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OZET

Bu c¢alismada konvensiyonel sitogenetik yontemlerle
karyotipleri normal bulunmus, bes ve daha fazla spontan dastkleri
olan ciftlerde, molektler sitogenetik bir yontem olan Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) teknigi uygulanmig ve kromozomlarin telomerik
bélgeleri kriptik translokasyonlar agisindan aragtirilmigtir.

Calismaya toplam 5 ¢ift dahil edilmistir. Olgularin timune GTG
bantlama ile kromozom analizi yapildiktan sonra normal karyotipe
sahip bireyler immuinolojik, endokrin ve anatomik faktorler agisindan
incelenmistir. Degerlendirilme sonucunda normal bulunan olgulara
telomere 0Ozgl c¢oklu prob seti kullanilarak Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) teknigi uygulanmstir.

FISH ile elde edilen sinyallerin floresan mikroskopta
incelenmesi sonucunda; bir ciftin esinde 3 ve 10 nolu kromozomlar
arasinda kriptik translokasyon saptanmustir. Bagka bir ¢iftin esinde
ise 20 nolu kromozomun kisa kolundaki sinyal, farkli bir
kromozomda bulunmustur. Ayrica 3 ailenin bireylerinde polimorfizm

olarak degerlendirilen sinyalin fazlahg: veya yoklugu gozlenmistir.

Bu ¢alismanin sonucunda, karyotipi normal bulunan ve nedeni
bilinmeyen tekrarlayan distkleri olan giftlerin, telomere 6zgi ¢oklu
prob seti kullamilarak kriptik translokasyonlar agisindan
degerlendirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmustir. Ayrica bu ciftlerin daha
sonraki hamileliklerinde prenatal tam uygulanabileceginden ailelerin
saglikli fetusa sahip olmalarina imkan saglanabilecektir.

Anahtar Kelimeler:Kriptik Translokasyon, FISH, Telomerik Prob, Tekrarlayan Diigiikler.



ABSTRACT

In this study, Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
analysis was used to detect cyrptic translocations in the
chromosomal telomeric regions of five couples who have five and
more spontaneous abortions and whose karyotype were normal by

using conventional cytogenetic techniques.

Chromosome analysis was performed in five couples and the
patients who had normal karyotype were investigated for
immunological, endocrinological and anotomical factors. FISH by
multible probe sets spesific for telomeres was applied to patients who

were evaluated to be clinically normal.

By using the telomere spesific probes, we identified the signals
using fluorescence microscope. In one couple we determine a cryptic
translocation between chromosome 3 and 10. And in another couple
the signal in the chromosome 20 was detected in another
chromosome which is not identified. Besides, in this couple and the
other two couples we observed polymorphism as the presence and

absence of signals.

The approach will be helpful for screening -cyrptic
translocations by using telomere spesific multiple probe sets in
couples who had recurrent miscarriages. As prenatal diagnosis will
be available for these couples for future pregnancies, it will be
possible to help these families to have healthy fetuses.

Key Words: Cryptic Translocation, FISH, Telomeric Probe, Recurrent Miscarriages.
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GIRiS VE AMAC

Yeni dogan bebeklerin yaklagik % 3-4'linde konjenital anomali
bulunmaktadir. Konjenital anomali ile dogan bireyde ise 1/250
siklikla dengesiz kromozom abnormaliteleri gozlenmektedir. Bunun
yaninda, bitiin gebeliklerin % 15-20’si habitliel dastik ile
sonlanmaktadir ve bu disltklerin %50si de kromozomal
abnormaliteden kaynaklanmaktadir (1-3).

Habithel distklerde en sik goézlenen f6tal kromozom
abnormalitesi trizomiler olup, 13, 18 ve 21 nolu kromozomlarin
trizomisi % 9 oraninda goralmektedir. Diger en yaygin goézlenen
kromozomal aberasyonlar ise monozomi X ve poliploidilerdir (4,5} .

Habitliel disige neden olan yapisal kromozomal
abnormalitelerin % 3-8ni ebeveynlerde bulunan resiprokal
translokasyonlar olustﬁrmaktadlr. Genetik materyallerinde herhangi
bir kayip olmayan translokasyon tasiyicist ebeveynler, fenotipik
olarak saglikhi bireylerdir. Fakat bu bireyler 2/3 oraninda dengesiz
gamet tastyan ogul doller olusturabileceginden, bu gameti iceren
fetus, yuksek siklikta habitiel dagik ile kaybedilir (6-9) .

Habitliel disiklere neden olan pek c¢ok kromozom
abnormaliteleri konvensiyonel sitogenetik yontemlerle
belirlenebilmektedir. Ancak kromozomlarin telomerik bdlgeleri
Giemsa bantlamalarda negatif boyandigindan, bu bdlgelerde yer alan
kriptik translokasyonlarin belirlenebilmesi i¢in, molekiiler sitogenetik
bir yontem olan FISH teknigi kullanilmaktadir. Bu teknikte
kullamilan problar her bir kromozomun telomerik bdlgesine 6zgiil



dizilerle hibridize olacagindan, bu bélgeleri kapsayan kromozomal
yeni dlizenlenmeler floresan mikroskop altinda gézlenmektedir (4,10).

Bu c¢alismada; S5 veya daha fazla duslGge sahip ciftlerde
kromozomlarin  telomerik  kismunda ~— gortlebilecek  kriptik
translokasyonu, bltln kromozomlann telomerik bdlgelerine 6zga
problar kullanarak, molekiler sitogenetik bir yéntem olan floresan in
situ hibridizasyon (FISH) teknigi ile saptamak ve belirlenen
kromozomal abnormaliteler hakkinda aileleri bilgilendirerek gelecekte
saglikli ¢ocuklara sahip olabilmeleri igin genetik damigma vermek,

amagclanmastir.



GENEL BILGILER

Insan genomunun, diploid konumda yaklagik 6 ile 7 milyar baz
cifti icerdigi ve 23 kromozom ¢iftinde lineer olarak organize oldugu
bilinmektedir. Canlihgin strekliligi i¢in, canlinin tasidifi genomun
dlizenli ve stabil olarak kusaktan kusaga aktanlmasi zorunludur
(10).

2.1. Kromozomlarin Temel Yapis1

Insan metafaz kromozomlari sentromer pozisyonlari ve
boylarina gére metasentrik, submetasentrik ve akrosentrik olmak
Uzere Ug¢ farkl: sekilde bulunurlar. Bir kromozomda bir sentromer ve
iki telomer bélgesi bulunur. Bu iki yapr kromozomlarin dogru

béltinmesi ve devamliliginda son derece énemlidir.

2.1.1. Sentromer

Sentromer bdlgeleri, bir kromozomun merkezinde yer alarak,
kromozomu uzun ve kisa kol olmak (izere ikiye ayiran ve tekrarlayan
diziler iceren konstitGf heterokromatin yapidan olusur. Bir
kromozom, iki kromatidini bir arada tutan sentromer ile, metafaz
evresinde ig iplikciklerine tutunmakta ve anafaz evresinde
kromatidlerin iki ayri kutuba hareketinden sorumlu olmaktadir. Bu
nedenle, hiicre bolinmesi sirasinda genetik materyalin yavru
hticrelere esit miktarda dagiliminda anahtar rol oynarlar (11-13).



2.1.2. Telomer

Telomerler, 6karyotik organizmalarda lineer kromozomlarin her
iki u¢ kismunda yer alan 06zgul, DNA tekrar dizilerinden ve bu
tekrarlayan dizilere baglanan proteinlerden olusan yapilardir. insan
telomerik DNA’si, kromozomun ucuna dogru 5-3' yoénlinde
yerlesmis, korunmusg, basit tekrarli (TTAGGG)n 2-20 kb’lik dizilerden
olusur (14). Telomerik DNA dizileri ve yapisi, ¢esitli 6karyotik tirler
arasinda benzerdir. Ornegin Tetrahymena’da GGGGTT, Euplotes'de
GGGGTTTT, Plazmodium’da AGGGTT(C/T), Homo sapiens’de ise
TTAGGG olarak bulunmustur (15).

Telomerler, kromozom replikasyonu, ntkleer yikim, kromozom
stabilitesi, gen ekspresyonu, insan timoér formasyonu, hicre
bélinmesi ve yaslanmada gorev almaktadirlar (16). Telomerlerin en
onemli 6zelliklerinden birisi de, oldukca farkli 6karyot tirleri iginde
bile tekrarlayan DNA dizilerinin korunmus olmasidir.

Replikasyon sirasinda kesikli zincirde kGigiik DNA fragmentleri
eslesmeden kaldigi zaman telomerik tekrarlar herbir hilicre siklusu
boyunca kaybedilir (17). Telomerin tim uzunlugu genetik kontrol
altindadir. immortal hiicrelerde, degredasyon ve tam olmayan
replikasyon ylUzilinden telomerik DNA'min kaybi, telomerik dizilerin

uzamasinda rol oynayan telomeraz enzimi ile 6nlenmektedir (18).

Telomeraz, kisa bir RNA komponenti igeren biyltk bir
ribontkleoproteindir. Bu enzim, TTTGGG tekrarlarinin sentezi icin
primer olarak Guanin ve Timin bazlarini iceren telomer zincirinin 3'-
OH grubunu kullanir. Telomeraz enziminin RNA komponenti,
Guanince zengin tekrarlayan dizinin sentezlenmesi i¢in kalip gorevi
yapar. Cunkd bu dizinin komplementeri enzimin yapisinda bulunur.
Enzim, aralikh olarak ilerler. Kalip RNA, DNA primeri {zerinde



yerlesir ve birka¢ ntkleotid primere eklenir ve sonra enzim tekrar
baglanmak icin transloke olur. RNA Uzerinden sentezlenmis olan
DNA zincirinin komplementeri, DNA polimeraz ile tamamlandiktan
sonra DNA ligaz ile fosfodiester bagi kurularak telomerik dizinin
sentezi tamamlanir (19).

Telomere baglh proteinler, telomeraz enzim kompleksinin
telomere baglanmasimm dolayisiyla aktivitesini, telomerik tekrar
dizilerinin kaybinin o6nlenmesini ve telomer boyunun korunmasini
saglarlar. Ayrica bu proteinler telomerlerin tek ve ¢ift dal ucglarnni
sapka gibi sararak ve t-ilmek olusturarak onlar1 yikilmaktan
korurlar. Bu telomere bagh proteinlerin bir kismi telomer tek
zincirinin uzamasin saglarken, bir kuism da asinn uzamasin engeller.
Ornek olarak, Trfl1P ve Trf2P proteinleri verilebilir. Bu iki protein tim
insan kromozomlarimin telomer bdlgesinde bulunmaktadir. Ancak
TrflP telomer uzamasii baskilarken, Trf2P kromozomlar arasinda
fGzyon olusmasimi engeller ve boylelikle telomerlerin yapisinin

korunmasi saglanmis olur (20).

Subtelomerik bdlgelerin bayukltgi ve kompleks olusu, bu
bélgelerin molekiler seviyede analiz edilmesini zorlagtirmaktadir. Bir
kromozomun subtelomerik dizisi, baska bir kromozom ve kendi
homologu ile yaklagik % 95 oraninda aymidir. Ornegin 4p' nin telomer
bélgesinde bir zinc finger geni bulunmaktadir. Bu genin 3. ekzonu
13p, 15p, 21p ve 22p'deki telomerik dizilerle homoloji gosterirken, Xq
ve Yq subtelomerik bélgesinde yer alan interlokin 9 reseptér geni
kismi olarak 16p, 9p ve 10q telomerleri ile homoloji géstermektedir.
Bu yuksek derecedeki dizi benzerligi, telomerik bdlgeler arasindaki
yerdegisimini etkilemektedir. Bu olay sonucunda da kromozomal yeni
olusumlar meydana gelebilmektedir (21).



Klinik sitogenetikte, telomerik bélge igerdigi genler nedeniyle
onemli bir bdlgedir. Clinkl bu bélgedeki ¢ogu bantlar G-negatiftir ve
bu bolgedeki kriptik translokasyon ve delesyonlar konvensiyonel
sitogenetik yontemlerle tanimlanamamaktadir (22). Bu nedenle
molekiiler sitogenetik bir yontem olan FISH, daha detayli inceleme
gerektiren problemli olgularda telomerik bélgelerin incelenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (23).

2.2, Kromozom Aberasyonlari

Spontan dustklerin yaklasik olarak yarisindan kromozomal
abnormaliteler sorumlu oldugundan, konjenital malformasyonlara
sahip fettsler kaybedilmektedir. Tim hamileliklerde % 7.5 oranda
kromozom aberasyonlar1 go6zlenmektedir. Otozomal veya seks
kromozom abnormalitelerine sahip fetlslarin ise yaklasik % 5'i
dogmaktadir. Bu nedenle kromozom aberasyonlarinin canh
dogumlarda sikhig % 0.6' dir. Erken spontan dustiklerde % 60, geg
spontan dusliklerde % S5 oraninda ~ kromozomal abnormalite
gortlmektedir. Kromozomal abnormaliteler, sayisal ve yapisal olmak
Uzere iki bashk altinda toplanmaktadir (24).

2.2.1. Yapisal Abnormaliteler

Yapisal abnormaliteler kromozom kiriklari sonucu ortaya
cikmaktadir. Bir kromozom kinldig1 zaman iki kararsiz yapiskan ug
meydana geldiginden genellikle tamir mekanizmasi, gecikmeksizin bu
iki ucu tamir etmektedir. Bununla beraber, ayni kromozom tizerinde
yada farkli kromozomlar tzerinde birden fazla kirikk meydana gelirse o
zaman tamir mekanizmas:1 bir yapigkan ucu digerinden ayirt
edemediginden uglarda yanhs eslesme olasilifi ortaya ¢ikmakta ve
béylece yeni dlizenlenmis kromozomlar olusmaktadir (25). Yapisal
kromozom bozukluklan alt1 ana baglhik altinda toplanmaktadir.



1- Translokasyon

2- Delesyon

3- Duplikasyon

4- [nversiyon

5- Halka kromozomu

6- [zokromozom
2.2.1.1. Translokasyon

Translokasyon, kromozomlar arasinda kromozomal materyalin
yer degistirmesidir. Bu degisme genellikle DNA 'da higcbir kayba
neden olmaz ve birey klinik olarak normaldir. Bu translokasyona
dengeli translokasyon adi verilir. Ancak bu durum gelecek nesil i¢in
tibbi acgidan Onemlidir. Clnkd dengeli translokasyon tasiyicilari
kromozomal olarak dengesiz dobller verme riskini tasirlar (16). Olus
mekanizmasina gore translokasyonlar i¢ ana grupta olup resiprokal,

Robertsonian ve insersiyon seklinde gértilmektedir.
Resiprokal Translokasyon

Iki non homolog kromozom arasinda kromozom materyalinin
karsiikh yer degistirmesi sonucu olusmaktadir. Yeni doganda 1/500
oraninda gbzlenmektedir. Ancak translokasyonun gerceklestigi kirik
noktasinda yer alan genlerde bir mutasyon meydana gelirse yada
mikroskobik olarak gozlenemeyen ¢ok ki¢ilk bir delesyon olursa veya
translokasyon sonucu bagka bir kromozomal bdlgeye yerlesen gen
yeni pozisyonu nedeni ile inaktif hale gelirse, ogul déllerde anormal
klinik bulgular ortaya ¢ikabilmektedir.

Aralarinda resiprokal translokasyon gerceklesen kromozomlar

I. mayoz béliinme sirasinda homolog bélgelerin affinitesinden dolay:

oG M EVESC

T TaATASTOR



ciftlesme egilimindedirler. Dolayisiyla I. mayozun pakiten evresinde
pakiten konfrigasyonu adi verilen quadrivalent bir yap: olustururlar.
I. mayotik boliinme meydana geldiginde bu quadrivalent yap: degigik
segregasyon modelleri goésterir. Bunun sonucunda 1/6 oraninda
normal, 1/6 oraninda dengeli tasiyici, 4/6 oraninda ise dengesiz
gametler olusur. Bu gametlerin dodllenmesi sonucu olusan zigot
genellikle spontan dtstklerle kaybedilir. Dengesiz kromozomal
anormallik bulunduran fetiis dogsa bile mental retardasyon ve agir
konjenital malformasyonlar géraltar (26,27).

Rutin sitogenetik bantlama yéntemleri ile belirlenen bu
translokasyon boélgeleri, kromozomlarin telomerik bdlgelerinde yer
aldiginda ¢ok ufak bdlgeleri kapsadigindan ve benzer oldugundan
bazen tamimlanamamaktadir. Bu nedenle bu tip translokasyonlar son
zamanlardaki yaymlarda kriptik translokasyon olarak
isimlendirilmektedir.

Robertsonian translokasyon

Iki akrosentrik kromozomun kisa kollannin kaynasmasi
sonucu meydana gelmektedir. Yeni doganlarda 1/1000 oraninda
gbzlenmektedir. Bu tip translokasyonun buylk cogunlugu % 74
oraninda 13 ve 14 nolu kromozomlar, % 8 oraninda 14 ve 21 nolu
kromozomlar, geri kalan % 8’si yaygin olmayan non- homolog
akrosentrik kromozomlar arasinda gériimektedir.

Robertsonian translokasyon tasiyicilarinda spermatogenezis
hatas1 olusmaktadir. Genelde fertilitede herhangi bir azalma
olmamasina ragmen aymn ailede ayni tip translokasyon tasiyicisi olup
da infertilite g6ézlenen bireyler bulunabilmektedir (28).



Insersiyon

Bu translokasyon tipinde bir kromozomda meydana gelen
aralikh iki kirilma, o kromozomdan ara par¢anin ayrimasina neden
olur. Ayrilan bu ara segment diger bir kromozomda tek bir
kromozomal kink tarafindan olugmus arahifa girer. Ayrilan parca
yonuinu degistirmeden yani TUzerindeki DNA dizilerinin sirast
degismeden diger arahi§a giriyorsa buna direk insersiyon denir. Eger
ters donerek diger araliga giriyorsa ters insersiyon denir. Ayrica
kromozomdan ayrilan ara segment ayni kromozomda meydana gelen
bagka bir arahia da girebilir. Buna intrakromozomal insersiyon denir
(16).

2.2.1.2. Delesyon

Delesyon bir kromozomun kisa yada uzun kolunda segment
kaybidir. Bu segmentin buyUklGgline ve tUzerinde tasidig islevsel
genlerin sayisina bagh olarak ortaya ¢ikan klinik bulgular degisir.
Kaybolan segmentin kromozomal lokalizasyonuna goére delesyonlar

terminal ve ara delesyon olmak UGzere iki sekilde géralir.

Kromozomal delesyon, homolog kromozomlar ve kardes
kromatidler arasinda meydana gelen esit olmayan kros-over sonucu
olusur. Delesyon sonucunda, kromozom kirilmasini takiben asentrik

segment kaybolur (29).

2.2.1.3. Duplikasyon

Bir kromozomal segmentin bulundugu kromozom uzerinde iki
kere kendini tekrarlamasi ile duplikasyon meydana gelir. Duplike
olmug segmentin pozisyonuna ve yerine gore duplikasyonlar g

grupta toplanmaktadir.



1-Tandem duplikasyon: Duplikasyona ugramis segmentin orijinal
kromozom bdlgesine ayru sekliyle yerlegsmesidir.

2-Ters duplikasyon: Duplikasyona ugramig segmentin ters ddnerek
orijinal kromozom bdlgesine yerlesmesidir.

3-Displaced duplikasyon: Duplike olan segmentin ayni kromozomun
farkl bir bolgesine yerlesmesidir.

Duplikasyonlarin ortaya cikisinda iki mekanizma
gbzlenebilmektedir. Birincisinde, homolog kromozomlar Ust uste
gelerek cakisirlar ve gcakisan bdlgeden kromozomlar kirilir. Kopan
segmentin diger kromozoma yerlesmesi sonucu duplikasyon ortaya

cikar. ikincisinde ise esit olmayan kros-over gortilir (30).

2.2.1.4. Iinversiyon

Bir kromozomda olusan iki kink sonucunda arada kalan
segment 180° donerek aym yere yeniden yapisir. ki kink, kollardan
sadece birinde olmussa genlerin siras: degisir fakat yapis1 degismez
(Parasentrik inversiyon). Sentromeri de i¢ine alacak bicimde kollarin
her ikisini kapsayan inversiyon gergeklesirse, hem yap1 hem de gen
sirasi degisir (Perisentrik inversiyon). Perisentrik inversiyonlar iginde
yanlizca 9pll;ql3 bodlgelerini iceren perisentrik inversiyon
polimorfizm olarak bilinmektedir. Bunun diginda kalan inversiyonlar
dengesiz kromozomal yeni diizenlenmeler bulunduran ogul doller
olusturabilmektedir (31, 32).

2.2.1.5. Halka Kromozom
Halka kromozom 1/25000 sikhkla gérdlir. Bunlarin yarisi

akrosentrik kromozomlardan kaynaklanir. En yaygin gérilen
seklinde, kromozomun her iki ucunda terminal bélgede kiriimalar
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meydana gelir. Bu kirilmalar sonucu birlegmeye egilimli iki yapigkan
ug¢ olusur. Bu uglann birlesmesi sonucu halka kromozom meydana
gelir. Bu sekilde olusan halka kromozom mitoz bélinmede stabil
degildir. Ayrica bazi neoplastik hastaliklarda, érnegin astrocytomada
telomer-telomer Dbirlesmesi ile halka kromozom olusumu
gerceklesmektedir (33).

2.2.1.6. izokromozom

Kromozomlar mayoz I, mayoz II veya postzigotik mitoz
evresinde sentromerlerinden boyuna bélinerek iki ayn kutba gog
ederler. Kromozomlar boyuna degil de enine béltindlkleri zaman bir
kutba kromozomun kisa, bir kutba ise uzun kolu gider. Sentromer
hangi kolda ise o kol replike olur ve bdylece aymi kolun tekrarini
iceren izokromozom tipi yapisal anomali meydana gelir. Olusan

izokromozom monosentriktir.

Hucre siklusunun S fazinda replikasyon sirasinda replikasyon
catalinin birindeki kardes zincirlerin yanls ligasyonu kisa kolun yada
uzun kolun ve sentromerin kismi tekrarina neden olur. Olusan
izokromozom daha ¢ok disentriktir. Bu olusum mekanizmasina U-tipi
degisim yada U-ilmik formasyonu adi verilir. Mayoz ve mitoz
esnasinda gorilmektedir (34).

2.2.2, Sayisal Diizensizlikler

Insan egey hicrelerinde 23 adet kromozom bulunur. Haploid
sayl insanin somatik hucrelerinde iki katina ¢ikar, yani diploiddir.
Temel kromozom sayisindaki artis yada azalislar olarak bilinen
sayisal duzensizlikler Oploidi ve andploidi seklinde ikiye
ayrimaktadir.

11



2.2.2.1. Oploidi

Normal haploid sayinin tam kat: kadar artmasi ile ortaya ¢ikan
oploidide temel kusur, hicrede ¢ekirdek bélinmesi oldugu halde
sitoplazma bélinmesinin olmamasidir. Oploidinin olusumuna dair iki

mekanizma vardir.

1-Endomitoz: Hticre bdlinmesine hazirlik olarak kromozomlar
kati kadar gogalir. Mitoz bélinmenin ilk iki evresi olan profaz ve
metafaz gercgeklesir, fakat anafaz ve telofaz olusmaz. Hicre ve
sitoplazma boéltinmesi de gergeklesmediginden kromozom sayilar: her
bolinmede kati kadar artmis olur. Bu olay endomitoz olarak
adlandirlir.

2-Endoreduplikasyon: Endomitozda oldugu gibi kromozomlar
kat1 kadar artar ya da diger bir deyisle kromatidler bélinir, fakat
hiicre bolinmesi gerceklesmedigi igin, sentromerlerinden birbirine
tutunmus durumda ¢ok sayida kromatidden olusmus kromozomlar
ortaya ¢ikar. Bu olaya endoreduplikasyon denir. Endoroduplikasyon
insanda kanserli dokularda ve spontan digtk materyalinde siklikla
gorilmektedir.

2.2.2.2. Anéploidi

Temel kromozom sayisinin katlari kadar olmayan 2n+1 yada
2n-1 seklindeki artma ya da eksilmelere andploidi denir. Andploidi
olgulan Oploidi olgularindan daha sik gértilmektedir. Andploidinin

ortaya cikisinda iki mekanizma vardir.

1-Kromozomlarin Anafazda Geri Kalmasi: Huicre bolinmesi

sirasmnda kromozomlar sentromerleri ile i ipliklerine tutunarak
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kutuplara gekilirken, anafaz evresinde geri kalmasi durumudur. Geri
kalan bu kromozom homologunun bulundugu yavru hicreye katilir.
Boylece olusan yavru hicrelerden birisi ayni1 kromozomdan iki tane

bulundururken, digerinde bu kromozom hi¢ bulunmayacaktir.

2-Kromozomlarin ayrilamamasi: Bolinmeye hazirlik doneminde
kendini iki katina ¢ikaran kromozomlar, metafaz evresinde ekvatoral
dizlemde toplanirlar. Sentromerlerinden uzunlamasina ikiye
bélinerek her kromatid aynn bir kutba gider ve bélinme olay1
tamamlanir. Kimi zaman kromozomlar uzunlamasina béliinemez ve
bir kutba iki kromatidli kromozom giderken diger kutba kromozom
gitmez. Bu olaya kromozomlarin ayrilamamasi denir. Bu olay hem
mitoz hem de mayoz bdélinmede go6rilebilir. Mitoz bdéllinmede
kromozomlarnn ayrilamamas: sonucunda, kusurun ortaya c¢iktig:
zamana bagli olarak, kromozom sayis1 hiicrelerin bir kisminda fazla,
bir kisminda ise normalden az olacaktir. Sonugta bireyin hicrelerinin
bir kismu monozomik bir kismi trizomik olacaktir. Kromozom
ayrilamamasinin bu tirine mitotik kromozomlarin ayrilamamasi

denir.

Mayoz bolinme sirasinda ortaya c¢ikan kromozomlarin
ayrilamamasi daha 6nemli olup, daha sik gézlenir. Kromozomun ikiye
béltintp her birinin iki ayri kutuba gidememesi sonucu, hiicrelerden
birinde s6z konusu kromozom hi¢ bulunmazken diger hicrede bir
yerine iki tane bulunur. Iki kromozomlu gamet normal kromozomiu
gamet ile birlesecek olursa trizomik zigot olusacaktir. Buna karsilik,
bélinme hatasi sonucunda ilgili kromozomu tasiyamayan gamet
normal kromozomlu gamet ile birlesecek olursa monozomik zigot
olusacaktir.

Mayoz bélinme sirasinda kromozomlarda ayrilamama Mayoz I

veya Mayoz II'de gerceklesebilir. Eger ayrilmama Mayoz I'de olursa
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ekstra kromozom tasiyan gamet maternal ve paternal homolog
kromozomlarin her ikisini de tasiyacaktir. Eger ayrilmama mayoz
II'de olursa, ekstra kromozom ya anneden yada babadan gelecektir
(385- 38).

2.3. Kromozomal Aberasyonlarin Belirlenmesinde Kullanilan
Yontemler

Standart sitogenetik yontemler ile insan kromozomlarinin tima
sahip olduklan dzgiil bant bélgelerine gére tanimlanmaktadir. Rutin
sitogenetik  analizlerde kromozom  Uzerinde 400-500 bant
gézlenebilmektedir. Bu ydntemle ancak kromozomal bdlgesine bagh
olarak 5-10 Megabazlik DNA igeren yeni olusumlar belirlenebilir.
Oysa ki yuksek rezolisyon yodntemleri (HRB) ile 850-1000 bant
gbzlenmektedir.1990’h yillarda 2 Megabazdan daha kigtk yeni
olusumlan belirlemek igin gelistirilen Floresan In Situ Hibridizasyon
(FISH) yo6ntemi, gunimuizde pek ¢ok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir (24, 39).

2.3.1. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Molekdiler biyolojik tekniklerdeki hizl ilerlemelerle son yillarda,
belirli bir DNA pargas: smirsiz sayida c¢ogaltilabilmekte, niikleotid
dizileri ¢ok kisa stre igerisinde kolaylikla saptanabilmekte, aym
tekniklerin modifikasyonlan ile izole bir gen degistirilebilmekte ve
tekrar kdltirdeki hiicrelere geri verilebilmektedir Tim bu yéntemler
in vitro sartlarda uygulanirken, doku, hicre yada kromozomun
oldugu yerde incelenmesine olanak saglayan yegane yéntem In Situ
Hibridizasyon (ISH) teknigidir (40).

[lIk baslangicta radyoaktif madde kullamilarak uygulamaya
konulan bu yontemde radyoaktif maddenin pahalihig, yar1 6mrq,

14



toksik etkisi ve uzaklastiriilmasi gibi 6nemli sorunlar yeni arayislara
neden olmustur ve 1991 yilindan beri floresan ile isaretlenmis
nikleotid analoglarinin direk ve indirek ISH y6ntemlerinde
kullaniimaya baglanmasiyla, FISH bugtin en ¢ok tercih edilen yontem
haline gelmistir. FISH yontemi andploidi ve yapisal kromozom
abnormalitelerinin  belirlenmesinde, gen amplifikasyonu, gen
haritalanmasi, seks tayini, prenatal tam: ve kanser sitogenetigi gibi
bircok alanda kullaniimaktadir (41-46).

Bu teknigin uygulanmasinda en 6nemli asama prob sec¢imidir.
Kullanilacak probun incelenecek materyale, degerlendirilecek
anomali tipine ve bélgesine uygun olmasi gerekir. FISH tekniginde
baslica kullamilan problar sunlardir:

e Tekrarlayan dizi problarn (satellit problan)
e Lokusa 6zgl problar

e T{m kromozomu boyayan problar

¢ Banda 6zgl problar

¢ Telomer bdlgesine 6zg problar (40).

Cogu kromozomlara spesifik olan sentromerik satellit DNA
problart ve tim kromozom boyama problan (wcp) konvensiyonel
metodlarla saptanamayan kromozomal yeni olusumlar
belirleyebilmek i¢in kullanilmaktadir. Tim kromozom boyamasi ve
ters kromozom boyamas: ki¢lk kromozomal bélgeleri iceren yeni
olusumlan belirlemede kolayhk saglasa da telomerik bdélgelerdeki
degisimler gbzden kacgabilmektedir. Bu ylzden, 0&zellikle sebebi
bilinmeyen mental retardasyon ve tekrarlayan dislik endikasyonlar:
olan bireylerde telomerik bdlgelerdeki kriptik translokasyonlarin
ortaya c¢ikarilmasinda herbir kromozomun telomerik bélgesine 6zgl
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¢oklu prob seti kullamilarak FISH ydnteminin uygulanmas: son
yillarda biytk 6nem kazanmustir (7,47,48).

2.4. Spontan Diisiikler

Hastanin kendisi, hekim veya bir bagkas1 tarafindan
uygulanmaksizin gértilen butin disdkler, spontan dusik olarak
kabul edilmektedir. Poptilasyonda klinik olarak saptanabilen spontan
distk orami % 10-20 olarak belirtilmektedir (49). Ulkemizde yilda
yaklagik 1 milyonun tzerinde spontan distk olmaktadir. Ancak
erken donemde ortaya ¢ikan duistiklerin klinik olarak tamimlanmasi
olduk¢a zor oldugundan dusgidk oramimi tam olarak séyleyebilmek
mumkin degildir. CuUnkG bunlar kadinlar tarafindan adet
dizensizligi olarak tamimlanir ve menstural dusiikler olarak
adlandirihir. Cok erken gebelikleri saptayabilen hassas gebelik testleri
kullanildiginda, gebeliklerin yaklastk % 40-50’sinin disukle
sonuglandig ileri strilmektedir (SO, S1).
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Tablo 1. Ciftlerde gériilebilecek, tekrarlayan erken gebelik kayb: riski Tablo 1’de
verilmektedir (50).

Daha 6nceki Kayip Sonraki Gebelikte
Sayis1 Kay1ip (%)
0 % 12
En az bir canli
1 % 24
dogum yapan 5 T3
kadnlar 3 % 30
4 % 26
Hi¢ canh dogum 2 veya daha fazla % 40-45
yapmayan kadmlar

2.4.1. Patoloji ve patogenezi

Dusiiklerin ¢ogu, embriyo 6ldiikten 1-3 hafta sonra gerceklesir.
Desidua bazalis’'de kanama vardir. Implantasyon yerinde nekroz ve
inflamasyon olur. Ovum implantasyon alanindan kismen ya da
tamamen ayrilir ve bu durum uterus icinde yabanci cisim olarak
algilanip uterus kramplarina yol agar, serviks acilir, gebelik @rtini
disariya atilir.

Gebelik Grand embriyo 6ldiikten sonra uzunca bir siire uterus
kavitesi digsina atilmamigsa (missed abortus), ovum etrafindaki kan
pihtilan1 saglam, sert bir kapsil olusturur. Buna kornedz mol veya
Breus Mol (kan molil) denir. Tim distklerde plasental villuslarda
hidropik dejenaragyon vardir. Bazen amniyon siwvisi absorbe olur,
fetus kurur ve hpsing altinda kalarak parsimene benzer (fetus
papiraceus} bir yapr-gésterir. Bu duruma daha ¢ok ikiz gebeliklerde

v w s

fetusun bir tanesi 6ldGginde rastlanir (52).

17




2.4.2, Etiyoloji

Spontan dustliklerde etiyoloji fétal, maternal ve paternal
faktorler olarak 3’e ayrilmaktadir.

2.4.2.1. Fotal Faktorler

Ik 6-8 haftadaki spontan diistklerin % 50-80’inde fetise ait
bir genetik bozukluk ya da bir malformasyon saptanmaktadir. 8-12
haftalar arasinda bu oran % 25’%¢ duser. Ortalama olarak, 12. haftaya
kadar olan dtstklerde kromozom anomalisi ve ona bagh
malformasyon orani % 50°dir. Malformasyonun nedeni kesin olarak
bilinmemekle birlikte, trofoblastin implantasyonu sirasinda bir
bozukluk oldugu duGstntilmektedir. Maternal viral hastaliklarin ve
sitotoksik ilaglarin implantasyonu bozdugu iddia edilir. Ovum ve
spermatozoadaki bir genetik bozuklugun malformasyonun nedeni
olabilecegi ileri stGrtlmektedir (50).

2.4.2.2. Maternal Faktorler

Akut enfeksiyonlar: tanima kriteri, infektif ajana karsi spesifik
immunoglobulin M (IgM)nin uygun gebelik haftasinda kordon
kaninda ytlksek oranda saptanmasidir. Bir gebe kadinda bir patojen
ajana karst immunoglobulin G (IgG)nin saptanmas: ise sadece o
ajanla daha 6nce karsiasmis oldugunu ve organizmanin bir yanit
olusturdugunu gostermektedir. Annenin aktif enfeksiyon gecirdiginin
gosterilmesi icin anne kaminda IgM’nin titrasyonunun arttifinin
gbsterilmesi gerekmektedir. Akut sistemik enfeksiyonlarin, 6zellikle
Listeria, Vibrio, Salmonella ve Vaksinia infeksiyonlarinda dustge
neden olabilecegi o6ne surilmektedir. ilk trimesterde gecirilen
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TORCHES (Toksoplazma, Rubella, Sitomegaloviriis, Herpes tip 2,
Sifiliz) akut enfeksiyonlar1 abortusa yol agabilmektedir (53).

Maternal faktor olarak toksik etmenlerden anestezik gazlar
hem abortus oranini ve hem de fétal anomali riskini yaklasik olarak 2
kat artirmaktadir. Ayrica kolgisin, antineoplastik ilaglar, Niteolitik
ajanlar (6strojen vb.) gibi kimyasal maddeler ve belirli dozun Gzerinde
alinan radyasyon duigige yol agabilmektedir. Cevresel faktoér olarak
da alkol ve sigaranin da abortus oranini arttirdig: iddia edilmektedir.
(52, 49,54).

2.4.2.3. Paternal Faktorler

Babanin oligospermisinin veya hiperspermisinin, sperm DNA
iceriginin anormal miktarda azalmasina yol agarak diistife neden
olabilecegi ileri strtlmektedir. Ayrica spermdeki kromozomal
abnormaliteler de spontan diigGige neden olmaktadir (55).

2.4.2.4. Genetik Faktorler

Canli dogan 100 bebekten bes tanesinde kromozom anomalisi
vardir. Zigotlardaki ger¢cek kromozom anomalisi orami ¢ok daha
fazladir. Ancak, kromozomal bozuklugu olan zigotlarin % 90’dan
daha fazlasi dlsuikle atilmaktadar.

Spontan dugtklerde daha ¢ok andploidi tarzinda kromozom
anomalisi gdzlenmektedir. ilk trimester disiiklerinde en ¢ok
rastlanan  kromozom = bozuklugu  trizomilerdir. Kromozom
anomalilerinin yaklasik % S0’sini otozomal trizomiler olusturur. En
sik 13, 16, 18, 21 ve 22 nolu kromozomlarin trizomisi gézlenir. Bunu
% 20 olguda monozomi X (Turner sendromu), % 15 olguda triploidi ve
% S olguda tetraploidi izlemektedir. Ayrica anne ya da babada dengeli
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translokasyon tastyicihig var ise ogul dollerde kismi trizomi ve kismi
delesyon gézlenebilmektedir (56). '

2.5. Habitiiel Diisiik

Arka arkaya 1i¢ spontan dusik oldugu zaman kadinin
tekrarlayan disik yapma sansi artmaktadir. Bu durum habitiel
disik (tekrarlayan diisik) olarak adlandirilmakta olup klinik olarak
tanimlanabilen hamileliklerde % 0.4-0.9 oraninda gdzlenmektedir
(57). Arka arkaya 3 disik yaptiktan sonra saglikli bir gebeligi
stirdurebilme gans1 % 65-70 iken, 5 ardisik dustikten sonra dogumla
sonlanan gebelik sans1 % 40-50'ye inmektedir (58).

HabitGel disik nedenlerinin arasinda immunolojik, endokrin,
anatomik, genetik faktbrler yer alabilmekle beraber bazen nedeni
bilinmemektedir.

2.5.1. Immiinolojik Problemler

Habitiel disik olgularinin biydk bir ¢ogunlugunda yapilan
testler sonucunda bir etiyolojik faktér belirlenememistir. Bu nedenle
bu sorunun altinda, immunolojik bir kéken oldugu distintlmektedir.
Bu immunolojik nedenler iki grupta toplanabilir.

Otoimmiinite (Kendi Antijenleri)

Otoimmun hastalifi olan kadinlarda, dastklerin normal
poplulasyona gore daha sik oldugu bilinmektedir. Buradan yola
¢ikarak yapilan c¢alismalarda baz abortus olgularinda serumda
otoantikorlarin  varlg@  bildirilmektedir. Bu grup antikorlar
antifosfolipit antikorlari olarak adlandinlmaktadir. IgG ve IgM
yapisinda olabilen bu antikorlar, hilicre membranlarindaki
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fosfolipitlere karsi Uretilmislerdir. Bu antikorlardan en iyi bilineni

lupus antikoagtilandur.

Alloimmiinite (Yalanci Antijenler)

Annede ve fetusda Insan Loékosit Antijeni (HLA) ve
trofoblastlarda bulunan TLX antijen sistemi annenin antijenik
yapisiyla uygun olmadigi halde annede c¢ocuga karsi immin yanit
gorilmemektedir. Bunun nedeni, antijenlerin blokan faktérler
tarafindan baskilanmasidir. Eger anne ve baba dolayisiyla da ¢ocuk
arasinda antijenik benzerlik varsa bu blokan faktérler Gretilemez ve
bu durumda anne fetlisa kars: antikor tiretir. Bu da abortusa neden
olur. Dolayisiyla anne ve babanin antijenik yap:1 benzerligi
oldugundan tekrarlayan dustiklere neden olacaktir. Buna karsihik
son yilarda bir¢ok arastincinin gériisli, anne ve babanin antijen
sistemlerinin birbirine benzerliginin ashinda bir habitiel dasitk
nedeni olmadigidir. Bu arastirmalar HLA sistemleri birbirine
benzeyen insanlarda ayni gen bozukluklarinin olabilecegi ve resesif
gen bozukluklarinin bulundugu bu kigilerin cocuklarinda da
hastaligin tipki akraba  evliliklerinde oldugu gibi sik ortaya
¢ikabilecegini ileri strmektedir. Bu nedenle bu gruba sokulan
hastalarin etiyolojilerinin altinda gen defektlerinin  oldugu
distntlmektedir (59, 60).

2.5.2. Endokrin Faktorler
Hipotiroidizm, hipertiroidizm, hiperprolaktinemi veya diabetes

mellitls gibi endokrin sistem hastaliklaninin habitiiel diistige neden
olabilecegi 6ne sturilmektedir (S0, 61).
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2.5.3. Anatomik Nedenler

Habitliel distGgi olan kadinlarin yaklagik % 12-15’ inde bir
uterus malformasyonu bulunmaktadir. Bu uterus abnormalitelerinin
basinda servikal yetmezlik gelmektedir. Bunun nedeni tam olarak
bilinmemekle birlikte, hormonal, konjenital veya travmaya bagh
olarak olusabilecegi dtstntlmektedirler. Uterus miyomlan ve
polipleri, lokalizasyonlar: nedeniyle diigtige yol acabilmektedir.

Genellikle fazla sayida yapilan kirtaj, gecirilmis enfeksiyonlar
ve postpartun komplikasyonlar sonrasinda gelisen intrauterin
adezyonlar (Asherman sendromu) ve Milleriyan kanal anormallikleri
de habitliel distklere neden olmaktadir ( 62-64).

2.5.4.Cevresel Faktorler

Sigara, alkol ve asir1 kahve tiketimi habitel digik riskini
artirmaktadir. Riskteki artis igilen sigara sayisiyla orantihdir.
Anestetik gazlar ve tetrakloretilen de diisiige yol agan etkenler olarak
6ne sUrilmustir. Isotretionin (Accutane) kullaniminin kesin olarak

spontan diigik insidansini artirdi@ vurgulanmaktadir.

2.5.5. Genetik faktorler

Habitlel abortuslarin yaklasik olarak % 50-70'i fetal kromozom
anormallikleri ile iligkilidir. Bu anormallikler, maternal yada paternal
gametogenezis swrasindaki yada zigot bélindrken ortaya ¢ikan
hatalarin sonucu olugmaktadir. Spontan dustklerde oldugu gibi
habitiiel diistklerde de en ¢ok gorilen fotal kromozom anomalisi 13,
16, 18, 21 ve 22 nolu kromozomlarnn trizomileridir (yaklasik %50).



Diger bir sik gbzlenen abnormalite ise Turner sendromuna yol agan X
kromozom monozomisidir. Geriye kalan anomalilerin ¢ogunlugu ise

poliploidlerdir.

Dengeli translokasyon habittel dagtkleri olan giftlerde en sik
gbrilen yapisal kromozom abnormalitesidir (% 3-8). Seks kromozom
mozaisizmi, halka kromozomlarn ve inversiyonlar karsilasilan diger

anormallikler i¢cinde yer almaktadir.

Ebeveynlerde kromozom yapisinin belirlenmesi, genetik
anormalliklere bagh olarak kaybedilen gebeliklerin yanlizca bir
kismini ortaya koymaktadir. Ayrica kromozom anormallikleri
olmaksizin olusabilecek letal gen bozukluklari, aciklanamayan
tekrarlayan gebelik kayiplarina neden olabilmektedir ( SO, 65).

Spontan ve habittiel distiklerde genetik faktbrler 6nemli bir
neden olarak gozlendiginden, ebeveynlerden birinde dengeli
translokasyon tipi yapisal kromozom abnormalitesi bulundugunda,
annenin spontan yada habitel disik yapmas: dogal bir sonug
olarak beklenilmektedir. Ebeveynlerdeki bu translokasyonlar
belirlenirken izlenen yol, rutin konvensiyonel sitogenetik analizler
olmaktadir. Son yillarda ise pek¢ok laboratuvarda FISH yéntemi,
sitogenetik  yontemlerle  belirlenemeyen  kromozomal  yeni
dlzenlenmeleri ortaya c¢ikarabilmek igin, klinik tanilarina gore
pekcok hastada rutin uygulanmaktadir.



MATERYAL VE METOD

Akdeniz Universitesi Tip Fakltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dalina en az bes ve Uzeri spontan dlsik nedeni ile
bagvuran S ¢ift, calismanin materyalini olusturdu.

Olgular, spontan disGge neden olan endokrin faktérler,
anatomik faktorler ve immiinolojik nedenler a¢isindan incelendikten

sonra, Genetik Bilim Dalina kromozom analizi i¢in génderildi.

Birinci asamada kromozom analizi igin periferal kandan
lenfosit kultird kuruldu, sayisal yada yapisal herhangi bir
kromozomal anormallik gézlenmeyen ve karyotipleri 46,XX ve 46,XY
olarak belirlenen ¢iftler daha detayh arastirma icin ayrldi. Ikinci
asamada karyotipleri normal bulunan bu ¢iftlerde molektler
sitogenetik bir yontem olan Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

teknigi ile kromozomlar yeniden incelendi.
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3.1. Periferal Kan Kiiltiirii

3.1.1. Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

Mc Coy’s SA Medium (Biological Industries)
% 15 Fetal Dana Serumu (Biochrom)

% 0.75 Fitohemaglutinin (Biochrom KG)

% 0.1 Penisilin-Streptomisin (Irvine Scientific)

% 0.1 L-Glutamin (Irvine Scientific)

RPMI Medium 1640 (Irvine Scientific)

% 15 Fetal Dana Serumu (Biochrom)

% 0.1 Penisilin-Streptomisin (Irvine Scientific)
% 0.1 L-Glutamin (Irvine Scientific)

% 0.75 Fitohemaglutinin (Biochrom KG)

3.1.2. islemler

100 ml
1S mi
0.75 ml
1ml
1ml

100ml
15 mi

1 ml

1 mi
0.75 ml

e Bes ve daha fazla diisGgi olan hastalardan, heparinize edilmis

2cc'lik enjektorler kullamilarak venéz kan alindi.

e Steril kapaklh kulttr tiplerden birine RPMI besi ortami digerine
ise besi ortamlarindan kaynaklanabilecek kontaminasyonlardan
sakinmak amac ile farkli bir besi ortami olan Mc Coy’s 5A’dan
S'ser ml kondu. Hazirlanan bu tiplere S’er damla (yaklasik 0.5 ml)

kan ilave edildi.

e Tuplerin agizlarn hava ile temas: engellemek amaciyla sikica

parafilmle sarld.

e Daha sonra 37°C’lik etiive konularak 72 saat hiicrelerin Gremesi

saglandi.



3.2. Kromozom Eldesi (66)

3.2.1. Kullanilan Soliisyonlar

Kolgisin Soliisyonu

10 mg/ml Kolgisin (CIBA);

1 Kolgisin tableti 10 ml bidistile suda ¢6ztildi. Hazirlanan bu stok
soliisyondan 1 ml alinarak temiz bir tipe aktarildi ve bunun tizerine
9 mi bidistile su ilave edildi. Bdylece final konstrasyonunun 10
mg/ml olmasi saglandi. Bu kullanim solisyonu +4°C’de
buzdolabinda sakland.

Hipotonik Soliisyonu;

0,075 M KCl1 (Merck);

0.5592 gr KCI tartildi ve 100 ml bidistile suda ¢6ziildii. Soliisyon
37°C ethvde sakland:.

Fiksatif Soliisyonu;

Absolii Metanol (Merck);

Glasial Asetik Asit (Merck);

Once 1 kisim glasial asetik asit sonra Uzerine 3 kisim absoli
metanol konularak 3:1 oraninda fiksatif sollisyonu hazirlandi.

(Fiksatif solisyonu kullanimdan 6nce taze hazirlandi.)



Lamlarin Temizligi

Lamlar beyaz sabun ile iyice yikandiktan sonra ilk 6nce tek tek
musluk suyundan gegirildi, daha sonra bol su ile iyice durulama
islemi gerceklestirildi. En son bidistile su ile birkez daha yikandiktan
sonra bidistile su igerisinde +4°C’de buzdolabinda sogumaya
birakildi. Soguk ortami saglamak i¢in yayma islemi yapilacag: zaman
lamlar buzdolabindan ¢ikarildi.

3.2.2. islemler

e KultirGn 70. saatinde hazirlamis oldugumuz  kolgisin
solisyonundan her tipe 0.05 ml kolgisin ilave edildi. Ttpler
tekrar 37°C’de etivde 2 saat bekletildi.

e 72. saatte ettivden alinan steril tipler, pipet aracilig: ile hafifce
pipetaj yapildiktan sonra konik santrifij tiplerine aktarild:.

e 1500 rpm’da 7 dakika santrifij edildi.

o Dokelti atildi.  Hafifce pipetaj yapidi. Cokeltinin homojenize
olmas: saglanda.

e (CoOkelti tUzerine etlvden yeni ¢ikartilmig olan hipotonik
solisyonundan 8 ml konarak pipetaj yapildi.

o 37°C’de etiivde 9 dakika bekletildi. ,

e EtGvden ahnan tlpler 1500 rpm’de 7 dakika santrif(ij edildi.

e Dokelti atildi ve hafifce pipetaj yapildi. Hazirlanmus olan fiksatif
soliisyonundan yaklagik 3 ml alinarak ¢okelti lizerine hizla ilave
edilerek pipetaj yapilda.

e 1500 rpm’de 7 dakika santrifGij edildi.

o Fiksatif ile yikama islemi 3 kez tekrarlandi.

¢ Son santrifijden sonra ¢dkeltinin konstrasyonuna goére ¢ok az

fiksatif birakilarak yayma iglemine gecildi.
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e Buzdolabindan gikarilan lamlar gazh bezle kurulandiktan sonra
lizerine hohlanarak nemli ortam saglandi ve ¢bkeltiden bir damla
damlatilarak havada kurutuldu. Preparatlar 60°C’de 1 gece
bekletilerek yaslandirildi. Geriye kalan ¢okelti Gzerine taze fiksatif
sollisyonu konularak, FISH yontemi i¢in -20°C’de saklandi.

3.3. Tripsin ve Giemsa ile G Bantlama (GTG)

3.3.1. Kullanilan Soliisyonlar

Tripsin;

0.1 gr tripsin (Sigma), 0.9 gr NaCl (Merck) tartildi, bir adet pH: 7
tampon tableti (Russell ) ilave edilerek 100 ml bidistile su igerisinde
hi¢ partikil kalmayacak bir bicimde ¢6ziGldG ve +4°C’de
buzdolabinda saklandi.

Sorensan Tamponu;
A soliisyonu: 11.98 gr NasHPO4.12H50 (Merck) 1000 ml bidistile su
icerisinde ¢6zGldq.
B soliisyonu: 9.08 gr KH2PO4 (Merck) 1000 ml bidistile su icerisinde
coztilda.

A soltisyonundan 57.1 ml, B soliisyonundan 42.9 ml alinarak,
100 mllik sérensan kullanim soldsyonu hazirlandi. Soltsyon pH
6.8’e ayarlandi. +4°C’de buzdolabinda saklandi.

Giemsa Boya Soliisyonu;

Sérensan sollisyonundan 96 ml alinarak i¢ine 4 ml Giemsa (Merck)
boya ilave edildi . lyice kanstirildi.
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Ksilol (Merck);

Entellan (Merck);

3.3.2. islemler

e 60°C’de etiivde bir gece yaslandirilan preparatlar disari ¢ikartilds.

e Buzdolabinda bulunan tripsin disan ¢ikartilarak sicakliginin 25°C
olmas1 saglanda.

¢ Giemsa boya sollisyonu taze hazirlandi.

e Isik mikroskobunda diyafram kapali iken agik veya koyu
olmalarina baghh olarak preparatlar, 50-70 saniye tripsin
soliisyonunda tutuldu.

e Tripsin icerisinden c¢ikarilan preparatlar musluk suyundan
gecirildi.

e 3-5 dakika Giemsa boya sollisyonu igerisinde bekletildi.

e Giemsa boyadan c¢ikarilan preparatlar tekrar musluk suyundan
gecirildi.

e Preparatlar kurutma kagidi (Whatman 40) ile kurutuldu.

e 30 dakika ksilol icerisinde bekletilen preparatlar bir damla
entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

3.4. Mikroskobik Analiz

Her olgudan elde edilen tim preparatlar 1sik mikroskobunda
(Nikon) 100X objektifte, en az 20 metafaz incelenerek analiz edildi.
Sayisal veya yapisal anormallik goézlenmeyen olgulanin -20°C’de
saklanmig olan materyallerine molekiler sitogenetik bir yontem olan
FISH teknigi uygulanda.
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3.5. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yéntemi (39)
3.5.1. Kullanilan Soliisyonlar

20xSSC (Saline Sodyum Sitrat Tamponu) Soliisyonu;
175,3 gr. Sodyum klorit (Merck), 88,2 gr. Sodyum sitrat (Merck)
tartildi ve 1000 ml distile suda ¢ozildn.

2xSSC (Saline Sodyum Sitrat Tamponu) Soliisyonu;
Stok 20XSSC soltisyonundan 10 ml alind1 ve 90 ml distile su ile 100
ml’ye tamamlandi.

Dehidratasyon Soliisyonu;
% 701k, % 85’lik ve % 10010k etil alkol serileri hazirlanda.

0,4xSSC Soliisyonu;

Stok 20xSSC soltisyonundan 2 ml alindi, 98 ml distile su ile 100
ml'ye tamamlandi.

2xSSC Tween 20 (%0.05 ) Soliisyonu;

Stok 20xSSC soltisyonundan 10 ml alindi, 90 ml distile su ile 100
ml'ye tamamlandi ve tizerine S0ul Tween 20 eklendi.

e Tiim soliisyonlar pH 7.0’ye ayarlandi.

3.5.2. Kit Icerigindeki Hazir Soliisyonlar;

Hibridizasyon Tamponu; (Cytocell)

Formamid, dekstran stilfat ve 1XSSC icermektedir.
DAPI-Antifade soliisyon; (Cytocell)
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3.5.3. FISH Tekniginin Uygulanmas1

On Hazirhik;

e -20°C’de saklanmis olan olgularin tGpleri ¢ikartilarak 1 kez daha
1200 rpm’da 7 dakika santrifij edildi.

Lam Temizligi ;

e Lamlar % 100714k metanolde 2 dakika bekletildi.
e Metanolden ¢ikarilan lamlar yumusak bir bezle kurutuldu.

Ideal Hiicre Yogunlugunun Belirlenmesi

Lam ftizerinde esit olarak bélinmus 24 kare bulunmaktadir.
Bunlardan 22’si otozomal, 2’si ise seks kromozomlarina aittir. Lam
Uzerinde bulunan karelerden birincisine 1lul hicre stspansiyonu
damlatild: ve kurutuldu. Faz-kontrast mikroskopta incelendi. 10Tuk
objektifte eger her karede en az S metafaz, her alanda en az 20
cekirdek var ise ideal hiicre yogunlugu var olarak kabul edildi. Hulcre
yogunlugu cok fazla ise, taze fiksatif ile hiticre stispansiyonu dilue
edildi. Hlcre yogunlugu cok duigik ise, hiicre slspansiyonu 10
dakika 1600 rpm’da santrifij edildi. Dokelti uzaklastinildi. Taze
hazirlanmis ancak daha kitigtik hacimde fiksatifle muamele edildi.

Lamin Hazirlanmas1

e fdeal hiicre yogunlugu saglandiktan sonra birer kare atlanarak
her alana tipteki kansimdan 1pl damlatildi. Hepsi kuruduktan
sonra arada kalan diger karelere tekrar tipteki karisgimdan 1pul
damlatiidi ve kurutuldu.
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Mikroskop altinda htlcre sGspansiyonunun bidtin karelere
damlatilip damlatilmadig: son kez kontrol edildi.

Lam ve multiprob sisteminin hibridizasyon i¢in hazirlanmasi

Preparat saklama kutusu 37°C Tik su banyosuna konuldu ve
37°C’ye gelmesi beklenildi.

Hibridizasyon tamponundan 30 plt alinarak ependrof tdpilne
aktarildi. Bu ependrof tipd ve multiprob igeren lam 37°C’lik su
banyosuna konuldu.

Metafaz yaymas: igeren lam oda sicakliginda 2xSSC'de 2 dakika
bekletildi.

2xSSC’den c¢ikartildiktan sonra buzlukta % 701k, % 85’lik ve %
100’k alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi.

Alkol serisinden cikartildiktan sonra lam havada kurutuldu,
37°C’lik ettivde yaklasik 10 dakika bekletildi.

37°C’deki multiprob igeren lamin 24 kuyucugunun herbirine daha
once 37°C’de kalan hibridizasyon probundan 1’er pl damlatildi.

Lamin Multiprob Lami Uzerine Yerlestirilmesi

37°C’de bulunan lamin 1 nolu kuyucugu, multiprob lamimin san
isaretli bolgesine gelecek sekilde kapatildi.

lyice yerlestiginden emin olunduktan sonra metafaz yaymasi
iceren lam altta kalacak sekilde ters gevrildi. Boylece multiprob
iceren lam tstte kalmis oldu.

Metafaz yaymas: igeren lam ve multiprob iceren lam ¢ifti su
banyosunda 37°C’de 10 dakika inktbe edildi.
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Denatiirasyon

Lam ¢ifti Thermal cyclerin (Techne) sabit 1s1 blogu tizerinde 75°C’de 2
dakika bekletilerek denattirasyon gerceklestirildi.

Hibridizasyon

Denatiire edilen lam c¢ifti, preparat saklama kutusu i¢ine konuldu.
Preparat saklama kutusunun kapag kapali, su banyosunun kapag:
ise agik birakilarak 37°C’de su banyosunda 1 gece hibridizasyon igin
birakilds.

Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

e Lam cifti dikkatlice birbirinden ayrildi ve metafaz yaymas: igeren
lam, 72°C’deki 0,4xSSC’de 2 dakika bekletilerek ilk yikama islemi
gerceklestirildi.

o Ikinci yikama islemi ise oda 1sisindaki Tween 20 iceren 2xSSC
sollisyonunda 30 saniye tutularak yapildi.

Sayim ve Goriintiileme

o SolGsyonun partikillerinden arindirmak i¢in lam, kurutma
kagidina egik bir bicimde 20 saniye kadar tutuldu. Bu arada iyice
kurumamasina dikkat edildi.

e 20ul DAPI-Antifade soltGsyonundan 24x60 mm’lik lamelin iki
ucuna damlatildi ve lamin Gzerine hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edilerek kapatildi.

o Filtre kagidi ile zemin kurutuldu.

e Daha iyi sinyal alinabilmesi i¢in preparat 10 dakika karanhkta
bekletildi

e Preperatlar yesil spektrum ve kirmuzi spektrum kullanilarak
floresan mikroskop altinda incelendi.

e Kromozomlarin kisa kollann yesil sinyal alirken, uzun kollan
kirmizi sinyal alda.
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BULGULAR

e Bes ile dokuz arasinda degisen habitliel distige sahip S ift,

calismanin materyalini olusturdu. Bu ¢iftlerde maternal yas

ortamasi 30.4 iken, paternal yas ortalamas: 33 olarak bulundu. 5

¢iftin yanhzca bir tanesinin saglikli cocugu vardi. Ciftlerin distk

sayllan ve dastklerin meydana geldigi doénemler

verilmektedir,

Tablo II'de

Tablo II. Olgulann Gebeliklerinin Sonlanma Zamamna Bagh Olarak Gebelik

Sayilarimn Dagilimu

1. cift 2.cift 3.c¢ift 4.cift S.cift
1.gebelik | 1.donem | 1. dénem | 3. dénem 2. dénem 1. donem
2.gebelik | 1. donem | 1. donem | 1. donem 1. donem 1. donem
3.gebelik | 1. dénem | 1. donem | 1.dénem | 7aylik prematiire | 1. donem

dogum,neonatal
ex

4.gebelik | Saghikh | 1. dénem |2. déonem 2. dénem 1. dénem

cocuk
5.gebelik | 1.d6onem | 1. donem | 2. dénem 2. dénem 1. dénem
6.gebelik |2. donem | 1.donem | 1. donem 2. dénem 1. dénem
7.gebelik 1. donem 1. donem 1. donem
8.gebelik 2. dénem 1. donem
9.gebelik 2. donem 1. dénem
10.gebelik hamile




e (Ciftlerin  sitogenetik  ¢aligmalari, Genetik  Bilim Dal
Laboratuvarinda yapildi ve GTG bantlama yontemi ile yapilan

kromozom analizi sonunda bireylerin karyotipleri normal bulundu

(Sekil J)

Wi 15 i

4 5

O L T T I 1 T

e

T INRY i¢ i W

It 1 TYERY ‘ .

19 20 21 22 X ¥

Sekil I. FISH ile kriptik translokasyon t{3q ;10p) gozlenen olgunun GTG ve HRB ile
beh'rlenmis normal ve kismi karyotipi
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e Sitogenetik olarak normal bulunan bu olgular Kadin Dogum
Anabilim Dalinda anatomik, endokrinolojik, biyokimyasal ve
imminolojik faktorler agisindan tekrar ele alindi. Akig semas:
tablo IIl’de, elde edilen sonuglar ise tablo IV’de verilmektedir.

Tablo III. Habitliel Disgiikleri Olan Ciftlerde Diiglige Neden Olabilecek
Sebeplerin Arastirilmasinda izlenen Yollar

Genetik Boliimi
Kadin Dogum Poliklinigine (Sitogenetik Analiz)
Hasta —» Bagvuru —>
Esi 46, XY ; .V
Karyotipi 46, XX
Endokrinolojik Tetkikler Anatomik Sebepler
(LH/ FSH/ Testesteron/ <+ Histerosalpingografi
Aclik kan sekeri/ T3/T4/ TSH) Normal ise
Normal ise Immiinolojik Testler
\ 4 - —p| (Antifosfolipit antikor: APTT,
antikardiolipin IgG, IgM)
| Normal ise l
Genetik Bolimi Bilinmeyen
FISH < Nedenler
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Tablo IV. Olgularin Laboratuvar ve Klinik Sonuglan

lolgu |20lgu |(3olgu [4olgu |5 olgu

Karyotip normal | normal | normal | normal | normal

Anatomik normal | normal | normal | normal | normal
sebebler

Endokrinolojik | normal | normal | normal | normal | normal
tetkikler

Biyokimyasal | normal | normal | normal | normal | normal
tetkikler

Immunolojik | normal | normal | normal | normal | normal

testler

e Sitogenetik calisma sonrasinda elde edilen hasta ¢okelti materyali,

-20°C’de saklandi ve S c¢ift tamamlandiktan sonra telomere spesifik

coklu prob kullanmilarak FISH y6ntemi uygulandi. 5 ¢ifte ait her

kromozoma 0zgl telomerik sinyallerin varhg yada yoklugu Tablo

V’de, olgularin daha 6nce yapian GTG ydntemi ve bunu takiben

yapilan FISH analiz sonugclari ise Tablo VI'da goérilmektedir..
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Tablo V. Telomere Oigﬁ Coklu Prob Seti Kullanilarak Uygulanan FISH Yonteminde

Her Kromozoma Ait Sinyallerin Gosterilmesi

1.Gift 2.Cift 3.Cift 4.Cift S.Cift

A A A B A B A B
1p + + + + + + + +
g + + + + + + + +
2p + + + + + + + +
2q| + + - * + + + * +
3p + + + + + + + +
3q| + + + + + + + +
4p + + + + + + + +
4q + + + + + + + +
Sp + + + + + + + +
Sq + + + + + + + +
6p + + + + + + + +
6q + + + + + + + +
7p + + + + + + + +
7q + + + + + + + +
8p| + + + + + + + +
8q + + + + + + + +
9p + + + + + + + +
9¢q + + + + + + + +
10p| + + + + + + + +
10q| + + + + + + + +
11p| + + + + + + + +
11q} + + + + + + + +
12p| + + + + + + + +
12q| + + + + + + + +
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13p| + + + + + + + + +
13q| + + + + + + + + +
14p| + + + + + + + + +
14q + + + + + + + + +
15p| + + + + + + + + +
15q| + + + + + ++ * + + +
16p| + + + + + + + + +
l16q| + + + + + + + + +
17p| + + v+ + + + + + +
17q| + + + + + + + + +
18p| + + + + + + + + +
18q| + + + + + + + + +
19p| + + + + + + + + +
19q| + + + + + + + + +
20p| + + + + = + + + +
20q| + + + + + + + + +
21p| + + + + + + + + +
21q| + + + + + + + + +
22p| + + + |+ + + + +
22q| + + + + + + + + +
Xp + + + + + + + + +
Xq| + + + + + + + + +
Yp T + + +
Yq + + + +
A=Disi B=Erkek
+ =sinyal var - =sinyal yok
- p=kisa kol g=uzun kol

++ * = polimorfizm
- * = polimorfizm
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Tablo VI. GTG ve FISH Analiz Sonuclan

Olgu Numarasi GTG FISH
1A 46,XX 46,XX
1B 46,XY 46,XY
2A 46,XX 46,XX
2B 46,XY 46,XY. ish t(3q;10p) (tsp)
3A 46,XX 46,XX. ish t(20p;?) (tsp)
3B 46,XY | 46,XY
4A 46,XX 46,XX
1B 46,XY 46,XY
S5A 46,XX 46,XX
5B 46,XY 46,XY

e FISH ile elde edilen sinyallerin floresan mikroskopta incelenmesi
sonucunda; 2. ¢iftin erkek bireyinde, 3 nolu kromozomlarindan
birinin uzun kolu ile 10 nolu kromozomlarindan birinin kisa kolu
arasinda kriptik translokasyon saptandi (Sekil II}). 3.¢iftin 2 nolu
kromozomlarindan birinde uzun kolda sinyal gbézlenmezken 20
nolu kromozomlarindan birinin kisa koluna ait sinyal farkli bir
kromozom tzerinde gozlendi (Sekil III). 4. ciftin disi bireyinde her
iki 15 nolu kromozomun uzun kollarinda ikiser cift sinyal
gozlenirken, 5.ciftin disi bireyinde ise 2 nolu kromozomlardan

birinin uzun kolunda sinyal gozlenmedi (Sekil IV)




Sekil II. 2.cifte gozlenen kriptik translokasyon t(3q;10p)’nun telomer
spesifik coklu prob kullamlarak FISH ile gosterilmesi
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Sekil III. 3.ciftte gozlenen kriptik translokasyon t(20p;?) ve 2q
polimorfizminin telomer spesifik coklu prob kullamlarak FISH ile
gosterilmesi
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Sekil IV. 5. ciftte gozlenen 2q polimorfizm ve 4. ¢ifte gozlenen 15q polimorfizminin
telomer spesifik coklu prob kullanilarak FISH ile gosterilmesi
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TARTISMA

Genetik etiyoloji bagta spontan dustkler olmak tUizere, zeka
geriliginde ve primer ve sekonder seks karakterlerindeki gelisme
yetersizliginde rol oynayan ana faktorlerden birisidir. Klinik olarak
sebebi belirlenemeyen ve genetik temeli olan bu hastaliklarin
tanisinda kromozomlarin konvensiyonel sitogenetik yontemlerle
incelenmesi rutin olarak kullanilmaktadir. Ancak, konvensiyonel
yontemler bazen, marker kromozomlarin, derivatif kromozomlarin,
kompleks karyotiplerin ve kig¢lik de nova dengesiz yeni
diizenlenmelerin belirlenmesinde yetersiz kalmaktadir. Ozellikle
kromozomlann u¢ kisimlart GTG bantlamada boyanmadigi icin
telomerik bolgelerdeki kugik kromozomal degisiklikleri belirlemek
oldukc¢a gtctir. Molektler sitogenetik bir yontem olan FISH ile bu
sorunlar ¢oziimlenebilir duruma gelmistir. Telomerik bélgelerdeki
kriptik kromozomal aberasyonlari belirlemede herbir kromozomun
telomerik bolgesine 6zgli ¢oklu prob seti kullanilarak yapilan FISH
calismalari son yillarda baytk o6nem kazanmistir (67). Fakat
kullanilan yéntemin bazi dezavantajlari da bulunmaktadir. Bu
yontemle D ve G grubu kromozomlarin sadece uzun kollarinda sinyal
alindigindan satellit DNA'y1 iceren kromozomal yeni diizenlenmeler,
uniparental isodizomi ve kii¢lik subtelomerik tandem duplikasyonlar
gbzden kacabilmektedir (21).

Dezavantajlarina ragmen telomere 6zglt ¢oklu prob seti, daha
once konvensiyonel sitogenetik analizlerle belirlenmis bilinen
abnormalitelerin karakterizasyonunda, mental retardasyonda,
infertilitede, hematolojik malignansilerde, preimplantasyon
genetiginde, dengeli translokasyon tasiyicisi bireylerde prenatal



tanida ve tekrarlayan duastikleri olan ¢iftlerde  sikhikla
kullanilmaktadir (41).

Bacino ve arkadaslarinin idiopatik mental retardasyonlu
hastalarda yaptiklari c¢alismada, nedeni bilinmeyen mental
retardasyon gozlenen bir olgunun ve ebeveyninin konvensiyonel
yontemlerle incelenen karyotipleri normal bulunmustur. Bunu
takiben telomere 6zgl prob kullanilarak yapilan FISH ile babada 2
nolu kromozomlardan yanlizca birinde sinyal alinirken, diger sinyalin
E grubu kromozom utzerinde oldugu goézlenmistir. Sonucta babanin
2;17 translokasyon tasiyicisi oldugu belirlenmigtir. Olgunun
preparatlar1 incelendiginde ise 2 nolu kromozomda tipki babadaki
gibi tek sinyal gézlenmis, 17 nolu kromozomu bulunduran karede
yapilan incelemede ise 17 nolu kromozomun her iki homologunda ve
ayrica 2 nolu kromozom tzerinde de sinyal alinmistir. Bu durum,
babada gobzlenen 2;17 translokasyonundan kaynaklanan dengesiz
gamet olusumunu ortaya ¢ikarmistir. Sonugcta olgunun 2q terminal
bolgesi i¢in kismi monozomi, 17q telomerik bolgesi icin ise kismi

trizomi gosterdigi bulunmustur (68).

Elke Holinski - Feder ve arkadaslarinin submikroskobik
delesyonun yaygin olarak neden oldugu mental retardasyonun
nedenini tespit edebilmek igin yapmis olduklarn bir calismada, S
kusak iceren 10 olguda GTG, HRB ve M-FISH yontemi ile herhangi
bir kromozomal aberasyon gorulmemistir. S kusak boyunca hem
erkek hem de disi toplam 10 bireyde gdzlenen hafiften orta dereceye
degisen mental retardasyon ve non-spesifik dismorfik 6zelliklerin,
otozomal dominant kalitim modeline uygun gecis gosterdigi
distnulmis ve buna dayanarak yapilan baglanti analizlerinde 16p13
bélgesinde fenotiple iligkili baglanti bulunmustur. Bunun tzerine
telomer spesifik prob kullamlarak uygulanan FISH, olgularda
16p13’de delesyon ve 3q terminal bélgesinde duplikasyon
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gbzlemiglerdir. Bu kismi delesyon ve duplikasyonun dengeli 3;16
translokasyonundan kaynaklandigini FISH aracihigiyla
saptamglardir. Bu sonu¢ GTG, HRB ve M-FISH ile saptanamayan
kriptik translokasyonlarin ancak telomerik prob kullanilarak
uygulanan FISH ile ¢6ztimlenebilecegini gbstermistir (69).

Wakui ve arkadaslan tarafindan yapilan bir diger ¢alismada 5
¢ift ele alinmus, bunlardan 47ntn ilk g¢ocuklarinin konjenital
anomalili dogdugu, 1'inin ise tekrarlayan dustkleri oldugu
belirlenmistir. Bu ¢iftler konvensiyonel sitogenetik yontemlerle
incelendiginde her ¢iftte bir ebeveynin dengeli translokasyon tasiyicist
oldugu, konjenital anomalili gocuklarinda da bu translokasyonlardan
kaynaklanan parsiyel trizomi veya parsiyel monozominin varlig
belirlenmigtir. Gozlenen dengeli translokasyonlar t(4;16), t{4;7),
t(5;10), t(1;5) ve t(7;13) olup, hepside telomerik bdlgeleri icerdiginden
sitogenetik yOntemlerle belirlenmis bu translokasyonlarin telomer
spesifik prob kullanilarak FISH y6ntemi ile de tanimlanip
tanimlanmadigini gbéstermek icin yaptiklari c¢alismada, sitogenetik
bulgulann dogrulayan sonuglar elde etmislerdir. Sonug¢ olarak
aragtiricilar, FISH ile dogrulugu ispatlanmigs bu kromozomal
abnormaliteleri tasiyan ebeveynlerden olusabilecek dengesiz
kromozomal abnormaliteye sahip fetuslarin prenatal tam ile
kolaylikla ve kisa stirede saptanabilecegine karar vermislerdir (47).

Yapilan bu ¢aligmada ise konvensiyonel sitogenetik yéntemlerle
herhangi yapisal ve sayisal anormallik bulunmayan, sayilann bes ve
dokuz arasinda degisen habitliel distkleri olmus S ¢iftte telomere
6zgl c¢oklu prob seti kullanarak FISH teknigi uygulanmustir. 2.¢iftin
erkek bireyinde 3 nolu kromozomun uzun kolu ve 10 nolu
kromozomun kisa kolu arasinda kriptik translokasyon goézlenirken, 3.
ciftin disi bireyinde 20 nolu kromozomlardan biri p kolunda yesil, q
kolunda kirmuz sinyal alirken, diger homologunun q kolunda kirmiz:
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sinyal gézlenmisg ancak p kolunda olmas: gereken yesil sinyal, baska
bir kromozom tUizerinde belirlenmistir. Yesil sinyal alinan kromozom,
boy ve morfoloji agisindan D grubuna benzerlik gostermistir. Teknik
olarak da satellit iceren kromozomlarin kisa kolunda sinyal
alinmayip, yanlizca uzun kolunda sinyal alindigindan, bu gézlenen
sinyalin D grubunda yer alan kromozomlardan birinin kisa kolu
Uzerinde olabilecegi diistncesi ortaya c¢ikmistir. Bu kromozomun,
gercekten D grubu kromozom olup olmadigini gdstermek icgin, bir
diger FISH teknigi olan Spektral Karyotipleme (SKY) uygulanmasi
gerekmektedir. Bu yoéntem henlz Turkiye'de yapilmadigindan,
yurtdisindaki merkezlerle baglanti kurularak, bundan sonraki
basamak olarak kromozomun orijininin belirlenmesi hedeflenmistir.
Ayrica bu ebeveynde ve S.¢iftin ebeveynlerinden birinde 2 nolu
kromozomun uzun kolunda sinyal yoklugu saptanmistir. Sinyalin
yoklugunun gercekten delesyon mu yoksa polimorfizm kdkenli mi
oldugunun anlasilabilmesi igin, sinyal belirlenemeyen bireyin
ebeveynlerinin de ¢ahsilmas: gerekmektedir. Ancak, bizim olgumuz
fen;)tipik olarak saglikh bir birey oldugu icin delesyon distnulmemis
ve aile galismasina gerek duyulmamistir. Bunun yanisira, 4.ciftin
ebeveynlerinden birinin 15 nolu kromozomunun uzun kolunda
sinyal artis1 olarak gézlenen kros-hibridizasyon saptanmistir. Bu
olguda kross-hibridizasyon, 15 nolu kromozomun her iki
homologunda ve kromozomun kendi iginde gdzlenmistir. Bu durum
olguda klinik tablo yaratmadigindan, sinyaldeki artis patolojik bir
bulgu olarak degerlendirilmemistir (21).

Glntmize kadar spontan distiklerin 6nemli bir nedeni olan
dengeli kromozomal translokasyonlar, gerek konvensiyonel
yontemlerle, gerekse FISH yontemi kullanilarak belirlenmigtir. Ancak,
konvensiyonel sitogenetik yontemlerle herhangi yapisal ve sayisal
anormallik bulunamayan bes ve uzeri habitiel distge sahip
ciftlerde, telomere 0zgl ¢oklu prob seti kullanilarak kriptik
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translokasyonun varligi ilk defa bu c¢alismada gosterilmistir. Bu
nedenle literattirde bildirilen bagka olgular ve sonuglar ile kiyaslama
yapilamamistir. Sonug¢ olarak bu g¢alisma, nedeni bilinmeyen ¢oklu
habittiel dustklerin bir kismuni aydinlatti@ igin ¢ok anlamlidir.
Ayrica, nedeni bilinmeyen habitliel dastklerin genetik nedenlerie
meydana gelen kisminin ¢ézilmesine olanak saglamasi ve ailenin
daha sonraki hamileliklerinde hekim ile igbirligi icerisinde saghkli bir
fetusa sahip olmalarinin saglanmasi, c¢alismanin Onemini

arttirmaktadir.
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