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Insan somatik hiicreleri 23 cift kromozoma sahiptir. Cesitli sitogenetik
boyama ve bantlama yontemleri ile incelenerek 23 cift kromozom ayn ayn
siniflandinlmigtir. Kromozomlarda, cesitli sayr ve sekil diizensizlikleri ve bu
dizensizliklerin meydana getirdigi klinik bulgular gosterilmistir (7,17,48).
Bunlann yanssira belli bazi kromozomlann boylannda goriilen farkliliklanin
klinik olarak herhangi bir bulguya sebep olmadi@y farkedilmistir (7,17,48).
Toplumda yiiksek siklikta rastlanan ve fenotipik etki gostermeyen genetik
degisimler “Polimorfizm” olarak tarif edilmistir (35). Paris Konferansi'nda,
kromozomlardaki genetik degiskenliklere “Polimorfizm” yerine “Hetero-
morfizm”, bu degisken bolgelere de “Heteromorfik Bolgeler” terimlerin

kullanilmast uygun goriilmiistiir (2,35).

Heteromorfik bolgelerin, ¢cok tekrarlayan DNA dizilerinden olustugu
ve gen kodlamadif tespit edilmistirr Bu nedenle fenotip tzerinde bir
etkisinin bulunmadig: diigiiniilmektedir (46). Mendelyen kaliim gosterdikleri,
kahcar (stabil) olduklan ve digiik mutasyon oramt gosterdiklerinden, insan
kromozomlanndaki heteromorfizmlerden cesitli alanlardaki ¢alismalarda
yararlandmaktadir: Trizomilerde fazla kromozomlann orijinlerinin  sap-
tanmasinda, amniotik hiicre kiltirlerinde maternal kontaminasyonun

belirlenmesinde ve babalik tayininde heteromorfizmlerden yararlandmaktadir

(34,5D.

Heteromorfik bolgelerin, gen kodlamayan dizilerden olustugu tespit
edilmis olsa da bu bolgelerin, heniiz bilinmeyen bazi fonksiyonlara sahip
oldugu diistiniilmektedir. Heteromorfizmlerin, konjenital malformasyonlar
(13,38,39), mental retardasyon (8), kanser (1,24,50), tekrarlayan digtikler
(15,19,30,62) ve yagla (56) olan iliskisi siirekli aragtinlan konular arasinda yer

almaktadr.



Heteromorfizmleri tespit etmek icin en ¢ok kullanilan sitogenetik
yontemler; CBG (Baryum Hidroksit kullamlarak Giemsa boyama ile C
bantlama), QFQ (Quinacrine kullanilarak Fluoresan Q bantlama), DA/DAPI
(Distamycin A/4,6-Diamidino-2-Phenylindole), Ag-NOR (Giimisleme ile NOR
bolgelerin  gOsterilmesi), G-11 (Giemsa-11) gibi boya ve bantlama
teknikleridir (2).

Bu calismada CBG, QFQ ve DA / DAPI yontemleri kullanilarak
heteromorfizmlerin gosterilmesi ve yontemlerin karsilastinlmas: amaclandi
Akrosentriklerin NOR bdlgelerinin aktivitesini gdstermek amaciyla da Ag-
NOR yontemi kullanildi. Rutin sitogenetik analiz sirasinda tespit edilen
sipheli kromozomlarin ve marker kromozomlarnn heteromorfik olup

olmadigi, bu bant yontemleri ile incelenerek orijinlerinin belirlenmesine

caligilds.



II. GENEL BILGILER

- II.1. DNA YAPISI

DNA, polimerik bir niikleik asid molekiiliidiir ve li¢ béliimden olusur:
5 karbonlu bir seker molekiilii olan deoksiriboz, azot iceren bir baz ve bir
fosfat grubu. DNA yapisinda yer alan bazlar, piirin ve pirimidin olmak {izere
iki tiptir. DNA’da iki piirin baz, timin (T) ve sitozin (C) bulunur. Baz, fosfat
ve sekerin birlesmesi ile niikleotid olusur ve fosfodiester baglan ile 5'-3’
yoniindeki komsu deoksiriboz kisimlarina baglanarak uzun poliniikleotid
zincirleri olugturur. Insan kromozomlannda, cift sarmal yapisindaki bu

poliniikleotid zincirleri yliz milyonlarca niikleotidden olusmugtur (48).

Hydrogen
bonds

Sekil I1.1. : DNA Molekiili (48)




11.2. INSAN KROMOZOMLARININ YAPISI VE FONKSIYONU

Kromozomlar, bolinen hiicrelerde koyu boyanmig kisimlar olarak
gorilirder. Hiicre bolinmesinin interffaz  doneminde kromatin ipligi
halindeyken, metafaz safhasinda en kompakt sekli alirlar. Mitokondride
bulunan kii¢iik bir miktar DNA diginda, bir hiicredeki genetik materyalin
hemen hemen tiimi, kromozomlarda tasinmaktadir (17, 48).

Insanda, somatik hiicrelerde kromozomlarin sayisi 46 olup, 23
anneden, 230 de babadan gelmektedir. Cinsiyet kromozomlanna gonozom,
bunlar diginda kalan kromozomlara ise otozom ad:i verilir. Insanda 23 cift
otozom, bir cift de gonozom vardir. Kadinda cinsiyet kromozomlan XX,

erkekte ise XY'dir (17, 48).

Bir insan hiicre niikleusunda yaklagtk 6x10° niikleotid baz cifti

bulunur. 3000 niikleotid baz ¢ifti 1u uzunluguna karsihk gelir. Buna gore
hiicre icindeki DNA boyu vyaklagkk 2m’dir Bu wuwzun DNA ipligi,
kromozomlara paketlenerek niikleusa sigabilecek hale gelir.

Kromozomlar sadece ¢iplak DNA'dan olugsmaz. Histon adi verilen
bazik proteinler ve nonhiston adi verilen asidik proteinler ile kompleks
halinde bulunur. Bu, DNA ve protein kompleksi kromatin adimi alir.
Histonlar, H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak {izere bes tiptir. Bunlar,
kromatinin dogru paketlenmesinde 6nemli rol oynarlar. H2A, H2B, H3 ve
H4'in ikiser kopyasi, bir oktamer yapisi olugturur. 140 baz ¢iftlik DNA, bu
oktamerin etrafinda yak1a§1k iki dontis yaparak histon ¢ekirdegini (core)
olugturur. Kisa bir “baglayic1 (=linker)” DNA segmentinden (20-60bp) sonra,
diger cekirdek DNA kompleksi olusur. Bu olay bu sekilde devam ederek
kromatine boncuk dizisi goriintiisiinii verir. DNA ile ¢ekirdek histonlarinin
kompleks meydana getirmis hali, niikleozom olarak adlandinlir ve
kromatinin temel yapisal bolimiini olusturur (§ekil I1.2). Histon 1 (H1)
nikleozomlar arasindaki ara bolgede, niitkleozomlarin ucundaki DNA'yy
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baglar. Cekirdek niikleozom ve ara bolgeyi igeren bir kromatin {nitesi ile

birlikte DNA'nin miktan yaklagik 200 baz ciftidir (46, 48).

/Histones H2A, H2B, H3, H4 / Linker DNA

/ Linker DNA

[ 11nm I

Sekil I1.2. : DNA ile ¢ekirdek histonlanmn olugturdugu niikleozom kompleksi (3)

Hiicre siklisi  boyunca, kromozomlar, kondansasyon ve
dekondansasyon safhalarinda diizenli olarak incelenmigtir. Kromatinin en az
kondanse olarak bulundugu interfaz safhasinda, DNA, uzunlugunun yaklagik
onda biri kadar kondanse durumdadir. Yani giplak cift sarmal iken yaklagik
15cm uzunlugundaki, insan 1. kromozomunun DNA’s1, kromozomal protein-

lerle kompleks yaptiginda 1.5cm olur (48).

Uzun niikleozom iplikleri, kendi {izerlerine heliks seklinde katlanarak
sekonder kromatin yapist olan SOLENOID yapiyn olugturur. Bu yapy,
niikleozomal iplikten yaklastk 3 kez daha yogun olup, elektron
mikroskobunda 30nm ¢apinda kalin bir iplik olarak goriilmektedir.
Solenoidin her doniisii yaklagik 6 niikleozom igerir. Boylece bu katlanma
diizeyinde interfaz niikleusunda 1. kromozomu meydana getiren kromatin
yaklagik 0.3cm olur. Solenoidler yaklagtk 10-100 kilobaz araliklarla bir
nonhiston iskeleti veya matriksine bagh ilmekler veya domainler olarak
kendi iizerlerine katlamr. Bu ilmeklerin, erken profaz kromozomlannda
gorilen, kromomer olarak nitelendirilen yogunlasma bolgelerinin
olusumunda rol aldigi disiiniilmektedir. Kromomerler birleserek G-bantlt

profaz ve metafaz kromozomlaninda koyu boyanan bantlan olustururlar.
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Profazda 1. kromozom, ciplak ¢ift sarmal uzunlugunun 1/3000% kadar
kondanse olmus ve boyu yaklagik 50nm'ye kisalmustir. En fazla kondanse
oldugu dénem olan metafazda, kromozomlardaki DNA, gercek uzunlugunun
1/10000'i kadardir (18, 46, 48).

ANONONIN /NS

Gift Sarmallhi DNA

Kromatinin boncuk
dizilimi formu

Paketlenen nitkkleozomlarin £\
olugturdugu Kromatin ipligi §)13

Kromozomun kalinlagma
safhast

) Q0
QY & mm/?g v
Kromozomun yogunlagma éu ) //
25222

safhasi

Metafaz {:j:

e 14
kromozomu C:::M,_,-C? I 00 nm

Sekil I.3. : DNA'dan kromozom olusumu “Solenoid Modeli” (46)
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II.3. KROMOZOMLARIN ELDE EDIILMESI

Kromozomlar, boliinen hiicrelerden elde edilir. Hiicreleri, bélinme
strasinda elde etmek icin degisik kiiltiir yontemleri kullaniabilir: Uzun siireli,
kisa siireli, cok kisa siireli kiiltiirler. Kromozomlann en iyi incelenebildigi
dénem ge¢ profaz ve metafaz safhalandir. Hiicre boliinmesini bu safhada
durdurmak icin mitotik ig iplikcigi inhibitérii olarak Kolgisin kullanilir.
Kolgisin, mitotik ig iplikciklerini olugturan mikrotubullerin polimerizas-
yonlanni inhibe ederek, mikrotubullerin yapilagsmasim engellerler. Boylece
kromozomlanin kutuplara gitmesi ©nlenerek metafaz plaginda kalmas:
saglanur. Bu asamadan sonra hiicreye hipotonik sok uygularur. Hipotonik
sok icin kullandan solitsyonun, sitoplazmadan daha kiiciik konsantrasyonda
tuz icermesi gerekir. Bunun i¢in en uygun solisyon, 0.075M KCl (potasyum
kloriir) diir. Su, konsantrasyon gradiyenti nedeniyle hiicre icine girer. Suyun
sitoplazmik membrandan devamli gecisinden dolayr hiicre siser ve icinde
kromozomlann siispanse oldugu, ici su dolu bir balona benzer. Daha sonra
hiicrelerin sabit olarak tutulmasi, hiicre fonksiyonlannin durmasi ve
hiicrelerin daha fazla sismelerini énlemek amaci ile hiicreler tespit edilir.
Karnoy Fiksatifi (3:1 Metanol:Asetik asid) en yaygin olarak kullanidan
fiksatiftir. Tespit isleminden sonra hiicreler yaylip boyandiktan sonra isik
mikroskobunda incelenir (2, 29, 33).

II.4. INSANDA KROMOZOMLARIN SINIFLANDIRILMASI
Kromozomlar sentromer pozisyonlanna gére siniflandinlir (17, 46).

Metasentrik : Sentromerin merkezde oldugu ve kollan birbirine esit

olan kromozomlardir.

Submetasentrik : Sentromerin merkezden uzak ve iki kolu birbirine

esit olmayan kromozomlardir.




Akrosentrik : Sentromerin kromozomun bir ucuna yakin oldugu

kromozomlardir.

Sentromerleri kromozomun ucunda olan ve telosentrik olarak

adlandirilan kromozomlara insanda rastlanmaz.

I—I——— Chromatids
N N

Telomere

7\
U U romm, 5
~ ~ )

Long arm(q)

U U U U_Telomere | J U

METACENTRIC SUBMETACENTRIC ACROCENTRIC

$ekil I.4. : Sentromer pozisyonlanna gére kromozomlar (48)

Kromozomlar, biiytiklikleri ve sentromer pozisyonlan dikkate alinarak
Denver Siniflamasina gore gruplara ayrlmuglardir (17, 48).

I1.4.1. Denver Siniflamasina G6re Kromozom Gruplart

A GRUBU (1, 2, 3)
Uc cift kromozomdan olusur. 1 no'lu kromozom en biiyiik kromozom-

dur ve metasentriktir. Uzun kolunun merkeze yakin kisminda sekonder
konstriksiyon (darlik) ad:i verilen ikinci bir darlik tagtyabilir. 2. kromozom

biiytik submetasentrik bir kromozomdur. 3. kromozom metasentriktir ve bu

gruptaki en kisa kromozomdur.



B GRUBU (4, 5)
Uzun submetasentrik kromozomlardir ve ancak bant yontemleri ile

birbirlerinden aynlabilirler.

C GRUBU (6-12, X

Genel olarak submetasentrik, orta uzunlukta kromozomlardir. Sadece
sentromer pozisyonlan ve uzunluklan ile birbirlerinden ayirdedilebilmeleri
giictiir. 6, 7, 8 ve 11 no'lu kromozomlarin sentromerleri digerlerine gore
ortaya daha yakindir. X kromozomu ise metasentrige yakindir ve biiylkliik
olarak 6. kromozomdan sonra gelir. Bu grup icinde, 9. kromozom, sekonder
darlik tastyabilir.

D GRUBU (13-15)
Biiyiik akrosentrik kromozomlardir.

E GRUBU (16-18)
Kiiciik submetasentrik kromozomlardir. 16. kromozom metasentrige

yakindir ve uzun kolunda sekonder darlik bolgesi bulunabilir.

F GRUBU (19, 20)
Kiiciik metasentrik kromozomlardir.

G GRUBU (21, 22, Y)

Kiiciik akrosentrik kromozomlardir. Y kromozomu, boyunun kisiden
kisiye degismesi ve uzun kollann birbirine paralel olmas: ile 21 ve 22.
kromozomlardan aynlabilir.




W

2 3 4 5
—8— 32 2%
12

15 16 17 18

e . I
T B o §—
v Y

Sekil I1.5. : Normal bir erkege ait karyogram (-G -bantli)
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II.5. INSAN GENOMUNDAKI DNA CESITLERI
Insan genomunda ¢ ¢esit DNA bulunmaktadir:

Tek-Kopya DNA (Tek diziler) : Genomun %75'ini olugturur. Tek-kopya
DNA bir haploid genomda sadece bir, veya en fazla birka¢ kez tekrarlanan
dizilerden olusur. Tek-kopya DNA'min kiicik bir kistm protein kodlayan
diziler icerir. Bu nedenle bir¢cok fonksiyonu bilinmemektedir. Genomda uzun
tek-kopya DNA dizileri (>25kb) oldukca seyrektir. Cogu, kisa olarak (birka¢
kilobaz veya daha az) ve tekrarlayan DNA ailelerinin degisik tyeleri ile ici¢e
bulunur (48).

Daginik Tekrarlayan DNA (Orta derecede Tekrarlayan Diziler) :
Genom icinde dagimk olarak bulunan yakin dizilerden olugurlar. Genomun

%15'ini olustururlar.

Bu DNA dizilerinde en ¢ok c¢aligilan iiyeler Alu ailesine baghdir. Boyle
adlandinlmasinin sebebi bu ailenin iiyelerinin ¢ogunun 6zel bir bakteriyel
restriksiyon endoniikleaz (Alu D ile kesilmesidir. Alu ailesinin tyeled
yaklasik 300b¢ uzunlugundadir. Genomda yaklagik 500.000 Alu ailesi vardir

ve insan DNA’simun tahminen %3’Gnii olustururlar. Alu ailesinin fonksiyonu

bilinmemektedir.

Daginik Tekrarlayan DNA'nin ikinci biiyiik ailesi LINE dizilerinden
L1’dir. L1 iyeleri genomda yaklagik 10000 kopya olarak bulunan, uzun (6kb
kadar), tekrarlayan dizilerdir. L1 ailesinin de genomdaki rolii bilinmemek-

tedir.

Daginik tekrarlayan DNA'min bu iki biyiik lyesi genomda rastgele
yerlesmez. Alu ailesi tiyeleri, en ¢cok GC'den zengin R bantlaninda, L1 ailesi

Gyeleri de AT'den zengin G ve Q bantlarinda yerlegmiglerdir (48).
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Ribozomal RNA, histonlar, immunoglobulin genleri de daginik tekrar-
layan DNA dizileri icinde yer almaktadir (17).

Satellit DNA (Cok Tekrarlayan Diziler) : Genomun %10’unu
olustururlar ve ardigik olarak tekrarlayan kopyalardan olusurlar. Boyle ardigik
tekrarlann degisik tipleri satellit DNA'lar olarak adlandinlir ve cesitli siniflant

vardr.

Satellit DNA aileleri genomdaki yerlesimine, ardisik siralann toplam
uzunluguna ve dizileri olugturan tekrar lnitelerinin uzunluguna bagh olarak
degiskenlik gosterir. Insan satellit DNA’laninin ¢ogu bir begli niikleotid
dizisinin ardarda tekrarlanmas: ile olusur. Bu uzunluktaki tekrar siralan 1, 9
ve 16. kromozomlarin uzun kollannin proksimalinde ve Y kromozomunun
yaklasikk olarak tim kolunu kapsayan heterokromatik bolgesinde
bulunmaktadir. Diger satellit DNA’lar daha uzun tekrarlardan olugur (28,38).
Ornegin; insan kromozomunun sentromerik bolgesinde bulunan a-satellit
ailesi, yaklasik 171 baz ciftlik bir {initenin farkli kopyalannin ardarda
tekrarlanmasi ile olusur (26,59,60,61).

Insan DNA’sinda 8 satellit DNA’s: bildirilmistir (1, II, III, IV, A, B, C ve
D). Aynca Manuelidis (1978), Hoechst 33258 kullanarak AT’den zengin bir
satellit DNA’simt daha gosterilmistir (31). Satellit DNA'lan [-IV'in primer
olarak yerlesiminin, bazi kromozomlann perisentrik bolgelerinde ve Y’nin
uzun kolunda, satellit B'nin, akrosentrik kromozomlarin NOR (Nuclear
Organizing Regions) laninda bulundugu bildirilmistir. Diger satellitler A, C ve
D'nin genomdaki yerlesimi ise daha azdir.

Satellit DNA dizilerinin gen icermedigi ve fonksiyonlannin olmadig:
digiiniilmekte, hatta bu DNA'dan “cop (junk)” DNA olarak da bahsedil-
mektedir. Molekiiler teknikler bu DNA’nin, genomun %10'unu olusturdugu-
nu ortaya koymustur (2,17,48,56,57,58).
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I1.6. KROMATIN TiPLERI
Icerdigi DNA cesitlerine gore kromatin iki gruba aynlmaktadir:

I1.6.1. Okromatin
Orta tekrarlayan DNA dizieri ve tek dizilerden olusur. Yapisal genlerin

bulundugu bolgeleri olusturur ve R+ bantlara kargsilik gelir.

I1.6.2. Heterokromatin
Daha kondanse boyanan bdlgelerdir.
Cogunlukla ¢ok tekrarlayan (satellit) DNA'dan meydana gelmislerdir.
Inaktiftirler ve ge¢ sentezlenirler. Ug tiirlii heterokromatin vardir:
a. Fakiltatif Heterokromatin
b. Araya giren (Intercalary) Heterokromatin

c. Konstitutif Heterokromatin

a). Fakilltatif Heterokromatin :

Yasamin degisik dénemlerinde farkli bulunabilen heterokromatindir.
En bilinen 6rnegi, memeli digilerindeki inaktif X kromozomudur. Disilerde,
her hiicredeki blastosit evresi sirasinda rastgele inaktivasyona ugrar. Bundan
sonra bu X kromozomu, heterokromatinden olusmus gibi davranir.
Interfazda kondansedir ve transkripsiyona ugramaz. S fazinda geg¢ replike
olur. Profaz ve metafazda bile diger kromozomlardan daha kondansedir.
Inaktivasyondan énce her iki X kromozomu da aktiftir. Oogenezisten dnce
inaktif X kromozomu tekrar aktiflegir. Fakiiltatif heterokromatinin davranigini
belirleyen mekanizma hala bilinmemektedir (46).

b). Araya Giren (Intercalary) Heterokromatin :

Q ve G(+) bantlarda yerlesmistir. Ge¢ replike olur ve Q ve G(-)
bantlara gore ¢ok az gen icerir. Hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (17).
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©). Konstitutif Heterokromatin :
Insan kromozomlanndaki konstitutif (veya “C bant”) heterokromatin

dort tip olarak siniflandinlabilir:

- Sentromerik heterokromatin (Y de dahil tiim sentromerler)

- Akrosentrik heterokromatini (D' ve G grubu kromozomlannin kisa
kollan ve satellitleri)

- Sekonder darlik heterokromatini (1, 9 ve 16. kromozomlann uzun

kollannin proksimalleri)
- Y kromatini (fluoresan Y kromatinine uyan, Y’nin uzun kolunun

distali) (9)

Konstitutif heterokromatin, tekrarlayan DNA'nin satellit DNA ailelerin-
den meydana gelmektedir. 1., 9. ve 16. kromozomlann sekonder darlik
bolgesinde ve Y kromozomunun uzun kolunda bulunan heterokromatin dort
tip satellit DNA (I-IV) icerir. Bu kromozomlar iizerindeki toplam miktar ve
satellit DNA tipleri farkli olmaktadir. 9. ve Y'nin heterokromatin bolgeleri en
kompleks olanlandir ve satellit DNA'nin dort tipini de degisik miktarlarda
icermektedirler. 9. kromozom, en fazla satellit III DNA icerir. 1. kromozom
satellit II DNA’sina ve aynica diger ii¢ tipin ¢ok az miktanina sahiptir. 16.
kromozomun uzun kolunda bulunan heterokromatin ¢ok az miktarda tip II
satellit DNA icerir (40,42,57). Satellit [ DNA's1 en fazla Y kromozomunda
bulunmustur (27). Bunlann disinda, 13, 14, 15, 20, 21 ve 22. kromozomlar da
bir veya daha fazla tipte satcllit DNA'ya sahiptirler (2).

Insan genomunun yaklagik %20’sini olugturan C bant heterokromatinin
%4’lik boliimiinii satellit DNA’lan olusturur. Heterokromatin satellit DNA’lar
‘diginda farkh diziler de icermektedir. insan DNA’sinin restriksiyon enzimleri
ile-kesilmesi sonucu, bu bélgelerde satellit benzeri bazi diziler bulunmustur.
Buna gore, insan konstitutif heterokromatini basit ve kompleks satellit DNA

dizileriyle birlikte, satellit benzeri diziler de icerir (2).

Konstitutif heterokromatin interfazda kondanse durumdade ve S

fazinda geg replike olur (46). Konstitutif heterokromatinin gen icermedigi ve
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transkribe olmadig da ortaya konmustur. Bu nedenle C bantlanindaki ¢ok
biiyilik varyasyonlar bile fenotipe yansimaz (10,20,24,42,47). Hemen hemen
tim hayvan ve bitki kromozomlaninda konstitutif heterokromatin
bulunmaktadir. Siklikla sentromerde yerlestigi icin sentromerik heterokro-
matin adinu da almaktadir (46).

Heterokromatik bolgelerin, egit olmayan (unequal) krosing-overden
kaynaklandig: diistiintilmektedir (16,57).

Tekrarlayan DNA'lardan olugtugu icin fonksiyonunun olmadig: diigii-
niilse de 6nemli rolleri oldugu varsayilmaktadir. Heterokromatinin evoliis-
yonda rol aldigs ve genomda fenotipe yansiyabilecek mutasyon ihtimalini
azaltarak genetik maddeyi korudugu distintilmektedir. Yine de esas roli, su

ana kadar ortaya konamamustir (8,13,56).

Konstitutif heterokromatin ve fakiiltatif heterokromatin, bircok yénden
benzer davraniglar gosterirler, fakat temel yapilan arasinda farklar vardir.
Fakiltatif heterokromatin ©kromatik DNA'dan meydana gelmigtir, ancak
embriyonal gelisim evreleri boyunca farkli davranir.  Konstitutif
heterokromatin, heterokromatik DNA'dan meydana gelmistir ve embriyonal
gelisim evreleri boyunca sabittir (46).

Konstitutif ve fakiiltatif heterokromatinlerin ortak ézellikleri ise genetik
pasiflikleri, S fazi sirasinda gec¢ replike olmalan ve genel allosiklik (farkls
zamanlarda replike olmas) tir (46).

I1.7. KROMOZOMILARIN OZFL YAPILARI

Mikroskopta incelenen kromozomlann bazi 6zel bélgelere sahip

oldugu gorilmiis ve bu bolgeler incelenmistir.
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I1.7.1. Sentromerler
Memelilerde metafaz kromozomlar iizerinde daralma gseklinde

goriilen, dzellesmis bolge, primer darhik veya sentomer olarak adlandinlr.
sentromerin kromozomlar {izerindeki yerlesimi her kromozomda farkls,

homolog kromozomlarda ise aymidir (7,17,46,48).

Sentromer, mitoz ve mayozda kromozom segregasyonu ile ilgili esas
bolgedir. Sentromer, mikrotubullerin (ig iplikleri) kromozoma baglanma
bolgesidir. Sentromer bolgesinde yapisal olarak ti¢ farklh bolge yer alir:

- Sentromerin dis yilizeyi boyunca uzanan kinetokor bolgesi,
- Sentromerin ana bolgesi; Sentral bolge,
- Sentromerin i¢ ylizeyindeki eglesme bolgesi (40).

Kinetokor, elektron mikroskobunda primer darligin her iki tarafinda
dizili iki paralel tabaka halinde gozlenir. Ug bolgeden olugsmustur:
- Sentromer boyunca uzanan i¢ tabaka,
- Orta tabaka,
- Dig tabaka.

Mikrotubuller primer olarak elekiron yogun olan dig tabakaya
baglanir. Mikrotubuller olmadiginda dig tabakay: fibroz korona olarak
adlandinlan dordiincii bir tabaka kaplar.

Sentral bolge, sentromer boélgesinin en genis kismun olugturur. High
resolution insitu hibridizasyon c¢aligmalan alfa-satellit DNA'min sentral
bolgeye dagildigini, aynca alford dizilerin kinetokor bdlgesinde de
bulundugunu géstermistir (37).

Eslesme bolgesi primer darhigin i¢c kismunda yer alir ve kardeg
kromatidlerin kromozomun uzun koluna dik baglanmasint saglar (61).
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Sentromerler 33258 Hoecht ve 5 Azasitidin gibi ilaclara duyarlidir. Bu
iki ajarun’ varliginda, kromozomlarin interfaz-mitotik doniigimi esnasinda

sentromerin normal kondansasyonu engellenir (40).

Centromer
(Primary-
. . conglrici.ony

Eucthvomatis A°ms

Sekil I1.6. : Sentromerdeki bolgelerin yerlesimi (40)

II.7.2. NOR (Nuclear Organizing Regions : Niikleolar Organize Bolgeler)

Niikleolar Organize Bolgeler mitoz sonunda niikleoller etrafinda
gelisen yapilardir. Solid boyanmug kromozomlarda NORlar az boyanmug
bolgeler ve sekonder konstriksiyon bolgelerine benzer olarak goriliirler.
Insanda 18S ve 285 rRNA genleri, bu bolgelerde kiimelesmislerdir (2). Bu
genlerin yerlegimi bes cift akrosentrik kromozom Uzerinde (13, 14, 15, 21 ve
22. kromozom) bulunur. NOR'lardaki rRNA genlerinin sayisi degiskenlik
gosterir. Bu varyasyonlar Mendelyen tarzda kaltililar. NOR'lann bir

hiicredeki toplam sayist ondur, fakat aktif ribozomal sistonlan goésteren
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Ag-NOR yontemi ile ortalama 6-8 bolge gosterilebilir. NORlarin miktan ve
pozisyonu, tiirler arasinda degisiklik gosterir (3,45).

Ag-NOR, sitogenetik preparasyonlarda, kromozomlan tanimlamak,
rRNA genlerinin varligint ve de 6zellikle NOR fonksiyonlarini degerlendir-
mek amaa ile kullanilmaktadir. Bir dokuda eksprese olan NOR sayisi, hiicre
proliferasyonu, farklilagmasi ve neoplastik transformasyonun hiz ile ilgilidir.
Bu teknigin neoplastik potansiyelin gosterilmesinde ve malign neoplazmlarn
aktivitesinin ve prognozunun degerlendirilmesinde, yani diagnostik patoloji-
de pratik kullanimi Snerilmektedir (45).

Metafaz yaymalannda akrosentrik kromozomlar siklikla birbirlerine
yakin yerlegirler. Bu olay “akrosentrik asosiyasyonu” olarak adlandinilir (2).

Bu bolgelerin heteromorfizmi spesifik hastaliklarla korelasyon
gostermesine mgmen, akrosentrik varyasyonlan ile hastalik ya da fenotip
arasindaki iliski gorillememistir (27).

I1.7.3. Telomerler

Telomerler, Okaryotik kromozomlann fiziksel uclandir. R bantlama
uygulamasi uzatddift zaman telomerik bolgelerin spesifik olarak boyandig
ve T bantlan olarak adlandinlan bantlann olugtugu gosterilmistir. Elektron
mikroskobunda telomerler, kromozomlann yan kiiresel distal uglan olarak

goriiniirler (2).

Insanda telomerler (TTAGGG), dizisinin ardisik kopyalanndan olusur.

Bu da kromozom uglannin replikasyonunun kendine 6zgii olmasina sebep

olur (48).

Telomerler kromozomlarin ucu igin  koruyucu bir baghk

olusturmaktadir. Boylece disentrik kromozom olusumu ve subtelomerik

bolgelerdeki genetik bilgi kaybi énlenmektedir.
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Bazi c¢alismalar telomer uzunlugunun, yas ve hiicre bolinme
uzunlugunun artist ile azalmakta oldugunu gosterilmiglerdir (4). Telomer

kaybinin kansere yol agtigt da ileri siiriilmektedir (18).

I1.7.4. Satellitler
Satellitler, insan akrosentrik kromozomlannda (Y kromozomu harig)

kisa kollarin distalinde bulunurlar. Kromozomlann sap bélgeleri olarak
nitelenen ve ribozomal sistronlar iceren NOR'lara komgudurlar ve morfolojik
olarak farkli yapilardir. Elektron mikroskobu ile yapillan ¢aligmalarda 24nm
boyundaki kromatin ipliklerinden olusmus, diizensiz kiireler olarak gériiliir-
ler. Bu kiiresel yapilanin ¢apt ¢cok degiskendir. Sitokimyasal dzellikleri bilin-
memektedir. Ancak DIPI ve Mitramisin ile boyanarak yapilan caligmalar, bu
bolgelerin AT'den zengin DNA’dan olustugunu géstermistir. Bazi kisilerde bu
yapilar, satellit DNA’lara sahiptirler (2).

I1.8. KROMOZOMAL POLIMORFIZMLER

Kromozomlar, morfolojilerine gore homologlan ile karsilastinldig:
zaman belli bolgelerin oldukca degisken oldugu gériilmiistiir. Bu kararsiz
bolgeler, kromozomal varyasyonlann bityiik bir kismumi olusturur. Tiirler
icinde, aym tiiriin bireyleri arasindaki bu genetik varyasyon “heteromorfizm”
olarak adlandurilir. “Polimorfizm” ve “Varyasyon” terimleri de aym amagla
kullanilmaktadir. Ancak Paris Konferansi'nda insan sitogenetik nomenklatii-

riine “heteromorfizm” olarak gecmistir.

Heteromorfizmler, fenotipe yansimayan, kromozomal varyantlardir. Ug

ana grupta toplanabilirler:

- Y kromozomunun uzun kolunun varyasyonu: En sik rastlanan
heteromorfizmdir. Y'nin uzun kolu, transkribe olmayan, ¢ok tekrarlayan
DNA icermektedir. Ozel fluoresan boyalarla (Quinakrin) ¢cok parlak fluoresan
verir. Erkeklerin yaklasik %10'unda normalden kisa veya uzun bir q kolu

‘bulunabilir (2,17,46,48).

12



- Sentromerik heterokromatin bolgelerin boyu: 1, 9 ve 16.
kromozomlar, sentromerlerine vyakin, ikinci bir darlik (sekonder
konstriksiyon) bolgesine sahiptirler (gh). Bu bolge konstitutif heterokromatin
icerir ve heterokromatin miktarinin ¢ok degisken olmasi nedeniyle sekonder
darligin boyu da degisebilir. Konstitutif heterokromatin, aktif genler
icermediginden, bu bdlgelerdeki varyasyonlar fenotipi etkilemez (2,7,16,17,

46,48).

- Satellit Polimorfizmi: Akrosentrik kromozomlarda bulunan satellit-
lerin buylkliikleri ve fluoresan karakteristikleri degisiklik gosterebilir. Bu
varyasyonlann nedeni, ¢ok tekrarlayan DNA ve buralarda bulunan ribozomal
genler olabilir. Satellit DNA’lanin buyiikligliniin, mayoz sirasinda, esgit

olmayan krosing-over gibi yanlis eslesmeler sonucunda degistigi diisiiniil-
mektedir (2,7,17,46,48).

Bunlarin diginda frajil bolgeler olarak adlandinlan, kromozomlarda
baz1 kinlmaya yatkin bélgeler de heteromorfik olarak degerlendirilmektedir
ve popiilasyonun %30'unda mevcuttur. Sadece X kromozomunun q27 bolge-

si frajil olursa heteromorfik degildir ve Frajil X Sendromu’na neden olur

@,17).
11.9. INVERSIYON

Belli kromozomlarda goriilen inversiyonlar gibi kromozomal
anomaliler de heteromorfik goriiniimler meydana getirmektedir.

Inversiyon, kromozomun iki yerden kirlarak, parcanin 180° doniip
tekrar Dbirlesmesinden meydana gelir. Iki kink da aym koldaysa ve
sentromeri icine aliyorsa perisentrik inversiyon adiu alir. Genellikle bu
degisim, gen dengesinde bir degisiklik meydana getirmediginden, klinige
yansumaz. Dengesiz gametlerin olusmas: ve aktanlmasi riskinin artmast

nedeniyle 6nemlidir (7,11).
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[nversiyonlar mayoz swrasinda homolog kromozomlarin eglesmesine

kansir ve segment icinde krosing-over bastinlir (25).

Parasentrik inversiyonlar tagiyrcilarda klinik bir anormallik yapmaz ve

prenatal tant endikasyonu tagimazlar.

Perisentrik injvesiyon tagiyicilar, klinik olarak anormal degillerdir fakat
inversiyon, ozellikle kromozomun biyiik bir kismum icine ahiyorsa dengesiz

gametler olugma riski vardir. Tagtyic1 anne igin risk %8, tastyici baba icin risk

%4'tir (7).

9. kromozomun perisentrik inversiyonu, inversiyonlar icinde en yaygin
goriilen polimorfizm olarak kabul edilmektedir ve klinik bir 6nemi olmadig:

distiniilmektedir (11).

PERICENTRIC INVERSIONS

Sekil I1.7. : inversiyon tiplerinin sematik olarak gosterilmesi

21




Polimorfizmler tibbi genetikte cesitli alanlarda kullanilirlar (12, 34, 48).

Tablo II.1. : Polimorfizmlerin tbbi genetikte kullarum alanlan

- Kromozom anomalilerinin parental orjininin belirlenmesi

- Ovaryan teratomalann partenogenetik orijinin belirlenmesi

- Kemik iligi transplantasyonlaninda verici hiicrelerin alict hiicrelerinden ayirt edilmesi

- Babalik tayini

- Amniyotik hiicre kiiltiirlerinde maternal ve fetal hiicrelerin ayrilmast

- Marker kromozomlarnn trisomi ya da triploidilerde fazla kromozomun orijinin belirlenmesi

- Akrosentrik kromozomlann de novo kromozom anomalilerinde mutasyonun orijininin

| arasunimas
- Kromozomlardaki gen lokuslannn belirlenmesi ve gen haritalamas:

I1.10. BANTLAMA TEKNIKLERI

[nsan sitogenetiginin ilk yillannda, insan kromozomlan uniform olarak
goriilmils ve sentromerlerinin durumuna gore sinflandinlmustir (Denver
Konferansi, 1960). 1970-80 yillan arasinda bazi kimyasallar ve DNA baglayic1
ajanlar tarafindan indiiklenerek olusturulan bantlama teknikleri gelistirilmis,
boylece insan kromozomlan daha iyi témmmgm Bazi ajanlar, kromozom-
larin kollannda acik ve koyu, parlak ve soluk bélgeler olarak farkh bant
modelleri olustururken, bazilan kromozomlarda ¢ok 6zel bolgeleri bovarlar.
Bu bantlar her kromozomun kendine 6zgiidiir ve kollarda, yatay cizgisel
diizende, boyanin farkli yogunluklan geklinde goriiliiler. Bant modelleri
tirler icinde degismez, sabittir (2).

Bantlama teknikleri modern tipta ¢ok biiyiik pratik 6éneme sahiptir.
DNA dizilerinin anlagilmast ve kromatinin kromozomlara &zel olarak

diizenlenmesi ile ilgili aragtirmalara 6nciilitk etmigtir (2).
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Tablo I1.2. : Boya ve bant yontemlerinin tarihgesi

1960 Moorhead ve Nowell Konvansiyonel (solid)
1968 Casperson ve arkadaglan Q-Bantlama
1970 Pardue ve Gall In Situ Hibridizasyon
1971 Sumner ve arkadaglan G-Bantlama
1971 Arrighi ve Hsu C-bantlama
Yunis ve arkadaglan
1971 Dutrillaux ve Lejeune R-Bantlama
1972 Gagne ve Laberge G-11
1973 Matsui Sasaki Ag-NOR
1978 Schweizer, Ambros ve Andrle DA / DAPI

Heteromorfizmler, bircok bant teknigi ile gosterilebilmektedir. Bu bant
tekniklerinden bazilar;; QFQ, CBG, DA/DAPI ve Ag-NOR yontemleridir.
Heteromorfizmler icin boyanma veya fluoresan yogunluklan, biyliklik ve
renk gibi parametreler kullanilmaktadir (2).

I1.10.1. Q Bantlama
Ik kez 1969’da Casperson ve arkadaglan tarafindan quinakrin mustard

ile indiiklenerek Q bantlama gerceklegtirilmigtir (6). Bundan sonra
quinacrine mustard ve quinacrine dihidroklorid, insan sitogenetiginde yaygin
olarak kullanilmaya baglamugtir (3).

Quinacrine ile boyanmg kromozomlann kollarinda fluoresan parlak
ve soluk bantlar ortaya ¢ikmaktadir. Quinacrine, AT baz ciftlerinin zengin
olarak bulundugu heterokromatin iceren bolgelere baglanir. Bu nedenle bu
bolgeler parlak olarak boyanr ve Q(+) bolgeler olarak gosterilirler. Q(+)
bantlan, G(+) bantlanna karsilik gelir (3).

Klinik bakimdan Q bantlama spesifik kromozomlann ve yapisal
diizensizliklerin teshisine imkan saglayan giivenilir bir tekniktir. Ozellikle Y

kromozomunun D, E ve G grup kromozomlanndan aynlmasinda kulla-
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nishdir.  Ayrica quinacrine heteromorfizmleri (belli bazi kromozomlarin
satellitleri veya sentromerlerinin degisken bélgeleri), maternal ve fetal hiicre-
leri, verici ve alict hiicreleri ve de kalitsal kromozomal varyantlarin

belirlenmesinde kullanilir (2,53).

QFQ  (Quinacrine kullanilarak Fluoresan Q bantlama) teknigi,
yaymadan hemen sonra uygulanabildigi ve kolay bir teknik oldugu halde,
kalict olmamasi, ¢abuk solmast ve mikroskopta incelenmesi zor olmasi

nedeniyle ¢ok kullanish degildir (2,3,53).

Sekil I1.8. : Q-banth metafaz drnegi

I1.10.2. C-Bantlama
Boya yontemleri arasinda baglica metodlardan biridir. C-bantlama belli

kromozomal bolgelere ézgiidiir. flk olarak Pardue ve Gall (1970) in situ
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hibridizasyon kullanarak degisik boyanan perisentrik bolgeler gostermislerdir
(3). Bu bulgulara dayanarak Arrighi ve Hsu (1971) &zellikle perisentrik
bolgeleri boyayan C-bantlama yontemini agiklamuslardir (22). Ayni yil Yunis
ve arkadaglan da ayn olarak C-bantlama yontemini gelistirmislerdir (63).
Arrighi ve Hsu'nun bildirdigi yontem, sicak tuz soliisyonunda inkiibasyo-
nundan sonra kromozomal DNA'nin alkali ile denatiirasyonundan meydana
gelmekteydi. Alkali ile denatiirasyon icin NaOH (sodyum hidroksit)
kullanilmaktaydi. Daha sonra Sumner tarafindan bu yoéntem modifiye edilmis
ve NaOH yerine daha hafif bir alkali olan Ba(OH), (baryum hidroksit)
kullanilmustie (1972). NaOH ¢ok kuvvetli bir alkali oldugu icin kromozom
kaybina yol acabilmektedir. Bu nedenle Ba(OH), kullanilmast denatiirasyo-

nun daha iyi kontrol edilmesini saglar (3).

C-bantlama sonucunda kromozomlann konstitutif heterokromatin

bolgeleri koyu boyanmaktadir.

C-bantlama islemi sirasinda asid ve alkali muamelesi uygulanir ve
okromatik bolgelerdeki DNA denatiire edilir. Heterokromatinin bu uygula-
maya direncini saglayan faktorler kesin bilinmemektedir. Ancak son yillarda
yapian incelemeler sonucu heterokromatin yakininda bagh olan bazi 6zel

proteinlerin, heterokromatine bu direnci sagladigi ileri siirilmektedir (3).

C-bantlama teknigi esas olarak, kromozomlarda artmis veya azalmug
heterokromatik bolgelerin  (1gh, 9qh, 16gh, Yqh) uzunluklan ve 9.
kromozom veya diger kromozomlarn inversiyonlan veya yeniden
diizenlenmeleri gibi bazi polimorfik varyantlan belirlemek icin kullanilir.
Ayrnica fazla ve marker kromo-zomlann karakterizasyonu, somatik hiicre

hibridlerinde 6zel kromozomlarin taninmast i¢in de kullanilir (2).
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Sekil I1.9. : C-bantli metafaz drnegi

11.10.3. DA/DAPI (Distamycin A/4’-6’-diamidino-2-phenil indol)

Boyama

DAPI, AT boélgelerine spesifiktir ve bu metodda primer boya olarak
kullanilmaktadir. Distamisin A, fluoresan olmayan temel oligopeptid bir
antibiyotiktir ve tecihli olarak AT'den zengin cift iplikli DNA'ya kalici olarak
baglanir. Baglanma hidrojen baglan ve hidrofobik etkilesimle olmaktadir.
Distamisin A’nin baglandigi bolgeler, Q(+) bantlanina uymaktadir (3).
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DAPI ve DA kombine boyama ile 15p11, Ygh ve 1, 9, 16. kromozom-
lanin konstitutif heterokromatin iceren belli bolgeleri 6zellikle parlak boyanur.
C-bantlarinin koyu bélgelerine de uyan bu gh bélgeleri, fluoresan yogunluk-

larina gore soyle siralanmaktadir: 16gh > 1gh > 9gh (3).

DAPI/DA-pozitif heterokromatinin kimyasal ozellikler ile bu bantlama
ozelligi heniiz bilinmemektedir. Genelde tiim DAPI/DA parlak bolgeler ¢ok
tekrarlayan DNA, 6zellikle AT'den zengin degisik DNA cesitlerini icerir. Tam
bu bolgeler heterokromatiktir fakat degisik satellit DNA’larin kromozomal
dagihmi ve parlak DAPI/DA noktalarinin yerlesimi arasindaki iliskiyi
saptamak miimkiin olamamustir (2,3,55).

Donlon ve Magenis, diger bir AT-spesifik boya olan Metil Green
(MG)in Distamycin A yerine kullanilabilecegini gostermislerdir (3,55).

Klinik sitogenetikte, DAPI/DA teknigi, kromozomal diizensizliklerde
perisentromerik  kinlma noktalanni ve standart bant teknikleri ile
belirlenemeyen kiiciitk kromozomal diizensizlikler-6rnegin bisatellitli 15.
kromozom inv dup (15)- veya 15. kromozomun diizensizliklerini belirlemede
kullanishdir (2,3). QFQ-parlak olan akrosentrik kromozomlann polimorfik
kisa kollari, 15p hari¢, DAPI/DA ile genelde parlak fluoresan vermezler. Bu
nedenle DAPI/DA yontemiz aymt zamanda, Y kromozomu ile otozom
translokasyonlanndan siiphelenilen durumlarda Y kromozoiunu belirflemek

icin de kullanilmaktadir (3).
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Sekil I1.10. : MG/DAPI boyama uygulanmis metafaz érnegi

I1.10.4. NOR’larin Giimiisle Boyanmasi

NOR'lar tiirler icinde ¢ok farkh olarak dagilmuslardir. Insanda NOR'lar
185 ve 28S rRNA'dan olusan genler icerirler (3,44). 5 gift akrosentrik
kromozomda (13, 14, 15, 21 ve 22. kromozomlar) yerlesmiglerdir. In situ
hibridizasyon ¢alismalant ile hibridizasyon miktannin yani her NOR igin
rDNA genlerinin miktarninin sabit olmadigint gostermigtir. Bu varyasyonlar

kalitsaldir ve Mendelyen sekilde kalitilmaktadir (3).

Miller (1976) giimiis boyama yonteminin rRNA genlerinin varlig: ile

birlikte aktivitesini de gosterdigini bildirmistir (3).
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Glimiis boyama, pratikte, orijini bilinmeyen kromozomlar veya

kromozom pargalarinin taninmasi, satellit assosiyasyonlart ve kromozomal

heteromorfizm ¢alismalarinda kullanilmaktadir (3).
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Sekil I1.11. : Ag-NOR uygulanms metafaz érnegi
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III. MATERYAL VE YONTEMLER

III.1. MATERYAL

Materyalimiz, [.U. GETAM (Genetik ve Teratoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi) ’'ne degisik nedenlerle bagvuran olgular arasindan

rastgele olarak secilmis 28 kadin, 22 erkek, toplam 50 olgudan alinan

periferik kandan olusmaktadir.

II.2. YONTEMLER

III.2.1. Periferik Kan Kiiltiirii
Moorhead’den modifiye edilmis yontem kullanids.

Besi ortamu igin kullanilan maddeler.

100mL
20mL
1mL
0.2mL
0.2mL
1.5mL

RPMI 1640 Medyum (Sigma)
Fetal Calf Serum (Sigma)
L-Glutamin (Gibco)
Penisilin

Streptomisin

Phytohemaglutinin (Seromed)

Besi ontaminin hazirlanmast:

Yukaridaki maddeler kanstinilarak 100mL’lik stok hazirlanir ve 5'er mL

olmak iizere kapakli tiiplere béliniir. Bunlar hemen kullamlmayacaksa

buzlukta saklanir.

Kullanilacaginda buzluktan ¢ikanlir ve ¢oziilir.

Heparinlenmis steril enjektore yaklastk 2mL venoz kan alinir. Steril ortamda,

daha 6nce hazirlanmis besi ortamlar iceren tiiplere 0.3mL ('lik enjektorle
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13-14 damla) kan eklenerek tipler kapatlir. Hafifce calkalandiktan sonra 72
saatlik kultir icin 37°C'lik etive kaldirilir. 70. saatin sonunda tiplere 0.05mL
kolsemid (veya kolsisin) konur. 72 saat sona erdiginde tiipler etiivden
cikanlir ve 1200rpm’de 7 dakika santrifiij edilir. Stipernatan atiir ve 7mL
0.075M KCl eklenir. Hipotonik sok icin 37°C’de 15 dakika inkiibe edilir. Siire
sonunda yine 1200rpm’de 7 dakika santrifiij edilir, siipernatan atilir. Tuplere
7mL Carnoy Fiksatifi (3:1 Metanol:Asetik asid) eklenerek 7 dakika
1200rpm’de santrifiyj edilir, sipernatan atiir. Bu islem 3-4 kez tekrarlanir.

Son yikamadan sonra siipernatan atiir ve 1-2 damla fiksatif eklenerek hiicre

stispansiyonu hazirlanur.

I1.2.2. Preparatlarin Hazirlanmasi

Musluk suyunda yikanip temizlenen lamlar, distile su icinde
buzdolabinda sogutulur. Yayma yapiacag: zaman, islak lam 45° egimle
tutularak Gzerine 50-60cm uzakliktan 1-2 damla hiicre siispansiyonundan

damlatilir ve havada kurutulur.

II1.2.3. Bant Teknikleri
C-Bantlama (CBL-Leisbman boyas: ve Ba(OH)2 kullanilarak yapilan
C bantlama): Summer'den modifiye edilmis C-bantlama teknigi kullanildi

®.

Kullanilan solusyonlar
- 0.2N HCI : 16.6mL 12N HCI deiyonize suyla 1000mL’ye tamamlanir.

- %2.5 Ba(OH);, : 2.5g Ba(OH), / 100mL deiyonize su

- pH'1 6.9-7.1 olan 2xSSC (0.03 mol/L NaCl: 0.3mol/L trisodyum sitrat)=17.53g
NaCl ve 8.82g trisodyum sitrat (Na;C¢HsO,2H,0) deiyonize suyla 1000mL’e
tamamlanir ve 20xSSC hazirlanir (4°C’de sabit kalabilir). 20xSSC solusyonun-
dan 10mL, deiyonize suyla 100mL'ye tamamlanarak 2xSSC solusyonu

hazirlanur.
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- Fosfat tamponu : pH=0.8
53mL  0.025M KH,PO, (3.402g/1000mL)
+
47mL 0.025M Na,HPO, (4.449g/1000mL)
- Leishman boyasi : 3g toz Leishman, hareket halindeki 2L meta-metanol
icinde 24 saat kanstirilir.
10mL Leishman, 90mL fosfat tamponu ile kanstinlarak boya solusyonu
hazirlanir.
- Ayrnica 50° ve 60°C'lik su banyolar.

Yontem

1. Preparatlar 1 hafta-10 giin oda sicakliginda yaslandirilir.

2. Ba(OH), solusyonu sicak su banyosunda 50°C’ye ve 2xSSC 60°C 1sitilir.

3. Yaglanmug preparatlar 0.2N HCl icinde 1 saat oda isisinda bekletilir.

4. Preparatlar deiyonize sudan gecirilir.

5. Preparatlar 50°C’lik Ba(OH), icinde 5-6 dakika bekletilir.

6. Tekrar 0.2N HCI icine konur (Ba(OH), kristallerini anndirmak icin).
Deiyonize sudan gecirilir.

7. 60°C'deki 2xSSC solusyonu icinde 1 saat bekletilir.

8. Deiyonize sudan gegirilir.

9. Preparatlar 15-20 dakika Leishman boya solusyonunda boyanir. Deiyonize
suda ¢alkalanir. Havada kurutulduktan sonra lamelle kapatilarak mikroskop-

ta incelenir.

QO-Bantlama (QFQ = Quinakrin boyast kullamilarak fluoresan Q-
bantlama) (54)

Kullanilan solusyonlar
- Mc Ilvaine Tamponu (pH 5.4) : 2.1g Sitrik asid (H;C¢HsO,), 3.9g sodyum

fosfat dibazik-7 hidrat (Na,HPO4.7H,O) veya 9.97g sodyum fosfat dibazik-12
hidrat (Na,HPO,4.12H.0) kullanilirsa yine ayni tampon elde edilebilir.
- Quinacrine boya solusyonu : 100mg atebrin 200mL Mc Ilvaine tamponu

(pH=5.9) icinde ¢ozilir ve stiztlir. Karanlikta 2°-5°C'de saklanir.
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Yontem

1. Preparatlar quinacrine boya solusyonunda, karanlikta 10-15 dakika
boyanir.

2. Fazla quinacrinin giderilmesi i¢cin akan musluk suyunda calkalanur.

3. 1 dakika Mc Ilvaine tamponunda tutulur.

4. Preparat ayni tampon ile kapatilir.

5. Fluoresan mikroskobunda 450-500nm dalga boyunda incelenir.

DAPI/MG (4-6" diaminido 2-fenil indol / Metil Green) Boyama
(3,42,59)

- Mc Ilvaine Tamponu (pH 4.0) : 2.95g Sitrik asit (H;C¢HsO,), 5.17g Sodyum
fosfat dibazik-7 hidrat (Na,HPO,-7H,0), 500mL distile su icinde ¢oziilerek
hazirlanir.
- Mc Ilvaine Tamponu (pH 7.0) : 0.63g sitrik asit, 11.69g Sodyum fosfat
dibazik-7 hidrat, 500mL distile suda ¢oziilir.
- MG Solusyonu :

Stok: 1.76g MG 100mL Mc Ilvaine (pH 4.0) de ¢éziiliir.

Boyama solusyonu: Taze hazirlanir. 1mL stok solusyonundan S0mL
Mc Ilvaine (pH 7.0) ile kanstinlarak hazirlanir.

- DAPI Solusyonu :
Stok: 2mg DAPI-2HCI, 10mL distile suda ¢ozilerek hazirlanir. 1mL’lik

stoklara ayrlarak saklanir. 20°C'de 6 aydan fazla dayanabilir.

Boyama solusyonu: 1mL DAPI stok solusyonu 100mL Mc Ilvaine
tamponu (pH 7.0) ile kanstinlarak elde edilir.
- Kapama Solusyonu : 5mL gliserol, 5mL Mc Ilvaine tamponu (pH 7.0) ve

magnezyum klorid (50mM) 50uL kanstinlarak elde edilir.

Yoéntem
1. Preparatlar 20-30 dakika MG solusyonunda bekletilir.
2. 2 kez pH 7.0 Mc Ilvaine tamponunda yikanur.

33



3. Kurutulur.
4. Karanlikta preparatlar DAPI ile kaplanir. 5-20 dakika boyanir.
5. Distile suda calkalanir.

6. Havada kurutulur.
7. Kapama solusyonundan 2 damla preparatlar lizerine damlatlir. Hava

kabarcig kalmamasi saglanarak lamelle kapatilir.
8. 24-72 saat karanlikta ve oda 1sisinda bekletilir.

9. Fluoresan mikroskobunda 360-390nm dalga boyunda incelenir.

Ag-NOR Boyama
Goodpasture ve arkadaglarinin kisalulmis yontemi (1976) kullanilds

GD.

Kullanilan Solusyonlar
- AgNO; (giimils nitrat) solusyonu (%50): 5g AgNO; 10mL distile suda

¢coziilerek hazirlanur.

Yontem
1. Petri kutusunun dibi kurutma kagidi ile dosenerek distile su ile

nemlendirilir (preparatlarin kurumasini nlemek igin).

2. Preparat petri kutusuna yerlestirilir ve pipetle 3-4 damla %50’lik AgNO;
solusyonu preparat iizerine damlatilir. Lamelle kapatilir (24x50mm).

3. 37°C'lik etiivde 18-36 saat inkiibe edilir.

4. Preparat kehribar rengine doniismeye baglayinca mikroskopta
kromozomlarin boyanma yogunluklan kontrol edilir.

5. Yeterince boyanan preparatlar, yikanarak, tizerindeki lamel atilir.

6. 1:100 (Giemsa:Distile su) boya solusyonunda 1-2 dakika boyanur.

7.-Suyla yikanir. Lamelle kapatilarak mikroskopta incelenir.

C-Bantlarinin Degerlendirilmesi
C-bantlama yontemi insanda spesifik olarak 1, 9 ve 16. kromozomlann
sekonder darlik (gh) bolgelerini, tim kromozomlarn sentromerlerini,

akrosentriklerin satellitlerini ve Y kromozomunun distal ucunu boyar.
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1, 9 ve 16. kromozomlarin sekonder darliklan populasyonda genis
varyasyon gosterdikleri gibi ayni bireyin degisik metafazlan icinde de farkli
goriilebilirler. Bu nedenle incelenirken ayn: metafaz icinde degerlendirme

yapilmasi gerekir.

Olgularimizin her birinden ortalama 3 metafazin fotografi cekilerek 1,
9, 16 ve Y kromozomlarinin parsiyel karyogramu hazirlandi. Bantlanin
degerlendirilmesi tek kisi tarafindan yapildi. Kromozomal polimorfizm

biiyiiklikk ve pozisyon olmak tizere iki yonden incelendi.

-1, 9 ve 16. kromozomlann gh bolgelerinin boyu 16. kromozomun
kisa kolu ile karsilastirilarak degerlendirildi (3,14,36,50). Bu olciimlerde 16.
kromozomun kisa kolunun kriter olarak alinmasinin nedenleri,
kompaktlasma sonucu, 16p'nin ¢ok degisiklik gostermemesi, 1, 9 ve 16.
kromozomlarin gh boélgeleriyle karsilastinldiginda ortalama bir buytklige
sahip olmasi ve ayrica kolay ayirt edilebilir bir kromozom olmasidir (36).

C bant varyantlan 5 derece olarak suniflandinlmustur:
1. derece : £0.5 x 16p
2. derece : > 0.5-1 x 16p
3. derece : > 1-1.5 x 16p
4. derece : > 1.5-2 x 16p
5. derece : > 2 x 16p

Y kromozomunun heterokromatin biyiikliginin degerlendirilmesi
aynt metafazdaki 19. ve 22. kromozomlarla kiyaslanarak yapildi 19.
kromozoma esit buytiklikteki Y kromozomu “biiytik” (B), 19. kromozomdan
biytik Y kromozomu “¢cok bityiik” (CB), 22. kromozoma esit Y kromozomu
“normal” (N) ve 22. kromozomdan kii¢cik Y kromozomu “kii¢iik” (K) olarak
degerlendirildi (12).



- Paris Konferansi'nda (1971), her ti¢ kromozom (1, 9, 16) icin de C
bantlarinin normal pozisyonunun, uzun kolun proksimalinde oldugu
bildirilmistir. Fakat bazen C-bantlannin timi veya bir kisminin kisa kolda da
bulunabildigi gorillmistiir. Kromozomlarin C-bant bolgelerinin degerlendiril-
mesinde bu bolgelerin pozisyonu 3 grupta siniflandi: Normal pozisyonda yer
alan C bant bolgesi “normal” (N), C-bant bolgesinin tamamin: kapsayan
inversiyon “total inversiyon” (TD), bir kismuni kapsayan inversiyon “parsiyel

inversiyon” (PD (53).
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IV. BULGULAR

C-bantlann  buytikligiine ve pozisyonuna gore iki kategoride

degerlendirildi.
C bantlarinin buyiiklugiine gore degerlendirilmesi:

C bantlama uygulanan toplam 50 olgunun 47’sinde heterokromatin
bolgeleri olgiilebildi. Bunlarin disinda kalan 3 olguda kromozom elde

edilmesine ragmen fotograflannin eldesindeki aksakliklar nedeniyle

Ol¢timleri yapilamadi.

Sekil IV.1. : C-bantlarinin buayitklikleri degerlendirilen 47 olgu
(sayfa 38 - 47)
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Tablo IV.1.de heterokromatik bolgeleri degerlendirilen 47 olgunun

biiyiikliik derecelerinin siklig1 gosterilmektedir.

Tablo IV.1. : Olgulanmizin qh buyuklik derecelerinin dagilimu

Biyuklik Incelenen 1. Kromozom 9. kromozom 16. kromozom
derecesi kromozom sayisi n % n % n %
1 94 10 10.6 10 106 | #1 436
2 94 36 383 61 64.9 48 51
3 94 42 447 | 22 234 4 43
4 94 6 6.4 » "
5 94 - 1 11 1 1.1

1. kromozom icin en sik rastlana grubu %44.7 ile 3. derece olarak
degerlendirilen grup, en seyrek rastlanan grubu ise hi¢ rastlanmayan 5.

derece olarak degerlendirilen grup olusturdu.

9. kromozom icin en sik rastlanan grubu %61 ile 2. derece olarak
degerlendirilen grup olusturdu. Bunu sirasiyla %23.4 oraniyla 3. derece,
910.6 oraniyla 1. derece, %1.1 oraniyla da 5. derece olarak dfegerlendirilen

gruplar olusturdu. 9. kromozomun 4. derece varyantini gosteren olguya

rastlanmadi.

16. kromozomun en sik rastlanan grubu %51 oramyla 2. derece
varyant: olusturdu. ikinci grubu %43 oram ile 1. derece varyant grubu,
sonraki gruplan sirasiyla %4.3 orant ile 3. derece ve %1.1 orani ile 5. derece

varyantlan olusturdu. 16. kromozomun 4. derece varyantina rastlanmadi.

Wilcoxon Matched - Pairs Testi kullanidarak yapilan istatistiksel
calisma ile 1, 9 ve 16. kromozomlarda homologlar arast degisimler incelendi.
1. kromozomda c¢ok ileri diizeyde anlaml fark, 9. kromozomda anlaml fark,

16. kromozomda ise ileri diizeyde anlamh fark bulundu.
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Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W Testi kullanilarak yapilan
istatistiksel calisma sonucu 1 ve 9. kromozomlar arast degisimlerde anlamli
fark bulunamadi. 1-16. kromozomlar arasinda ve 9-16. kromozomlarin

degisimleri arasinda cok ileri diizeyde anlamli fark bulundu.

Calismamizda Y kromozomunun heterokromatin bolgesinde en biiyiik
gruplart %42.9 oraninda “B” ve “N” olarak degerlendirilen varyantlar
olusturdu. “K” olarak degerlendirilen varyant ise %9.5 siklikta bulundu. En
seyrek rastlanan varyant %4.8 oraniyla “CB” varyant: oldu (Bkz Tablo IV.2)).
Olgularimizin birinde yine kromozom elde edilmesine ragmen fotograflarin-

daki aksakliklar nedeniyle degerlendirme 21 olguda yapild:.

Tablo IV.2. : Y kromozom-varyantlanmn dagilimlan

cB B N K
Toplam erkek n % n % n % n %
sayisi
21 1 47 9 429 9 429 2 95

Sekil IV.2. : Y kromozomu degerlendirilen 21 olgunun parsiyel
karyogramu (sayfa 50)
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C bantlarinin pozisyonlarina gére degerlendirilmesi:

Tablo IV.3. : C bant pozisyon varyantlanimn 1, 9 ve 16. kromozomlara dagilimi

Incelenen p q Pq

kromozom say1si n % n % n %

1. kromozom 94 2 - 94 %100 - -
9. kromozom 94 6 %6.4 88 %93.6 - -
16. kromozom 94 - - 94 %100 - -

1. kromozomda C-bandinin “TT” ve “PI” pozisyonuna hi¢ rastlanmadi.

Tiim olgularda C band: q pozisyonunda bulundu.

9. kromozomda C-bandinin “IT” pozisyonu %6.4 olarak bulundu. 9.
kromozomda “N” pozisyonu %93.6 oraninda bulundu. “PI” pozisyonuna

rastlanmadi.

16. kromozomun C bandinin “TT” ve “PI” pozisyonlarina rastlanmadi.

Calismamuzdaki olgulara fluoresan yontemleri Q ve DA/DAPI, 6rnekle-
me olarak uyguland: (Sekil IV.3.).

Uyguladigimuiz teknikler sonucu marker kromozom tespit edilen iki

olguda, markerlerin ikisinin de heterokromatin icermedigi goriildi.
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Tablo IV.4. : Homologlarin h Bolgelerinde Boy Polimorfizmlerinin Dagilimu

Buytikliik Dereceleri

Kool 9.1 42 13 14 45 22 23 24 25 33 34 35 4.4 45 55 | Toplem
1 3 4 - - - 8 14 2 - 13 2 - 1 - - 47
9 2 6 - - - 25 - 1 9 - - - - - 47
16 13 14 - - 1 15 - - - - - - 47
Toplam 18 24 - - 1 48 22 1 22 2 - 1 - - 141
% 128 A7 - - 07 341 158 14 07 156 14 - 07




1.krz. 9.krz 16 .krz.

b) 1. krz. 9 .krz. 16.kr=z Y KRZ y

Sekil 1vV.3. : a)
karsilagtirilmas: b)
Karsilastinlmasi

QFQ ve CBL yontemleri uygulanan olguda parsiyel karyogramlarin
MG/DAPL ve CBL yontemleri uygulanan olguda parsiyel karyogramlarin
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$ekil IV.4. : a, b. Ag-NOR uygulanan mctifuz ornekleri
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V. TARTISMA

Kromozomal polimorfizm ¢alismalarinda en sik kullanilan yéntemler,
CBG, QFQ, DA/DAPI, NOR, G-11'dir. Bu yontemler spesifik olarak
heterokromatik bolgeleri boyamaktadir. Calismamizda, bu yontemlerden
heterokromatik bolgeleri gostermek, ayrica boyama yéntemlerini karsilastir-
mak amaciyla CBG (CBL), QFQ, DA/DAPI (MG/DAPI) yéntemlerini, akro-
sentriklerin NOR bolgelerini gostermek amaciyla da Ag-NOR yéntemini

kullandik.

Fluoresan yontemlerinin kalict olmamasi, fotograf eldesinin zorlugu,
yontemlerin gerektirdigi maddelerin pahali olmast nedeniyle olgularimiza

QFQ ve MG/DAPI yontemleri 6rnekleme olarak kullanildi.

C bantlama ile heteromorfik bélgeler Patil ve Lubs'un (36) yéntemiyle
degerlendirildi. Bu yoénteme gore 1, 9 ve 16. kromozomlarin C-bant
biiyiiklikleri, 16. kromozomun kisa kolu ile kiyaslanarak 1’den 5'e kadar
degerlendirildi. Kompaktlasma sonucu, 16p’nin cok degisiklik géstermemesi,
1. 9 ve 16. kromozomlarin gh bélgeleriyle karsilastinldiginda ortalama bir
buytiklige sahip olmasi ve kolay ayirt edilebilir bir kromozom olmast
nedeniyle 16p kriter olarak alind.

Diger gruplarla karsilastinrken bizim 1-5’e kadar degerlendirdigimiz
derecelerden, sirasiyla CK, K, N, B, CB olarak bahsedecegiz.
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Calismamizda 1. kromozomun en biyiik grubunu, diger calismalarin
¢ogunda oldugu gibi (5,9,12,14,16,39,51) “N” varyant: olusturdu. Ikinci
biiylik grubu Craig-Holmes (9), Fogle ve arkadaslan (14), Podugolnikova ve
arkadaglart (38), Verma ve arkadaslan (51) ‘in  ¢alismalarninda oldugu gibi
“K” varyanti olusturdu. Uciincii bilyiik grubu Tsezou ve arkadaslan (50) ve
Verma ve arkadaglan (51) ‘min ¢alismasina uygun olarak “CK” varyanti
olusturdu. Diger ¢alismalarda (5,9,12,14,16,38) “CK” varyantina rastlanmamus-
tir. Bazi ¢alismalarda (5,12,16) ikinci biiyiik grubu olusturan “B” varyanti,
bizim ¢alismamizda, Verma ve arkadaslart (51)'nin ¢alismasinda oldugu gibi

dérdiincii biyiik grubu olusturdu.

“CB” varyant: tiim ¢alisma gruplarinin sonuglarinda hemen hemen hig¢
rastlanmayan veya en az rastlanan grubu olusturmustur. Bizim ¢alismamizda

da 1. kromozomun “CB” varyantina rastlanmadi.

9. kromozomun en biiyiilk grubunu Tsezou ve arkadaslant (50) ve
Verma ve arkadaslan (51) ¢alismasindaki gibi “K” varyanti olusturdu. Diger
calismalarda (5,9,12,14,16,38) 9. kromozomun en bilyiik grubunu “N”
varyantt olusturmustur. Calismamizda 9. kromozomun ikinci bilyiik grubunu
“N” varyant: olusturdu. Ugiincii grubu “CK” varyanti, dérdiincii grubu “CB”
varyant: olusturdu. Diger ¢alismalarin ¢ogunda (5,9,12,14,16) “CK” varyantina

rastlanmamugtir. Calismamizda 9. kromozomun “B” varyantina rastlanmadi.

16. kromozomun en biiyilk grubunu Tsezou ve arkadaslarinin
¢alismasinda olodugu gibi “K” varyanti olusturdu. fkinci biiyiik grubu, yine
Tsezou ve arkadaglarinin ¢alismasinda oldugu gibi “CK” varyant olusturdu.
Calismamuzda tiglincii biyiik grubu diger ¢alismalarin ¢ogunda (5,9,12,14,
16,38) en biiyiik grubu olusturan “N” varyanti olusturdu. Cahismamizda 16.
kromozomun dérdiincii biiyiik grubunu diger calismalarda hemen hemen
rastlanmayan “CB” varyanti olusturdu. Diger calismalanin ¢ogunda (5,9,12,

14,16,38) ikinci ve Ugiincii bityiik gruplan olusturan “B” varyantina, Tsezou
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ve arkadaglan ile Verma ve arkadaslan (51)'nin ¢alismasinda oldugu gibi

bizim ¢alismamizda da rastlanmadi.

Degisik arastirma gruplannin sonuglarinmin karsilastinlmasi ¢ok anlamh
olmamaktadir. Clinkii her grubun C-bant degerlendirme yontemleri farklidir.
Buckton ve arkadaglan, Fogle ve arkadaglan, Craig-Holmes, C bantlarin
sadece “B”, “K” ve “N” olmak izere ii¢ grupta degerlendirmislerdir. Bu
yonteme gore birbirinden oldukca farkli boyda C bandina sahip kromozom-
lar ayni kategoride smiflandirilabilmektedir (51). Bizim kullandigimiz
degerlendirme yOntemi Tsezou ve arkadaslant (50) ile Verma ve arkadaglan
(B1'nin yontemleri ile aymidir. Goriildiiga {izere, sonuclarimiz en ¢ok bu

calismlann sonuglanyla uyusmaktadir.

Y kromozomunun heteromorfizmleri ile ilgili caligmalarin cogunda “N”
olarak degerlendirilen varyantin, en biiyiik grubu olusturdugu bildirilmistir
(13,52). Bizim calisgmamizda “N” ve “B” varyantlan %42.9 ile en bilyiik
gruplan olusturdu. Yine Verma ve arkadaglan (52) ile Engiiriin ¢alismalann-
da oldugu gibi ikinci blyilik grubu %9.5 oraniyla “K” varyant: olusturdu.

1, 9 ve 16. kromozomlarin C-bant pozisyon varyantlannin kargilas-
tirilmas: tablo V.2.'de gésterilmektedir.

1. kromozomun parsiyel ve total inversiyonuna hic rastlanmad.
Yapilan aragtirmalann hemen timiinde 1. kromozomun total inversiyonuna
rastlanmamstir. 1. kromozomun parsiyel inversiyonunu, bazi arastirmacilar
(21) ¢ok disiik oranda bulmuglardir. Degigik c¢alismalarda ise (5,12) 1.

kromozomun parsiyel inversiyonu degisik oranlarda bulunmugtur.

Calismamizda 9. kromozomun parsiyel inversiyonuna hi¢ rastlanmadi.
Bu, Craig-Holmes (9), Hsu ve arkadaglan (21), Ghosh ve Singh (16)'in
caligmalanna uygunluk gostermektedir. 9. kromozomun parsiyel inversiyonu-

nu tespit eden calismalann oranlannda ise farkliliklar gozlenmektedir

(5,12,14).
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Yapilan c¢aligmalann hemen timinde 9. kromozomun total
inversiyonuna degisik oranlarda rastlanmugtir. Bizim caligmarmzda 9. kro-

mozomun total inversiyonu %06.4 oraninda bulundu.

Calismamizda diger gruplann (5,9,14,16,21) ¢alismalarinda oldugu gibi

16. kromozomun parsiyel veya total inversiyonuna rastlanmad.

Yapilan calismalann timiinde posizyon heteromorfizmini en  sik

gosteren kromozomun 9. kromozom oldugu gosterilmistir.
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Bant Yontemlerinin Karsilastirilmasi

1, 9, 16 ve Y kromozomlarint olusturan heterokromatin, farkli satellit
DNA’lardan meydana gelir. Bu nedenle farkli boya yontemleri ile farklh
goriintiilenirler. Ormegin C bantlama ile tiimii de ayni yogunlukta boyanin bu
bolgeler diger boyalarla farkli goriintiilenir. Ornegin, Y’nin heterokromatin
bolgesi QFQ ile parlak gosterilirken, 1, 9 ve 16. kromozomlarin heterokro-
matin bolgeleri soluk gosterilir (13).

Ornekleme olarak uyguladigimiz Q bantlama ve MG/DAPI boyama
yontemlerini C bantlama ile karsilastirdik. Fluoresan yontemlerle yapilan
degerlendirmeler, tek bir preparattan ve tek kisi tarafindan yapilabildiginden
C bantlamaya gore daha subjektif kalmaktadir. Fluoresan yontemler ve C
bantlama, kromozomda ayn bolgeyi yansitmazlar (5).

Q-bantlama, parlak (P) veya soluk (§) olarak degerlendirilmektedir
(61). Bizim c¢aligmamizin amact Q-bantlama ile populasyon taramasi
olmadigi, amag¢ C-bantlama ile karsilastirma oldugu icin olgulanmizda -
fluoresan bantlannin degerlendirilmesine gerek duymadik. Q bantlama ve C
bantlama arasinda yaptigimuz kargilastirma sonucu heterokromatik bolgelerin
ve bunlann varyasyonlannin goésterilmesinde C bantlamanin daha kullanigh
oldugu sonucuna vardik. Q bantlamanin, C bantlama gibi objektif olmamasi,
inversiyonlann belirlenmesinde daha az bilgi verici olmasi, diger fluoresan
tekniklerde oldugu gibi mikroskop incelemesindeki giiclikkler, preparatlann

cabuk solmasi, bu sonuca varmamiza neden oldu.

1, 9 ve 16. kromozomlann gh boélgeleri C bantlama ile egit koyulukta
boyanmaktadir. Fakat gh bélgesinin proksimalinde ve distale yakin
kismundaki heterokromatin yapilan farkhdir. C bantlama ile her ikisi de
pozitif olarak boyanir, fakat DA/DAPI (MG/DAPD ile sadece distaldeki
heterokromatin boyanmaktadir. 15. kromozomun kisa kolu da DA/DAPI ile
pozitif boyanmaktadir. DA/DAPI yontemi, inversiyonlarin qh bolgesinden
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mi, sentromerden mi kaynaklandigini arastumak ve 15p’deki varyasyonlan
tespit etmek icin kullanigli olabilir (49). C-bantlama ile kargilagtinilirsa
fluoresan yontemlere ait dezavantajlanndan dolayr  heteromorfizm

taramalarinda rutin kullanim igin tercih edilir bir yontem degildir.

QFQ ve MG/DAPI yontemlerinde karsilagtigimiz en biiyiitk zorluk,
fluoresan fotograflarin banyosu ve basilmasinda, yeterli bilgiye ve deneyime
sahip fotograf uzmam ve ekipmani olmamasindan kaynaklanan fotograf

kalitesinde yetersizlik oldu.

Polimorfizm calismalannda fluoresan ydntemler, bazi durumlarda C
bantlamay: destekleyici yontemler olarak kullanilabilir. Bugiin C-bantlamanin
yetersiz kaldigr durumlarda, ¢cok daha spesifik olan molekiiler sitogenetik
yontemler bilgi verici olmaktadir. Restriksiyon enzimleri ile istenilen bolgenin
kesilip Giemsa ile boyanmast (Alu I/Giemsa, Taq I/Giemsa) (28,56) ve In
situ hibridizasyon teknikleri daha 6zgiin olmaktadir. Molekiiler tekniklerin
pahal: ve uygulanmas: zor teknikler olmas: sebebiyle C bantlama 6n g¢aligma
olarak kullanidmaktadir.
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_ VIL.OZET P SRy 4L

Heteromorfizmler toplumda yiiksek siklikla rastlanan ve fenotipik bir
etki gostermeyen kromozomal degisikliklerdir. Kromozomlardaki bu
polimorfik bolgeleri incelemek amaciyla CBL, QFQ, MG/DAPI ve Ag-NOR
yontemleri kullanildi. Bu yontemlerden CBL tiim olgulara, MG/DAPI, QFQ
ve Ag-NOR omekleme geklinde uygulanarak bu yontemlerin birbirlerine
tstiinliikleri kargilagtinldi.

[.U. Genetik ve Teratoloji Aragtirma ve Uygulama Merkezi'ne
kromozom analizi icin bagvuran 50 olguda uygulanan CBL bant ydntemiyle,
heteromorfik bolgelerin degerlendirmesi yapildi. 1. kromozomun gh bdlge-
sinin “Normal” olarak degerlendirilen varyant, 9. ve 16. kromozomlann gh
bolgelerinin “kiiciik” olarak degerlendirilen varyantlar, Y kromozomunun
“Blylik” ve “Normal” olarak degerlendirilen varyantlan en biyiik grubu

olugturdu.

Fluoresan yontemlerdeki giiclilkkler sebebi ile rutin polimorfizm
taramalaninda CBL bantlamanin daha kullamgh oldugu ortaya kondu.
Fluoresan yontemlerin de CBL'yi destekleyici yontem olarak kullanilmasinin

daha uygun olacagi sonucuna vanld:.
Ag-NOR yOntemi ise akrosentriklerin NOR bolgelerini gosterdigi icin

diger yontemlerle karsilastirmasi yapilmadi. Akrosentriklerin NOR’larinda

varyasyon Omekleri gosterildi.
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VII. SUMMARY

Heteromorphisms are chromosomal variants seen in high frequency in

the population without having a phenotypic effect.

CBL, QFQ, MG/DAPI and Ag-NOR techniques were used to analyse
the chromosomal polimorphisms. While CBL banding has been applied on
all cases, MG/DAPI, QFQ and Ag-NOR techniques were applied on selected

cases in order to compare the efficiency of the methods in the analysis of

heteromorphisms.

" The heteromorphic sites of the 50 cases referred to Istanbul
University, Genetic and Teratology Research Center (GETAM) were
evaluated by CBL banding. “Normal” variant of the qgh region of
chromosome 1, “Small” variant of the gh regions of chromosomes 9 and 16

and “Large” and “Normal” variants of the Y chromosome were found in

higher frequency.

Due to the inadequacy of the fluorescent techniques, CBL was
observed to be more useful in rutine screening of the polimorphisms. And

the fluorescent techniques were needed to be used to support CBL.

Ag-NOR technique was not compared with the other techniques since

it is only used to show the variations in NOR regions in the acrocentric

chromosomes.
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