 %%
9 3 143.32%%% 112.07% %%
4 114.07%%% 118.85%%*
5
16 1 89 .82% %% 62, ,51%**
2 75.02%%* 77.06%%*
3 212.97%%* 210.72%%*
4 35.Q%%% 41.16%%%
5
Y 1
2 259 .64 % %% 319.19% %%
3 299.67%** 360.0%%**
4 140.0%%* 139, 5% %w
5

*** p<0.001
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YUZDE (%)

Agsadida yer alan Sekil 1.4, 1.5, 1.6 numarali grafikler
kontreol, HSA, KOA grubu kadinlarin 5 puanlik sisteme gdre %
dagilimlarainin sirasiyla 1., 9. ve 16. kromozomlar agisindan
kargilagtirilmasinil gdstermektedir. Grafikler incelendidginde 1;
4 ve 5 puanlik bdlgelede yer alan kromozom oraninin daha disiik
oldugu, 1 ve 9. kromozomlar 2 ve 3; 16. kromozom ise daha gok

2 puanlik bdlgede yidilim gbdsterdidi gdriulmektedir.

50
40

ENKONTROL
30 CIHSA

=
20 KOA

10

Sekil 1.4. Kontrol, HSA, KOA grubu kadinlarda 1. kromozom agisindan 5
puanlik sisteme gdre % deferlerin karsilastirildiga grafik.
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Sekil 1.5 Kontrol, HSA ve KOA grubu kadinlarda 9. kromozom agisindan

dagilim dederlerinin karsilagtirmasa.
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YUZDE (%)
S o
o o

N
o

KONTROL
COHSA
EIKOA

2 3 4 5
PUAN

%

Sekil 1.6. Kontrol, HSA ve KOA grubu kadinlarinda 16. kromozom agisindan %

dagilim dederlerinin karsilagtirmasi.
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Asagida yer alan sekil 1.7, 1.8, 1.9 ve 1.10 numarali
grafikler kontrol, HSA, KOA grubu erkeklerde sirasiyla 1, 9, 16
ve Y kromozomlarinda 5 puanlik sisteme gbére ylizde dadilim
degerlerini gostemektedir. Grafiklerden de anlagilacadi Uzere
1., 9.ve Y kromozomlar en fazla 2 ve 3 puanlik bdlgede yer
alirken 16. kromozom 2 puanlik bdlgede daha fazla

gorilmektedir.

50
...... \= Sl
¥
40 \
...... §§ §§ el
30 \ N & ENKONTROL
\ N B ~ ||cHsaA
N BN E ZIKOA
20 N\ Nk
N N B
N\ | K
10 N BN g
0
1 2 3
PUAN

$ekil 1.7. Kontrol, HSA ve KOA grubu erkeklerde 1. kromozom agisindan %

dagilim dederlerinin karsilagtirmasa.
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Sekil 1.8 Kontrol, HSA ve KOA grubu erkeklerde 9. kromozom agisindan %

dagilaim dederlerinin karsilastirmasa.

80

60

9 EYKONTROL
" CIHSA

g 40 ZKOA

2 | N BleTEl

20

Sekil 1.9 Kontrol, HSA ve KOA grubu erkeklerde 16. kromozom a¢isindan %

dagdilim dederlerinin kargilastirmasi.
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$ekil 1.10. Kontrol, HSA ve KOA grubu erkeklerde Y kromozomu agisindan %
dagilim dederlerinin kargilastirmasi.
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2. NOR-polimorfizm bulgulara

Ribozomal RNA’lar akrosentrik kromozomlarin sap
bélgelerinde bulunmakta, bunlardan aktif olanlar NOR bantlama
sonucu boya alabilmektedir. Metafaz plagindaki akrosentriklerin
saylisi 10 tanedir. Her akrosentrikte 2 adet sap bdlgesi
bulundugundan tamami boya alsa 20 noktacik sayilir. Her
metefazda NOR ile boyanan kromozom sayisi en az 3-4 iken en
fazla 10’dur. NOR bantlama agisindan polimorfizim sadece sayi
agisindan olmayip boyut ag¢isindan da olabilmektedir. Bu
¢alismada 30’'ar ¢iftle olugturulan gruplarda (toplam 180 kigi)
her vaka’dan 20 metafaz pladi dederlendirildi.

NOR bantlama ydnteminde olgu ve kontrol gruplari arasinda
yapilan istatistiksel analizde Ki-kare ydntemi kullanilda.
Cizelge 2.1 HSA ve KOA grubu kadinlari ve kontrol arasinda
uygulanan Ki-kare yéntemi sonrasi elde edilen Ki-kare
dederlerini gdstermektedir. Buna gdre sadece HSA grubu
kadinlarinda 21. kromozomda istatistiksel olar2ak anlamlilik

(p< 0.001) bulunmustur.

Gizelge 2.1. HSA ve KOA grubu kadinlari ve kontrol arasinda NOR bant

a¢isindan dederlerin kargilagtirilmasi.
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Ki-KARE "
KROMOZOM HeA de 1
13 15.47%* 6.66%
14 16.14+* 6.59%
15 21.0% 11.07*
21 94.63%** 8.85*
22 37.71% 11.52*
*  p>0.05 *** p<0.001



Kontrol, HSA, KOA grubu kadinlarin akrosentrik (13, 14,
15, 21, 22) kromozomlarinda gdbriillen ortalama NOR dederleri
Sekil 2.1’deki grafikte gbsterilmistir.

N, .

20

Al | [KONTROL
“l | |[CIHSA
ZIKOA

ORTALAMA

KXXANANNNNXINNNXNNND

’§§§KXXXXXXXXXXXXXXXX.

TRARAANNNNNNXKXNNNN XD
OOOEOOOOONOINNNNX

OO

3 14 15 21 22
AKROSENTRIK KROMOZOMLAR

Sekil 2.1. Kadinlarda gruplar arasi ortalama NOR dagalaimi.

HSA ve KOA grubundaki erkeklerin kontrol erkekleri ile Ki-
kare ydéntemine gdre kargilagtirmasi sonucu bulunan Ki-kare
deJerleri Cizelge 2.2'de gbésterildi. (Qizelge 2.2'ye gbre HSA
grubunda 22. kromozomda aradaki fark anlamli gikarken(p<0.001),
dider paramelreler istatistiksel ag¢idan anlamli bulunmamigtir.

Kontrol, HSA, KOA grubu erkekler arasinda NOR almig
akrosentrik kromozomlarain ortalama dederlerinin

karsilastirildidi grafik sekil 2.2 de gbsterilmigtir.
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Cizelge 2.2.

dederlerinin kasilagtirailmasi,

HSA ve KOA grubu erkekleri ve kontrol arasinda NOR bant

A A T AT T N N I T TR T

KROMOZOM ¥t -KARE
HSA KOA
13 l6.96~* 4.11*
14 14.28* 8.42*
15 30.50% 29.0*
21 28.44%* 16.41*
22 68, 75%** 11.44*
*p>0.05, ***p<0.001
TO( |
60 T =5
g 90 §’ 22 4 SSKONTROL
3 401N\ 22 Nl CIHSA
< N sk 4 B o
= 30N % N2 ®IK
5 N 25 2
20 '\ AN E
\ 2
10 | N % %
N SN
13 15 21 22

AKROSENTRIK KROMOZOMLAR

Sekil 2.2. Erkeklerde gruplar arasi ortalama NOR dagilim degerleri.
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Cizelge 2.3, gruplar ve cinsiyetler arasi ortalama
dederleri gdstermektedir. Buna gdére HSA grubu kadinlarinda en
fazla NOR kromozom 13’'de g®zlenirken en az da 22. kromozomda
bulunmustur. Bu grupta hlicre bagina disen ortalama NOR almisg
kromozom sayisi 7 olarak bulundu. KOA grubu kadinlarda NOR en
fazla 15. kromozomda gdzlenirken onu 13 ve 21.kromozomlar takip
etmektedir. Akrosentriklerdeki ortalama deder 57,9 olup metafaz
bagsina dligen sayi 14,48, hlcrede NOR’'lu kromozom sayisi 7,24
olarak bulunmusgtur.

Kontrol grubu kadinlarinda kromozomlar arasi ortalama deder
51,85 olup hlicre bagina diigen NOR almis ortalama kromozom
say1si 6,48 dir. Kontrol grubunda dederler biraz daha birbirine
yakin olmakla birlikte NOR’a en fazla 15 en az da 22 numarali
kromozomda rastlanmigtir. HSA grubu erkeklerinde ortalama NOR
dederi 54,75 olup metafaz basina disen bantli kromozom sayisi
6,84 olarak bulundu. NOR ortalamasi en yuksek kromozom 13 en
diiglik ise 22. kromozomdur. Bu grupta 21. kromozomuda hig¢ NOR
almamig bir olgu bulunmaktadar.

KOA grubu erkeklerinde ortalama NOR sayisi en fazla 15, en az
ise 22. kromozomdadir. Akrosentriklerin tUmindeki ortalama
deJer 57,72 olup metafaz bagina diigen NOR’lu kromozom sayisi
7,22 'dir. Kontrol grubu erkekleri igin akrosentrik
kromozomlardaki ortalama dederler birbirine yakin olmakla
birlikte en fazla 21 ile 15, en az ise en az ise 14 ve 22.
kromozomlardadir. Bu grup igin akrosentrik kromozomlarin
ortalamasi 52,57 olarak bulundu. Metafazlarda gdzlenen ortalama
NOR almig kromozom sayisi 6,57'dir.

Sonucta istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
gerek kadin gerekse erkeklerde ortalama NOR dagilimi en fazla
olan KOA grubu iken, HSA grubu onu takip etmektedir. Ortalama

NOR dagiliminin en dugiik oldudgu grup ise kontroldir.
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GCizelge 2.3. HSA, KOA ve kontrol gruplarinda kromozomlardaki
ortalama NOR dadilimi ve hlcre bagina digen NOR'’lu kromozom

sayisi.

Gruplar | 13 14 15 21 22 Hlcre NOR
+SE +SE +SE +SE +SE Sayisi

HSA K 59.6 57.07 57.33 54,33 51.57 7
+1.28 +1.39 | +1.52 +2.56 +1.82

KOA K 59.5 56.93 | 61.8 58.0 53.27 7.24
+0.81 +0.74 | +£1.03 +0 +0.63

KONT K 53.13 50.2 53.37 52.77 49.8 6.48
+0.79 +0.83 | +0.66 +0.81 +0.78

HSA E 58.53 55.5 56.7 55.3 47.7 6.84
+1.29 +1.05 | £+1.53 +1.45 +1.88

KOA E 59.8 58.13 | 61.4 56.63 52.67 7.22
+0.95 +0.97 | £1.22 +1.20 +0.85

KONT E 53.37 50.2 54.5 54.6 50.2 6.57
+0.85 +0.66 | £+0.88 +1.0 +0.81

Bu ¢aligmada her gruptaki denek sayisi 60 kisi (30 erkek,
30 kadin) olarak belirlendi ve her vakadan 20 metafaz plada
incelendi. Akrosentrik kromozomlarin satellitleri birbirine ¢ok
yakin digtuginde rozet formasyon olarak adlandirilir. Metafaz
plaklarinin bazilarinda rozet formasyon gdrilebilmektedir.
Polimorfizm olarak dederlendirilebilecek bu durum normalde de
gbriilebilmektedir. Rozet formasyon durumunda yakin dusen
satellitler sanki bir blokmug gibi davranir(Sekil 2.3d-2.4b,d).

HSA g&zlenen grupta toplam 274 adet rozet formasyon
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goérildd. Her grupta toplam 60 vaka oldudundan bir kigi igin
ortalama gdrilme sayisi 4,57 olarak bulunmustur. Bunun% orani
ise %22,83'dur (Gizelge 2.4).

KOA grubunda dederlendirilen alanlarda gdrlilen rozet
formasyon sayisi 282 olup kigi bagina dligen rakam 4,7'dir.
Yizde olarak bakildigida dlgen rakam ise %23,5’'dir (Cizelge
2.4).

Kontrol grubunda ayni sayidaki metafazda 102 rozet
formasyon gérilmis olup kisgsi basina digen sayi 1,7'dir. Ylzde
olarak kargilidi ise %8,5'dir (Cizelge 2.4).

Sonugta rozet formasyon en fazla KOA grubunda gdrildd. HSA
grubu onu takip etmekteydi. Kontrol grubunda ise rozet
formasyon sikligi denek gruplarindan daha distk olarak bulundu.

GCizelge 2.4. Rozet formasyon gbrilme siklidga.

Gruplar Toplam sayi Kigideki saya % Oran

HSA 274 4.57 22.83

KOA 282 4.7 23.5

KONTROL 102 1.7 8.5
n=60
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Gizelge 2.5. Kromozomlarda NOR'larin biyllk bloklar halinde dagilim
sayilara.

Gruplar 13 14 15 21 22

HSA 2 1 4 2 1

KOA 2 2 4 2 1

KONTROL 1 0 1 1 0
n=60

NOR bant boyutlari farkli olabilmektedir. NOR-bantlaran
bazilari ¢ok kuglk olup ancak gdrilebilirken (Sekil 2.4 A),
bazen de g¢ok blylk bloklar(Sekil 2.3 A) halinde olabilmektedir.
Genelde bu blUylk bloklar heteromorfik olmakta, homolog
kromozomlardan sadece birinde gdrilmektedir. Blok gézlenen
kromozomlar o kromozomun tim metafaz plaklarinda gdrilmektedir.
Bu konudaki veriler Cizelge 2.5'de gdbsterildi (Sekil 2.3 a).
HSA ve KOA gruplarinda blok NOR’lu kromozom sayisi kontrol
grubundan daha fazla gdruldd (Qizelge 2.5). HSA ve KOA
gruplarinda blok 15. kromozomda daha fazla gdérildi. Kontrol ile
aradaki fark ézellikle 15. kromozom agisindan fazlaydi.
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gekil 2.3 NOR-bantlamanin 4 farkll metafaz plaginda gdsterimi.
—» : Rozet formasyon, ~> :gsatellit asosiasyonu, ——+: blok NOR
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NOR-bantlama Sekil 2.3. ve Sekil 2.4. de gédrulmektedir.

Sekil 2.3. A KOA grubu bir kadina aittir. Buna gdre 13-14
arasinda satellit asosiasyonu, dider 14. kromozomda ise blok
NOR gériilmektedir. NOR gdérulen kromozom sayisi 6’ dars

Sekil 2.3. B kontrol grubu bir erkede aittir. 21 ve 22.
kromozomlar arasinda satellit asosiasyonu goérulmektedir. NOR
gdbrilen kromozom sayisi Zidir.

Sekil 2.3. C HSA grubu bir erkede aittir. Kromozomlar
arasinda 3’14 ve 2’1i satellit asosiasyonlari gdbrilmektedir.
NOR gdrilen kromozom sayisi 8583 r.

Sekil 2.3. D KOA grubu bir erkede aittir. Kromozomlar
arasinda 2'li ve 3’14 rozet formasyonlar gdrulmektedir. NOR
gbrulen kromozom sayisi toplam 8'dir.

Sekil 2.4. A kontrol grubu bir kadina aittir. Rozet
formasyon gdzlenmedigi NOR'larin kiicitk oldudu goértulmektedir.
NOR gdrilen kromozom sayisi 6'dar.

Sekil 2.4. B HSA grubu bir kadina aittir. Onddrdincii
kromozomlar arasinda rozet formasyon gortlmektedir. NOR gorulen
kromozom sayisi 5’dir.

Sekil 2.4. C HSA grubu bir kadina aittir. Onddrt-15 ve 13-
15 kromozomlari arasinda satellit asosiasyonu gdrilmektedir.
NOR goériilen kromozom sayisi 74

Sekil 2.4. D KOA grubu bir kadina aittir. Yirmibirinci
kromozomlar arasinda rozet formasyon gorilmektedir. NOR gorilen

kromozom sayisi 8 olup biri gok kliigktar.
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Sekil 2.4. NOR-bantlamanin 4 farkli metafaz plaginda gbsterilmesi.

—» : Rozet formasyon, ~* : satellit asosiasyonu, —.—p: blok NOR
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TARTISMA

Kromozomal polimorfizmin dederlendirilmesinde Q, C, NOR-
bant yéntemleri kullanilmaktadir'*!®, Kromozomal polimorfizm
heterokromatine ait bir bulgu olup bluyukligi ve yapisi C-
bantlama ile gdésterilebilir. En sik gdbériilen polimorfizm 1,9,16.
kromozomlarin heterokromatik bdlgeleri ile Y kromozomunun uzun
kolundadir’. DiJer heterokromatik bdlgeler; kromozomlarin
sentromerik bélgeleri ile akrosentrik kromozomlarin Kkisa
kollarindadir?. Bizim ¢aligmamizda da heterokromatik varyantlar
beklenilen noktalarda gérilddi. Gunimizde ileri wmolekiler
sitogenetik c¢aligmalar sayesinde vrestriksiyon enzimleri
kullanilarak en kiicik polimofik bdlgeler dahi gdbsterilebilir
olmustur. Polimorfizmin dederlendirilmesinde daha gelismig bir
teknik olan FISH ydéntemi®?, pahali oldugundan gerektiginde
kullanilmakta fakat rutinde bantlama ydntemleri yine de dnemini
korumaktadar. Bizde calismamizda o] nedenle bantlama
ydntemlerini uygularken bir sonraki basamakta FISH teknigdini
kullanmayi planladik.

insan kromozomlarinda heterokromatik polimorfizm; normal
poplilasyon taramalarinda, heterokromatik varyantlarin
saptanmasi ve eksternal varyantlarin klinik anlaminin
arastirilmasinda, polimorfizmin dodasinin aragtirilmasinda
kullanilmaktadir. Polimorfik markirlarain incelenmesi ile
paternal ve maternal homologlarin birbirinden ayird edilmesinde
ve yveni olusan kromozomlarda yeniden dlizenlenmeye
sentromerlerin ne &lglide katildidinin gdésterilmesinde C-
bantlama kullanilabilir'?. Calisma grubu olarak segtigimiz HSA,
KOA ve kontrol gruplarindaki olasi polimorfik bdlgelerin
saptanmasi ig¢in C ve NOR-bantlama ydntemleri uygulandi.

C-bantlama yoénteminin temelinde asit, alkali ve sicak
salin sitratla muamele bulunmaktadir. Galismamizda ginimizde en

cok kullanilan denatiirasyon araci olan Ba(OH), kullanildi'#.
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AT’den 2zengin gh bodélgeler (Adenin-timin arasinda 2
hidrojen badi oldudundan pargalanmasinda guanin-sitozine gdére
daha distik enerji gerektirir) "hot point" olmakta ve
mutajenlerin etkisi ile olusgsan spontan kirilma ve
translokasyonlar genelde bu noktalarda gorilmektedir.®
Heterokromatinin ektopik birlesmesi ve onlarin kirilganlida,
kirik ve translokasyonlari stimliile ederken sonug¢ta gh &él¢lleri
artmakta ya da azalmaktadir'®’, C heterokromatinin boyutunun
stabil oldudu ve kusaklara Mendel kanununa gére aktarildiga,

bu varyantlarin ebeveynlerden birinde bulundudu
distntilmektedir'.

C-bantlamada gh boyutlari az veya ¢ok olabilmekte ve
sonuglar: gh(+), gh(-) geklinde godsterilmektedir'®. Semi

kantitatif ydntemle yaptidimiz ¢aligmamizda dederlendirme 5
puanlik sisteme gdre yapilmigtir(Sekil 1.1.).

Denek grubunu ¢.U. Tip Fakliltesi Kadin Hastaliklari ve
Dogum Polikliniginden Genetik Poliklinidine HSA, KOA nedeniyle
gébnderilen g¢iftlerden olusturuldu. Kromozom analizi igin
gbnderilen bu vakalarin karyotipleri G-bantlama yoéntemi ile
dedgerlendirildi. Kromozomal polimorfizmin, karyotipi normal
kigilerde, mayozda kromozom anomalisine yol agabilecedi
diustnilerek 30’'ar ¢ift se¢ilerek olgu gruplari olugturuldu.
Kontrol grubu ise abortus éyklsd bulunmayan ve saglikli g¢ocuda
sahip 30 g¢iftten olusturuldu.

HSA ve KOA gruplarinda kromozomal polimorfizmin yeri ve
6nemini arastirmak ig¢in yaptigimiz bu ¢alismada olgu gruplari
ve kontrol arasinda 5 puanlik sisteme gbére elde ettigimiz
verilerin istatistiksel dederlendirmesinde Ki-kare ydntemi
kullanildi. Bu konudaki bulgularimiz g¢izelge 1.2 ve 1.3'de
gosterilmig olup tlm parametreler ag¢isindan anlamli (p<0.01)
bulundu.

Polimorfizm gdzlenen kromozomlarin genelde 2-3 puanlik
bé6lgede yer aldidi gdzlendi. HSA ve KOA gruplarinda 1. ve 9.
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kromozomlarda 3 puan, 16. kromozom ise 2 puanlik bdélgede %
dagdilim daha fazlaydi. Kontrol grubunda ise 1, 9 ve 16.
kromozomlar 2 puanlik bdlgede daha ylksek oranda yer aldi. Y
kromozomunun % dagilimi her (¢ grupta da 3 puanlik bdlgede daha
fazlaydi (Gizelge 1.1). Dederlendirilen metafazlarda 5 puanlik
bdlgede yer alan kromozom sayisi ¢ok azdi. Ayrica 6ézellikle Y
kromozomunda 1 puanlik bdlgede yer alan metafaz sayisi da ¢ok

Brnin calismasina

azdi. Bu konudaki verilerimizin Karetnikova
uydugu gdzlendi.

Heterokromatin boyutunun kalitsal 6zellidini en iyi
gbrdiglimiiz kromozom Y kromozomudur. Y kromozomunun uzun kolunun
1/3-1/2 distal bdlgesinde yer alan heterokromatin blok babadan
ogula ayni sekilde ge¢mektedir. Glney Afrika’nin Hindistan
popliilasyonundaki Gujarati Misliimanlarinda® irka badli olarak Y
kromozomunda goérilen inversiyon da heterokromatinin kalitsal
6zelligini yansitmaktadir. Bizim ¢alismamizda Y kromozomunda
herhangi bir inversiyona rastlanmadi.

Miller? ve arkadasglarina gbre 9. kromozomdaki
heterokromatinin molekller organizasyonu nedeniyle inversiyona
en sik bu kromozomda rastlandidi belirtildi. Bizim g¢alismamizda
kontrol grubunda 1, denek grubunda 1 kigide 9 inversiyon
gériildii. Bu konudaki bulgumuz Miller ve arkadaslarinin
galigmasina uygunluk gdstermektedir. Familyal inversiyon
varlidinda', abortus frekansinin etkilenmedigini &ne slren
¢alismalar vardir. Galigmamizda inversiyonlu kigi sayisi disitk
oldugundan etkili ya da etkisiz yorumu yapilamayacaktair.

Y kromozomunda gh+ oldudu durumlarda spontan abortus ve
defektli gocuk dodma riskinin arttidi ileri straldab.
Calismamizda Y kromozomundaki % dagilim dederleri (izelge
1.1'de yer aldi. Buna gdre tuim gruplardaki % dadilim dedgerleri
3 puanlik seviyede daha fazla iken, 4 puan seviyesinde HSA
grubu en dugikti ve kontrol grubu onu izlemekteydi. Dort
puanlik seviyede KOA grubunun % dagdilimi en fazladir. Galisma
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gruplarimizda Y kromozomu ag¢isindan 5 puanlik bdlgede yer alan
kromozom bulunmamaktadir. Sonugta gh+ oldudu durumlarda daha
gok spontan abortus olabilecedi duglncesine bulgularimiz
uymamaktadir. Her gruptan 30’ar erkedin bulundugu ¢aligmamizda
olgu gruplari ile kontrol arasindaki fark Ki-kare ydéntemine
gére anlamli bulundu (p<0.001).

HSA olupda karyotiplerinde gh+ olan ailelerde eder
dermatoglifik bulgular da normal dedilse Ureme fonksiyonunun
bozulacagi ve abortus riskinin artacadi ileri sliren
arastiricilar® olmakla birlikte bizim calismamizda
dermatoglifik bulgular dederlendirmeye alinmadai.

Down ebeveynleri ile yapilan bir ¢aligmada &zellikle 9.
kromozomdaki C bloklarin normalden daha blylk oldugunu ileri
stirdiiler'’. Bizim calismamizda 1,9,16. kromozomlarda 4 ve 3
puanlik seviyede HSA ve KOA gruplarinin % dadilim oranlari
kontrolden daha yliksek bulundu. Ki-kareye gbdre yapilan
istatistiksel analiz yénteminde aradaki fark anlamliydi
(p<0.01-0.001). Sonug olarak bulgularimiza gbre sadece 9.
kromozom dedil 1 ve 16. kromozomlar agisindan da aradaki fark
kontrolden anlamli olarak buyulktu.

Normal popiilasyon taramalarinda semikantitatif yontemle
yapilan C-bantlama ¢alismalarinda 2-3 puanlik dizeyde yer alan
heterokromatin fazlalidi o kigide ya da sonraki kugakta etkisiz
oldugu ileri siirildu®. Bizim galismamizda da kontrol grubunda
gbdzlenen 2-3 puan seviyesindeki gh’in, fenotipte etkisiz oldudgu
gbsterildi.

HSA, KOA ve kontrol gruplari arasinda 5 puanlik sisteme
gOre yapilan C-bantlama sonucu elde ettidimiz verilerde olgu ve
kontrolld kiyasladigimiz ¢galigmamizda bulgular Ki-kare yontemine
gbre karsilagtirildi ve aradaki fark anlamli bulundu (Gizelge
1.2, 1.3).

Mememli  kromozomlarinin ¢ekirdekcik organize edici
bbélgeleri rRNA genleri igerir. Aktif transkripsiyona sahip gen
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bdélgelerin AgNO; ile selektif olarak boyanabilmektedir (Nor
boyama) . Insanda YRNA genleri akrosentrik kromozomlarin (13,
14, 15, 21 ve 22) kisa kollarina lokalizedir (Sekil 2.3, 2.4).
Sadece aktif olan akrosentrikler boya alirken o kigi i¢in bant
boyutu sabit olmakta, NOR sayisi daha az ya da daha c¢ok
olabilmektedir. Sonugta bireylerdeki boyama ©&rintiisti ve NOR
sayisi polimorfizm gdstermektedir'?®., Aktif NOR sayisi 4-10
arasinda dedigmektedir. Bizim ¢aligmamizda buldudumuz ortalama
NOR degeri yaklasik 7'dir (6,48-7,24 arasinda dedigmektedir).
Sonugta istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte gerek
kadin ve gerekse erkeklerde NOR en fazla KOA grubunda gdzlendi.
HSA grubunun onu takip ettidi bulgularimizda ortalama deder
kontrol grubunda en digiktl(Cizelge 2.3).

Denek ve kontrol gruplari arasinda, NOR sayilarinin
istatistiksel dederlendirmesinde, Ki-kare ydntemi uygulandi.
HSA grubu kadinlarainda 21, erkeklerinde ise 22.kromozom diginda
aradaki fark anlamli bulunmadi (Cizelge 2.1, 2.2).

Ag (NO),; kullanarak yapilan NOR bantlama yéntemi: ribozomal
genlerin sayisi, onlarin transkripsiyon aktivitesi, ve teknik
faktdrlerden etkilenir. NOR polimorfizmi: 1. Kromozomal (hangi
kromozomda daha ¢ok) , 2 .Hicre, 3. Kigiler arasi,
4 .Poplilasyonlar arasi dlizeylerinde deferlendirilir*. Bizde
¢aligsmamizda hicre, kromozomal ve gruplar arasi kiyaslama
yaptik.

Normal poplilasyon taramasi yapan Davudov® ve arkadaslarina
gbre NOR’un 15. kromozomda en ¢ok oldudu vurguladi. Bizim
galismamizda da istatistiksel a¢idan anlamli olmamakla birlikte
kontrol grubu erkeklerinde 21 ve 15., kadinlarinda ise 15.
kromozomda en fazla NOR saptandi.

Down sendromlu ebeveynleri ile yapilan bir g¢aligmada
akrosentrik kromozomlarda satellitlerinin asosiasyonu (Sekil
2.3 a, b, ¢, 2.4 c¢) ve rozet formasyon (Sekil 2.3 d, 2.4 b,d)

nedeniyle gerek mitoz gerekse mayozda kromozom ayrilamamasina
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yol agabilecedi ve sonugta da +21 kromozomlu gametlerin

L0 Bizim calismamizda, Down sendromlu

olugabilecedi déne strildu
ebeveynleride igeren KOA grubu ve kontrol arasinda, Ki-kare
yébntemine gdére anlaml:i bir fark bulunmada.

Rozet formasyon varlidinda akrosentrik kromozomlarin
satellitleri birbirine gok yakin oldudundan NOR bdélgeleri sanki
tek bir blokmug gibi gérinmektedir (Sekil 2.3 d, 2.4 b,d).
Denek ve kontrol gruplari karsilagtirildiginda aradaki iligki
ikisi diginda anlamli ¢ikmaz iken rozet formasyon ag¢isindan
bakildiginda (Gizelge 2.4), % oran en ¢ok KOA grubunda iken HSA
onu takip etmektedir(%23.5, %22,83). Kontrol grubunda rozet
formasyon sikligi daha distk bulundu(%8.5). Belkide HSA ve KOA
igin etkin olabilecek olasi bir neden rozet formasyondur. Rozet
formasyon durumu bir sonraki mitoza gegerken kromozom
ayrilamamasina yol agabilmektedir.

NOR bantlama sonucu kromozom &riuntltleri birbirinin ayna
dedildir. Bantlar kimi zaman ¢ok biuyldk iken, bazen de ancak
goérulebilecek kadar kliU¢lk olabilmektedir. Bu konudaki
dederlendirmeler G(izelge 2.5'de gdsterildi. Blyluk bloklar
genelde heteromorfik olmakta yani homolog kromozomlardan sadece
birinde gdrilmektedir(Sekil 2.3 a). Blok NOR’larin bir sonraki
jenerasyona aynen aktarildidi dustniilmektedir!®. Calismamizda
g6zledigimiz NOR bloklar ayni vakanin diger metefaz plaklarinda
da saptandi. GQizelge 2.5'e gOre Ozellikle 15. kromozomda HSA ve
KOA gruplarinda 4 olan blok NOR sayisi kontrol grubunda 1’dir.
DiJer akrosentriklerde de kontrolden daha fazla blok NOR
gbrilmigtir. Bu tabloda her gruptaki denek sayisi 30 erkek 30
kadin olmak lUzere toplam 60 dir. Sonug¢ olarak blok NOR sayisi
15. kromozomda en fazla iken olgu gruplarinda kontrolden daha
yuksek bulundu.

Galigilan toplam 180 kigiden HSA grubunda bir erkekte 22.
kromozomda, bir kadinda ise 21. kromozomda hi¢ NOR gdrilmedi.

Bunun nedeni ya da etkisi tam bilinmemektedir.
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SONUGLAR ve ONERILER

1. Olgu gruplari Genetik poliklinigine HSA (bilinen herhangi
bir nedene badgli olmaksizin) ve KOA nedeniyle gelen ve
karyotipi G-bantlama sonucu normal ¢ikan 30'ar g¢iftten
olugturuldu.

2. C-bantlama ydnteminde kromozomlar 5 puanlik sisteme gbre
degerlendirildi. Bir, 9 wve Y kromozomlarinin % dagilaim
dederleri HSA ve KOA gruplarinda 3; 16. kromozomda 2 puan;
kontrol grubunda ise 1,9 ve 16. kromozomlarda 2 puanlik bdlgede
daha fazla bulunmaktaydai.

3. Heterokromatin boyutu agisindan 5 ve 1 puanlik bdlgede yer
alan kromozom sayisi oldukga azdi.

4. C-bantlama ydénteminde, HSA ve KOA gruplarinda Ki-kare ile
yapilan istatistiksel dederlendirmede kontrol ile aralarindaki
fark anlamli bulundu(p<0.01, p<0.001).

5. NOR-bantlama ile akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinin
boya aldigi gbébriilmektedir.

6. NOR ile boyanan kromozom sayisi 4-10 olup c¢aligmamizda
ortalama deder vyaklagik 7 bulundu. Gruplarda, hucre basina
diigen NOR'’ 1lu kromozom sayisi kontrolde en az, denek gruplarinda
ise daha fazla gorildii(6.48-7.24).

7. Rozet formasyon akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinin
birbirine ¢ok yakin dismesi durumudur. NOR-bantlama yapilmis
preparatlar, rozet formasyon varligdinda sanki birbirine baglai
gibi géruliir. Rozet formasyon gbdzlenen metafaz sayisi, denek
gruplarinda kontrolden daha ylksek bulundu (HSA %22.83, KOA
%23.5, Kontrol %8.5).

8. NOR-bant boyutlari birbirinden £farkli olup bazen blok
geklinde ¢ok buyiik, bazen de ancak gérilebilecek kadar kiglk
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olmaktadir. Blok NOR’‘larin sayisi denek grubunda kontrolden
fazla bulundu.

9. NOR-bantlamada, HSA ve KOA gruplarinin kontrol grubu ile
olan iligkisi aragtairildi. Bunun i¢in Ki-kare yéntemi
uygulandi. Olgu gruplari ile kontrol arasindaki fark HSA
erkeklerinde 22.kromozomda, HSA kadinlarinda ise 21. kromozomda
anlamli (p<0.001), diger parametrelerde anlamsiz bulundu.

10. HSA ve KOA olgularinda G-bantlamanin yanisira C-bantlama
ile, eger rozet formasyon var ise NOR-bantlamanin da
yapilmasinin uygun oldudgu gdrilmektedir.

11. ifleriye dénik c¢aligmalarda ayni denek grubunda sayinin
arttirilmasi, kanserli hastalardan ikinci bir grup
olugturulmasi planlanmakta ve tUGm gruplara C- ve NOR-
bantlamanin yani sira FISH uygulanmasi disintlmektedir.

12. Kromozomal polimorfizmin dederlendirilmesinde kullanilan C-
ve NOR-bantlama yodntemleri eski birer ydéntem olmakla birlikte
metodun kolaylidi ve ekonomik olmasi nedeni ile o&zellikle

populasyon taramalarinda yine de onemini korumaktadir.
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