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OZET

Tekrarlayan gebelik kayiplarinin en Onemli etiyolojik nedeni gamet olusumu
sirasinda meydana gelen kromozomal aberasyonlardir. Kromozomlarin bazi
bolgelerinde meydana gelen artis ya da azaliglari, kromozom stabilitesini saglayan
telomerik bolgelerdeki degisimleri tespit edebilmek i¢in molekiiler sitogenetik bir
yontem olan Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) kullanilmaktadir. Arastirmamiz
kapsaminda; en az li¢ tekrarlayan diisiigii olan 30 ¢ift (60 kisi) hasta grubu ve hig
diisiik yapmamais, saglikli en az iki cocugu olan 10 cift (20 kisi) ise kontrol grubu
olarak caligsmaya alinmistir. Karyotip analizleri normal olan ¢iftlerimize 9, 16 ve XY
sentromerik problar1 kullanilarak ayri ayri FISH analizleri yapilmistir. 9ql2 ve
l16pll.ql1.1 bolgelerine ait sinyal boyutlar1 o6lciilerek istatistiksel yontemlerle
degerlendirilmistir. Diisiik sayis1 4 ve iizeri olan 5 ciftimize ayrica subtelomerik
FISH analizi de yapilmistir. Analiz sonuclarinda; 9. kromozom i¢in hasta grubunda
%33, kontrol grubunda %0 oraninda heterokromatin artis1 oldugu goézlenmistir.
Yapilan istatistiksel analiz sonrasinda 9q12 bolgesindeki artisin tekrarlayan gebelik
kayiplarin1 20,75 kat arttirdigi sonucu elde edilmistir. Kromozom 16 i¢in hasta
grubunda 3 kiside heterokromatin bolge artis1 gézlenmis ancak kontrol gurubunda
hi¢ saptanmamistir. XY FISH analizinde hasta grubunda (60 kisi) elde edilen
sonuglarda %3,3 oraninda sayisal kromozom anomalisi saptanmistir. Bes ciftimizde
yapilan subtelomerik bdlge analizi sonrasinda bir telomerik delesyon, duplikasyon
veya translokasyon saptanmamistir, ancak analizi yapilan ¢ift sayisinin az olmasi
nedeniyle telomerik kayiplarin tekrarlayan diisiik etkeni olabilecegi konusu
dislanamamistir. Daha Once farkli arastiricilar tarafindan yapilmis c¢alismalarda
klasik sitogenetik yontemler kullanilmis ve net sonuglar elde edilememis, molekiiler
analiz Onerilmistir. Bu c¢alisma literatiirde ilk kez FISH yontemi ile kantitatif
Olctimlerin yapildig1 bir calismadir. Elde edilen sonuglar 9gh polimorfizminin

tekrarlayan diisiikler icin 6nemli bir risk faktorii olusturdugunu gosterir.

Anahtar kelimeler: FISH, Karyotip, Kromozomal Aberasyon, Polimorfizm,

Telomer



SUMMARY

Advance Investigation of Numerical and Structural Chromosome Abnormalities

in Recurrent Pregnancy Loss Patients by FISH Analysis

The most important etiologic causes of recurrent pregnancy losses are chromosomal
aberrations that occur during gamete formation. This analysis of any insertions or
deletions in some regions of the chromosomes are made with the Fluorescence In
Situ Hybridization (FISH) is the moleculer cytogenetic method in order to determine
changes on telomeric regions that providing chromosomal stability. Our project; who
were included in the study 30 couples (60 patient) with at least three recurrent
abortions in the patients group, and no abortion patients have at least 10 couples (20
patient) with two healthy children in the control group. FISH analyzes were
performed by using 9, 16 and XY centromeric probes, couples with normal
karyotype analysis. Subtelomeric FISH analysis was performed 5 of these couples,
whose number of abortion 4 or greater than. Heterochromatine increase of
chromosome 9 were observed 30% of patients but none of the healthy controls.
Especially couples with recurrent pregnany loss, 9q12 increase is an important
etiological factor. 16th chromosome centromeric heterochromatine increased 3
patients (5%) and none of the controls. According to the results, in patients group (60
patient); X or Y chromosomal numerical abnormalities were detected at 2 patients
(3.3%) XY FISH analysis. There was no subtelomeric deletions, duplication or
translocations in about 5 couples after analysis of the subtelomeric regions. A clear
conclusion couldn’t be obtained whether the telomeric losses are effective in
recurrent abortions or not because of the couples are not enough in the statistical
analysis. Earlier studies conducted by different researchers using classic cytogenetic
methods and molecular analysis has been suggested because of being not final
resorts. This study is the first report was made by FISH technique is a study of
quantitative measurements. Our results show that 9gh polymorphism is an important

risk factor for recurrent miscarriage.

Keywords: Chromosomal Aberration, FISH, Karyotype, Polymorphism, Telomere.



1. GIRIS ve AMAC

Tekrarlayan gebelik kayiplar1 (TGK), cocuk sahibi olmayr planlayan g¢iftlerin
sikintil1 bir siire¢ gegirmelerine sebep olan bir durumdur. Tiim gebeliklerin yaklasik
%10 - %15°1 ilk trimesterde spontan abortus ile sonuglanmaktadir (Dejmek ve ark.,
1992). TGK’na sebep olabilecek bir¢cok faktér mevcuttur. Ancak bu faktorler
igerisinde en sik rastlanan kromozomal aberasyonlaridir. Birinci trimesterde goriilen
abortuslarda fetal kromozom anomalisi sikligi %50-80°dir. Diisiiklere sebep olan
fetal kromozom anomalilerinin %75°1 otozomal andploidiler, %13’i poliploidiler,
%8’1 monozomiler, %4’1i ise yapisal anomalilerdir (Benzacken ve ark., 2002; Bruno
ve ark., 2006; Zarina ve ark., 2006).

Kromozom anomalileri; sitogenetik acgidan sayisal ve yapisal olarak, hastanin
klinik bulgularina gore ise dengeli veya dengesiz anomaliler olarak ayrilmaktadir
(Thompson ve ark., 2001). Bu anomaliler genetik materyalde artis veya azalisa sebep
olabilmektedir (Benzacken ve ark., 2002). Disentrik kromozom, ring kromozom,
marker kromozom, izokromozom, duplikasyon ve delesyon seklinde goriilen
anomaliler genomik dengesizlige yol actigindan fenotipide etkileyebilir ve olusan
gametler diisiikle sonlanabilir. Dengeli translokasyon veya inversiyon gibi yapisal
anomali tagiyan bireyler fenotipik olarak normal olsalar da, dengesiz kromozomal
anomalili fetiislere sebep olarak diisiik gerceklesebilir (Tekcan ve ark., 2012).
Kromozomlarin {izerinde tekrarlayan Deoksiriboniikleik asit (DNA) dizilerinin
bulundugu, gen icermeyen heterokromatin boélgeler vardir ki bu bolgelerdeki artis
veya azaliglar polimorfik olarak kabul edilmektedir. Heterokromatin bdlgeler
inaktiftir. 1, 9, 16. kromozomlarda ve Y kromozomunun uzun (q) kolunda bulunan
bu bolgeler farkli tiplerde satellit DNA igerirler. Bu bolgelerde meydana gelen
degisiklikler kisinin kendisinde fenotipik anomaliye sebep olmazken, tekrarlayan
disiikler, infertilite, c¢ocuklarinda mental retardasyona sebep olabilmektedir.
Kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan koruyucu bdlgeler telomerik bolgelerdir.
Telomerler TTAGGG dizisinin ard arda bir¢ok defa tekrarlanmasi ile olusur,
kromozom biitiinliigiinii ve stabilitesini saglar (Thompson ve ark., 2001). Bu da ug

bolgelerin replikasyonunun her kromozomun kendine 6zgii olmasina sebep olur.



Kromozom anomalilerinin tanisinda kullanilan Giemsa-Tripsin (GTG) bantlama
teknigi ile elde edilen 450-500 seviyesinde bant almis kromozomlar ile yapilacak
analiz sayisal ve yapisal anomalilerin tanisi i¢in yeterlidir. Ancak bu yontem
mikrodelesyon/duplikasyon, diisiik oranli mozaisizmler ve kompleks anomalilerin
tanis1 i¢in yeterli olmamaktadir. Yaklasik son 30 yildir bu tiir anomalilerin daha iyi
tespiti icin FISH yontemi ile analiz yapilmaktadir. Bu teknik, kromozomlarin belli
bolgelerine 6zglin DNA/Riboniikleik asit (RNA) dizilerinin enzimatik yolla floresan
veren maddelerle isaretlendikten sonra metafaz ve interfaz kromozomlarinin
hibridize edilerek hedef bolgelerin degerlendirilmesi esasina dayanir (Piper ve ark.,
1995; Schuler ve ark., 2003). Bu teknik kiiltiirasyon islemi sonrasinda 24 saatlik bir
siire sonunda sonu¢ verebilmeyi saglayan bir tekniktir. Metafaz kromozomlari
disinda interfaz kromozomlarmmin da analizine olanak saglar. Telomerik problar
kullanilarak yapilan analizler, bu bolgelerde mayozun erken déoneminde olugan hatali
eslesmelerin varligini tespit etmemize yardimer olur.

Calismamizda; tekrarlayan diisiik etiyolojisinde kromozomal aberasyonlarin
aragtirtlmasi amaciyla; diisiik sayisi en az 3 olan ve GTG bantl sitogenetik analizleri
normal bulunan bireylerde; 9. kromozom, 16. kromozom ve X-Y kromozomlarinin
alfa satellit bolgelerine spesifik problar kullanilarak FISH yontemi ile analizleri
yapilmistir. Bu kromozomlarin heterokromatin bolgelerindeki degisiklikleri tespit
etmek i¢in homolog kromozomlar birbirleriyle karsilagtirilip oranlama yapilmustir.
Diisiik sayis1 4’iin lizerinde olan bes ciftimize ek olarak subtelomerik FISH problari
ile analizleri yapilmis subtelomerik bolgelerde herhangi bir delesyon olup olmadigi

tespit edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Abortus
Abortus; Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 1977 yilinda yapilan tanima
gore, 20. gebelik haftasindan oOnce, 500 gramdan daha az olan embriyonun,

tamaminin ya da bir kisminin uterus disina atilmasidir (Cunningham ve ark., 2010).

2.1.1. Spontan Abortus

Mekanik ya da farmakolojik herhangi bir girisim olmaksizin gebeligin 20.
haftadan Once kendiliginden sonlanmasidir (Baek ve ark., 2007). Gebeligin 12.
haftasina kadar olan abortuslar erken abortus, 12—20. gebelik haftalar1 arasinda olan

abortuslar ise ge¢ abortus olarak adlandirilmaktadir.

2.1.2. Habituel Abortus
Birbirini takip eden en az iki veya daha fazla gebeligin spontan olarak

sonlanmasi seklinde tanimlanmaktadir.

2.1.2.1. Habituel Abortusun Etiyolojik Sebepleri
1) Genetik nedenler
2) Anatomik nedenler
3) Endokrinolojik nedenler
4) Enfeksiydz nedenler
5) Cevresel nedenler
6) Trombofilik nedenler

7) Immiinolojik nedenler

2.1.2.1.1. Genetik Nedenler

Tekrarlayan gebelik kayiplarmin etiyolojisinde %5 siklikta ebeveynlerdeki
genetik nedenler sorumlu tutulmaktadir. Genetik anomaliler fetal veya
maternal/paternal kaynakli olabilmektedir. Diisiik ne kadar erken olusursa

kromozomal kaynakli olma olasilig1 o kadar fazladir. 1. trimester kayiplarinin %60°1,



2. trimester kayiplarinin %10-15’1, 3. trimester 6lii dogumlarinin ise %5°1 genetik
anomaliler sonucu meydana gelmektedir (Sierra ve Stephenson, 2006).

Genetik anomalileri yapisal ve sayisal olarak simiflamak miimkiindiir.
Gametogenezdeki kromozomal hatalar sayisal veya yapisal anomalilere sebep
olabilir. Sayisal kromozomal anomaliler; haploid setin tam katlar1 seklinde artisi:
poliploidi (triploidi, tetraploidi) veya tam kat seklinde olmayan artig veya azalis:
anoploidi (trizomi, monozomi) olarak tanimlanmaktadir.

Yapisal anomaliler ise translokasyon, delesyon, inversiyon veya ring gibi
kromozomun kendisinde gergeklesen morfolojik degisimlerdir. Yapisal kromozom
anomalileri icerisinde en sik translokasyonlar; translokasyonlar igerisinde ise
resiprokal veya robertsonian tipi translokasyonlar goriilmektedir (Monfort ve ark.,
2006; Zarina ve ark., 2006). Tek spontan diisiiklerdeki fetal kromozomal anomaliler
tekrarlayan diistiklerden farklidir. Ayrilmama (non disjunction) veya translokasyona
bagli otozomal trizomi en sik rastlanan anomalidir (erken gebelik kayiplarinin
yaklasik %50°si). Yapilan sitogenetik analizlerde %350 siklikta trizomiler, %15
siklikta monozomi 45,X ve degisen oranlarda poliploidi (6zellikle triploidi) ile
karsilasilmaktadir (Bryne ve Ward, 1994).

2.1.2.1.2. Anatomik Nedenler (Uterin Anomaliler)

Tekrarlayan gebelik kayiplarimin etyolojisinde yaklagik %12—-15 oraninda
anatomik nedenler sorumludur. Gebelik kaybi riskini artiran anatomik nedenler;
konjenital uterin malformasyonlar, uterin myomlar ve intrauterin adezyonlardir.

Konjenital uterin malformasyonlar; unikornat, bikornat, didelfis ve septat uterus
olarak siralanmaktadir. Bu malformasyonlarin normalde goriilme siklig1 %2 iken bu
oran TGK’da yaklasik 3 katina ¢ikabilmektedir (Leible ve ark., 1998).

Unikornat uterus; miiller kanallarindan birinin gelisim yetersizligi sonucu
olusmaktadir. Olusan gebeliklerin yaris1 diisiikk ile sonu¢lanmaktadir. Bikornat
uterus; fundus seviyesinde miilleryen kanallarin yetersiz birlesmesi sonucu olusur.
Birlesik alt segmenti olan iki ayr1 uterin kavite ve tek serviks vardir. Bu uterus
seklinde erken gebelik kayip oran1 %30, tim gebeliklerde fetal kayip oranmi %40
bulunmustur. Didelfis uterus; miiller kanallarinin tam olarak birlesmesi sonucu

olusur. iki serviks ve iki uterus mevcuttur. Uterus didelfisli kadinlarin gebeliklerinin



yaklagik %40°1 spontan abortus ile sonuglanmaktadir. Septat uterus; normalde
birlesmesi gereken iki uterusu ayiran orta hat septumun yetersiz kaybi sonucu
olusmaktadir. En sik goriilen uterin gelisim anomalisidir ve genel popiilasyonda tiim
major malformasyonlarin %80-90’11 olusturmaktadir (Propst ve Hill, 2000). Uterin
myomlar; myomlarin TGK’daki mekanizmalarinin tiimii bolgesel kan akiminin
yetersizligine baglanmasina ragmen myomlarin TGK’na yol agan sebepleri tam
olarak netlestirilememistir.

Intrauterin adezyonlar; endometriumu yeterince zedeleyen herhangi bir olay
intrauterin adezyonlara neden olabilir. En sik goriilen durum olan kiirtajin spontan
abortus nedeni oldugu diisiiniilse de intrauterin adezyonlar 6nce gebelik kaybi ile
olusurken daha sonra TGK’na neden olmaktadir. Intrauterin adezyonlardaki
TGK’nin mekanizmasi, azalmis fonksiyonel uterin hacim ve endometrial fibrozis ile

plasental yetersizlige neden olabilecek inflamasyonlardir (Patton ve Novy, 1998).

2.1.2.1.3. Endokrinolojik Nedenler

Gebelik kayb1 riskini artiran endokrinolojik nedenler, tiroid hastaliklari, diabet,
polikistik over sendromu (PCOS) ve luteal faz defeketleridir. TGK olan kadinlarda
tiroid stimulan hormon (TSH) taramasinin yapilmasi gereklidir. Tedavi edilmemis
hipotroidi (tiroid bezinin yavas calismasi) ve hipertroidi (tiroid bezinin fazla
calismasi) diisiik riskini arttirmaktadir (Abalovich ve ark., 2002). Metabolik kontrolii
1yi olan diabetik kadinlardaki gebelik kayip riski diabetik olmayan kadinlardan farkli
degildir; fakat ilk trimesterde yiliksek kan glikoz ve hemoglobin A1C (HbA1C)
diizeyleri abortus riskini arttirmaktadir (Coulam ve Stern, 1994).

Ovulasyondan gebeligin 7-9. Haftalarina kadar gegen siirede gebeligin devamini
saglayan korpus luteumdan iiretilen progesteron hormonudur. Luteal faz yetmezligi
ve luteal faz defektleri belli bash luteal fonksiyonlarin uygunsuzlugu ile 6zellikle
potansiyel implantasyon bolgelerdeki endometriyum gelisiminin yetersiz olmasi
sonucunda obstetrik sonuglara yol agmaktadir. PCOS’lu kadinlarda hiperinsiilinemi
ve artmis plazminojen aktivator inhibitor (PAI) aktivite diizeylerinin, artmis gebelik

kay1p sikligina (%30-50) neden oldugu belirtilmistir (Okon ve ark. 1998).



2.1.2.1.4. Enfeksiyoz Nedenler

Erken gebelik kayiplarmin nedeni net olmamakla birlikte servikovaginal
enfeksiyonlarin olabilecegi bildirilmektedir (Brocklehurst ve ark., 2000). Chlamydia
trachomatis, Ureaplasma ve Mikoplasma enfeksiyonlarin TGK’na sebep
olabilecegi bildirilmistir. Ayrica Toxoplazma gondii, Listeria monositogenez, Herpes

viriis ve Sitomegaloviriis de neden olabilmektedir.

2.1.2.1.5. Cevresel Faktorler

Sigara, alkol ve asir1 kahve tiiketimi, gebelik kaybina hazirlayici gevresel
faktorler olarak bilinmektedir (Gardella ve Hill 2000). Ilk trimesterde giinde 10
adetten fazla sigara i¢enlerde abortus riskinin 1,4 kat arttig1 gosterilmistir. Anestetik
gazlar, perklor etilen (kuru temizleme solventi) ve diger organik ¢oziiciiler ile agir

metallere (civa, kursun) maruz kalmak gebelik kayip nedenleri olarak bildirilmistir.

2.1.2.1.6. Trombofilik Nedenler

Trombofilik nedenler; kalitsal trombofililer ve edinsel trombofililer olarak iki
kisimda incelenebilir.

Kalitsal trombofililer; pithtilagsma faktorleri, antikoagiilan proteinler (protein C,
protein S, antitrombin III) ve fibrinolitik mekanizmalar arasindaki dengesizligi
gosteren koagiilasyon ve fibrinolizis arasindaki uyumsuzluk sonucu olusmaktadir.
Normal gebelik; faktdr V, VII, VIII, X ve fibrinojen diizeylerinin arttig1, protein S
seviyesinin  azaldigi, aktive protein C’ye karst direncin arttifi, PAI
konsantrasyonunun arttig1 ve trombosit agregasyonuna egilimin arttig1 bir durumdur.
Bircok genetik mutasyon kalitimsal olarak tromboza egilimi arttirmaktadir. Bunlar
protein C eksikligi, protein S eksikligi, antitrombin III eksikligi, aktive protein C
rezistansi, Protrombin G20210A mutasyonu, Metilen TetraHidrofolat Rediiktaz
(MTHFR) enziminin C667T ve A1298G mutasyonudur. Kalitsal trombofililerden en
sik goriileni Faktor V Leiden mutasyonudur. ikinci siklikta gériilen mutasyon
Protrombin G20210A mutasyonudur. Mutasyonlar homozigot ya da heterozigot
olabilir. Ugiincii siklikta goriilen diger mutasyon MTHFR enzimini kodlayan geni
etkilemektedir. Burada tromboz i¢in bilinen bir risk faktérii olan

hiperhomosisteinemiye egilim olmaktadir. Hiperhomosisteinemide; ateroskleroz,



kardiyovaskiiler hastalik, arteryel ve vendz tromboz, ndral tiip defekti ve tekrarlayan
gebelik kaybi riski artar (Obut ve ark., 2013).

Edinsel trombofililerden en sik goriileni antifosfolipid antikor sendromudur.
Antifosfolipid antikor sendrom (APS) sistemik otoimmiin bir hastaliktir. Bu sendrom
bulgularinda tromboz olusumu, plasenta yetmezligi ve tekrarlayan diisiikler gozlenir.
Antifosfolipid antikorlarin koagulasyona egilimi artarak TGK’na neden olabilecegi
kabul edilmektedir. Ozellikle 3 veya daha fazla 10 haftadan &nce gebelik kaybu,
morfolojik olarak normal bir veya daha fazla gebeligin 10. haftadan sonra kayb1, 34.
gebelik haftasindan  6nce preeklampsi/prematiirite/intrauterin - gelisme  geriligi
(IUGR) nedeniyle kayip yasayan kadinlarda APS disiiniilerek arastiriimalidir
(Robertson ve Greaves, 2006; Obut ve ark., 2013).

2.1.2.1.7. immunolojik Nedenler

Viicudun savunma mekanizmasi olan bu sistem; gerek disaridan gelen gerekse
viicudun kendi i¢inde yer alan hastalik etkenlerine karst koruma saglamaktadir (Laird
ve ark., 2003). Yabanci antijenlere kars1 tepki yaratir, bazen hatali olarak kendine ait
antijenleride yabanci olarak algilar (otoimmiin antijen). Bagisiklik sisteminin tirettigi
bu antikorlar 6miir boyu viicutta kalir. Bu durum bazen TGK’na sebep olabilir. Anne

kendinde normalde bulunan antijene karsi antikor olusturmaktadir.

2.2. Kromozom

Interfaz niikleusunda bulunan DNA, RNA, histon (bazik protein) ve histon
olmayan proteinlerden (asidik protein) olusan bir yapidir. Histon proteinleri Hy, HoA,
H,B Hs; ve Hjolmak iizere bes farkli tiptedir. DNA kendini esledikten sonra oktomer
(herbiri ikigser molekiil olan HoA, H2B Hz ve Hj olmak iizere toplamda 8 molekiil
protein igerir) adi verilen yapinin etrafina iki kez sarilir, H1 tarafindan stabilize edilir
ve niikleozomu olusturur. Niikleozomlar birbirine baglanip kivrilarak selonoid yapiy1
olusturur. Bu yap1 interfaz asamasindaki kromatini meydana getirir. Kromatin ag1
hiicre boliinmesinin profaz asamasina geldiginde kalinlagsarak genetik materyali
tastyan kromozomlar1 olusturur.

Interfaz evresinde c¢oziilmeden kalan ve bu sebeple koyu boyanan bdlgelere

heterokromatin bolge adi verilir ve bu bolge inaktif gen bolgelerini igerir.



Heterokromatin bolge Adenin ve Timin bazlar1 bakimindan zengindir. Niikleik asitce
daha zengin olan normal ve uniform olarak boyanan ipliksi kisimlara eukromatin
bolge adi verilir, bu bolge aktif gen bolgelerini igerir. Eukromatin bolgeler Guanin ve
Sitozin bazlar1 bakimindan zengindir. Kromozomlar1 esit ya da esit olmayan iki kola
ayran kisim sentromer’dir. Esit olmayan kollardan kisa olan (p), uzun olan kol ise (q)

koludur. Sentromerler heterokromatin yapida 6zel DNA dizisi tasiyan bolgelerdir.

2.2.1. Kromozomlarin Siniflandirilmasi
Kromozomlar sentromer lokalizasyolarina gore simiflandirilir ;

a) Metasentrik Kromozomlar: Sentromer kromozomun p ve q kollarini iki esit
pargaya bolecek sekilde tam ortada konumlanmis ise metasentrik kromozom adim
alir.

b) Submetasentrik Kromozomlar: Sentromer merkezde degildir. p kolu q
koluna oranlara daha kisa olan kromzom seklidir.

c) Akrosentrik Kromozom: Sentromer kromozomun ug¢ kismina ¢ok yakin
konumlanmistir. p kolu tamamen kisalmus, satellit seklindedir.

d) Telosentrik Kromozom: Sentromer kromozomun en u¢ noktasinda bulunur.

Insanda telosentrik kromozom bulunmaz.

Boliinme aninda kromozomlar kutuplara dogru ¢ekilirken, sentromerlerinden ig
ipliklerine tutunurlar. Sentromeri herhangi bir nedenle tahrip olan veya bulunmayan

bir kromozom boliinme olayina katilamadigindan pargalanir.

Kromozomlar biiyiikliikleri ve sentromer konumlar1 goz oOniine alinarak
gruplandirihir;

A Grubu: 1, 2, 3 numarali kromozomlardir. Metasentriklerdir.

B Grubu: 4 ve 5 numarali kromozomlardir. Bilyiik submetasentriklerdir.

C Grubu: 6,7, 8,9, 10, 11, 12 numarali kromozomlardir. Bu grup kromozomlar
submetasentriktir.

D Grubu: 13, 14 ve 15 numarali kromozomlardir. Biiyiik akrosentriklerdir.

E Grubu: 16, 17, 18 no’lu kromozomlardir. Kiigiik submetasentrik grubundadir.

F Grubu: 19 ve 20 numarali kii¢iik metasentrik kromozomlardir.
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G Grubu: 21, 22 nolu kromozomlardir ve kiigiik akrosentriklerdir.
Cinsiyet kromozomlar1 olan X ve Y’den, X; C grubundadir ve submetasentrik

bir kromozomdur. Y ise G grubundadir ve akrosentrik bir kromozomdur.

2.2.2. Kromozomal Polimorfizmler

Kromozomlar morfolojilerine goére homologlar ile karsilastirildigi zaman belli
bolgelerin olduk¢a degisken oldugu goriilmektedir. Bu bolgeler, kromozomal
varyasyonlarin biiyiik bir kismin1 olusturmaktadir. Tiirler i¢inde, ayni tiiriin bireyleri
arasindaki genetik varyasyonlar polimorfizm olarak adlandirilir. Bu polimorfizmler

lic grupta incelenir.

Y _kromozomu uzun kol varyasyonu: En sik rastlanan polimorfizmdir. Y nin
uzun kolu transkribe olmayan tekrarli bolgelerden olusur. Erkeklerin yaklasik
%10’unda normalden kisa veya uzun bir q kolu bulunur. Bu polimorfik bolgeler 6zel
floresan boyalarla tespit edilebilir (Thompson ve ark., 2001).

Sentromerik polimorfik bolgeler: 1, 9 ve 16. kromozomlarin sentromerlerine

yakin sekonder bir bolge (gh) icerirler. Bu gh bolgeleri kromozom 9 icin 9q12 ve
kromozom 16 igin 16pll.1-q11.1°dir. Bu bélge heterokromatin bolgedir ve
heterokromatin miktar1 degisken oldugundan gh bolgesi de degiskenlik gosterebilir.
Bu boélge aktif genler icermez ve bu bolgedeki farkliliklar polimorfizm olarak kabul
edilir (Thompson ve ark., 2001; Neas ve ark., 2005).

Satellit polimorfizmi: Akrosentrik kromozomlardaki satellit biiyiikliikleri farkli

olabilir. Polimorfik bolgelerdeki artisin mayoz sirasinda, sinaps asamasinda yanlis
eslemelere ve esit olmayan krossing-over’a sebep olabilecegi diisiiniilmektedir
(Thompson ve ark., 2001). Bunlarin disinda frajil bolgeler olarak adlandirilan,
kromozomlar {izerinde bulunan kirilmaya yatkin bolgelerdeki degisikliklerde
polimorfizmdir. Populasyonun yaklasik 9%30’unda mevcuttur. Sadece X
kromozomunun @27 bolgesindeki frajil bolge klinik olarak onemli kabul edilir
(Thompson ve ark., 2001).
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2.3. Kromozom Anomalileri

Genetik bilginin tagindigi kromozomlar gamet hiicreleri hari¢ 46 adettir. 46
kromozomun 22 ¢iftini otozomal kromozomlar, bir ¢iftini ise kadinlarda XX,
erkeklerde XY olmak {izere cinsiyet kromozomlar1 olusturur. Somatik hiicrelerdeki
46 kromozom “diploid” yapidadir ve 2n olarak simgelenir. Gamet hiicreleri ise
“haploid” sayida (n) yani 23 kromozom igermektedir. Kromozomlarin gerek
sayisinda gerekse yapisinda olusan degisiklikler “kromozom aberasyonu™ olarak
isimlendirilir. Genetik bilgiyi degistirmeyen anomaliler klinik bulguya yol agmaz ve
“dengeli kromozom anomalisi” olarak; genetik bilgiyi degistiren ve klinik bulgulara

ol acanlar ise “dengesiz kromozom anomalisi” olarak adlandirilir .
y

2.3.1. Kromozom Anomalilerinin Siniflandirilmasi

Kromozom anomalileri, sayisal veya yapisal olabilir, tek ya da ¢ok sayida
kromozomu, yalnizca otozom veya cinsiyet kromozomunu ya da hepsini birden
iceriyor olabilir ve farkli sikliklarla g6zlenir.

Kromozom anomalileri yapisal anomalier ve sayisal anomaliler olmak tizere iki

grupta siniflandirilir.

2.3.1.1. Yapisal Anomaliler

Yapisal kromozom anomalileri, kromozomlarda olusan kirilmalar sonucunda
kaybolma, artma veya yeniden diizenlenmelerle ortaya ¢ikmaktadir. Bu degisimler
tek bir kromozom veya karsilikli iki kromozom arasinda meydana gelen
degisimlerdir. Yapisal kromozom anomalilerinin yeni dogandaki siklig1 yaklasik
1/450°dir (Vaz ve Shyama, 2005). Yapisal anomaliler genetik olabilecekleri gibi, de
novo da olusabilir. De novo olusumlar iyonize radyasyon, bazi viral enfeksiyonlar ve
bazi kimyasallar gibi kiriga neden olan ajanlarla indiiklenebilecekleri gibi
kendiliginden de olusabilir (Thompson ve ark. 2001). Kromozomdaki genetik bilgide
herhangi bir artis veya azalis gerceklesmedigi i¢in dengeli kromozomal degisimlerde
fenotipin etkilenmesi beklenmemektedir. Ancak, de novo olusan kromozom
anomalileri, sitogenetik olarak dengeli olarak goriildiigi halde submikroskobik
diizeyde kayip igermeleri durumunda klinik bulgulara yol agabilmektedir (prenatal
tanida saptanan de novo translokasyonlarin %5' 1). En sik goriilen dengeli yapisal

anomaliler;
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2.3.1.1.1. inversiyon

Bir kromozomda, iki kirik sonucu olusan parcanin ters donerek, ayni bolgeye
tekrar yerlesmesi ile meydana gelen kromozom i¢i yapisal anomaliler inversiyonlar
olarak adlandirilir. Bu ters donen parga sentromer igeriyorsa “perisentrik inversiyon”,
sentromer igermiyorsa “parasentrik inversiyon” olarak adlandirilir. Perisentrik
inversiyonlarda kromozomun p/q kol oraninda degisim oldugundan sitogenetik
olarak gérmek daha kolaydir. Parasentrik inversiyonlar ise p/q kol oraninda degisim
olmadigindan ancak bant yapisindaki degisim ile taninabilirler. Inversiyon
sonucunda dengesiz gamet olusturma riski ytiksektir.

En sik goriilen inversiyon, 9 numarali kromozomun p12-q12 heterokromatin
bolgesini igeren perisentrik inversiyondur. Bu inversiyon fenotipi etkilemediginden
ve ayrica fetal kayiplar veya dengesiz karyotipe sahip bireylerin meydana gelmesine
iligkin 6dnemli bir risk olusturmadigindan normal varyant veya polimorfizm olarak
kabul edilir (Cockwell ve ark., 2003; Gardner ve Hill, 2004; Gersen ve Keagle,
2005).

2.3.1.1.2. Translokasyon

Bir kromozomun veya kromozom segmentinin baska bir kromozom {iizerine
yerlesmesi translokasyon olarak tanimlanir. Robertsonian, resiprokal ve insersiyonal
olmak {izere ii¢ ana grupta incelenirler.

Robertsonian Translokasyon: 1ki akrosentrik kromozomun kisa kollarimi

kaybederek sentromer veya sentromere yakin bdlgelerinden birlesmesiyle olusur.
Akrosentrik kromozomlarin (13, 14, 15, 21, 22 ) kisa kollarinda, pl1 bolgesinde
satellit DNA’lar I, II, III, IV, ve B; p12 bolgesinde 18S ve 28S ribozomal RNA’y1
kodlayan genlerin tekrar dizileri; ve p13 bolgesi p-satellit DNA ve telomerik diziler
ile sonlanmaktadir (Page ve ark., 1996; Bandyopadhyay ve ark., 2001). Dengeli
robertsonian tipi translokasyon tasiyicilarinda total kromozom sayis1 45°tir. Genel
populasyonda goriilme sikliklar1 1/1000°dir. Dengeli robertsonian tipi translokasyon
tastyicilart dengesiz gamet verme olasiliklar1 yiiksektir; trizomik ve monozomik

zigotlar ortaya c¢ikar (Shaffer ve Lupski, 2000).
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Resiprokal Translokasyon: Homolog olmayan iki kromozom arasinda karsilikli

par¢a degisimi “resiprokal translokasyon” olarak tanimlanir. Genellikle en az iki
kromozom arasinda, iki kirik olusumu ile meydana gelir ve toplam kromozom sayisi
degismez. Resiprokal translokasyonlarda dengesiz gamet olusturma riski %85 gibi
yiiksek bir oran oldugundan TGK ve mental retardasyon oykiisii gézlenir (Gardner
ve Sutherland, 2004).

Insersiyonel  Translokasyon  (Transpozisyon): Homolog olmayan iki

kromozomdan birinde iki noktadan, digerinde bir noktadan kirilma gerceklesir. Iki
kirik arasinda kalan parga homolog olmayan diger kirik kromozoma giderek eklenir.
Bu tip resiprokal (karsilikli) olmayan translokasyona insersiyonel tip translokasyon

denir. Bu tip mutasyonlar 3 kirik gerektirdigi i¢in nadir goriliir (Gardner ve

Sutherland, 2004).

2.3.1.1.3. Delesyon

Delesyon bir kromozom pargasinin kaybi ile kismi monozomi olusmasidir.
Klinik etkileri genellikle, delesyona ugrayan parcanin biiyiikliigii ve bu pargadaki
genlerin sayist ve islevine baglhidir. Cok biiyiik delesyonlar, 6zellikle total genomun
%2’sinden fazlasinin kayba ugradigi kromozom anomalileri genellikle yasamla
bagdagsmaz ve disiik ile sonlanirlar. Sitogenetik olarak goriilebilen otozomal
delesyonlarin yeni dogandaki siklig1 yaklagik olarak 1/7000°dir (Miieller ve Young,
1995; Thompson ve ark., 2001). Delesyonlar, terminal veya intersisyel olabilir.
Delesyonlar, basit olarak kromozom kirilmasi ve asentrik kismin kaybolmasi ile ya
da homolog kromozomlar veya kardes kromatidler arasinda esit olmayan krossing-
over sonucu olusabilirler. Dengeli translokasyon veya inversiyon tasiyicilarinin

verdigi dengesiz gametlerde de delesyonlar ortaya cikabilir.

2.3.1.1.4. Duplikasyon

Homolog kromozomlar arasinda gergeklesen bir transpozisyon sonucu olusur.
Homolog kromozomlardan birinde iki kirik, digerinde tek kirik olusur. ki kirik
arasinda kalan parca, homolog kromozomdaki tek kirikli bolge arasindaki kalan
kisma yerlesir. Daha ¢ok mayoz boliinme sirasinda goriiliir, bir kromozom pargasinin

iki kopya halinde bulunmasina yol agar. Somatik hiicrelerde her kromozomdan iki
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adet bulunmas1 kendiliginden olan bir dublikasyondur. Dublikasyonlar, delesyonlara
gore daha sik goriilmesine ragmen, delesyonlar kadar zararli degildir (Gersen ve
Keagle, 2005). Bazi durumlarda bir gamette dublikasyon olmasi kromozomal

dengesizlik (parsiyel trizomi)’le sonuglanabilir.

2.3.1.1.5. Ring Kromozom

Bir kromozomun iki kolunun terminal kisminda olusan iki kirik noktasinin
birlesmesiyle olusan halka seklinde kromozomlardir. Sonug olarak her iki kolunda
terminal uglarimin delesyonu s6z konusudur ve delesyona ugrayan bu ug¢ kisimlar
kaybolur (Gersen ve Keagle, 2005). Eger halka kromozom bir otozomal
kromozomda olusursa klinik tablo agir, fakat cinsiyet kromozomlari ile ilgili ise daha
hafif bulgular gozlenir. Ring (halka) kromozom en sik X kromozomunda

goriilmektedir.

2.3.1.1.6. izokromozom

Mayoz II esnasinda gerceklesen, sentromerin her iki tarafinda ayni kromozom
kolunun gozlendigi kromozomlardir. Yapisal goriintii kromozomun kollarindan
birinin olmamasi, digerinin ise duplikasyonu bi¢cimindedir (Gersen ve Keagle, 2005).
Kromozom c¢iftinde fazla olan kromozom kolu igin trizomik, eksik olan kromozom
kolu i¢in monozomik oldugundan daima fenotipik degisiklik ile birlikte goriiliir. En
sik goriilen izokromozom, X kromozomunun uzun koluna ait olan i(Xq)’dur. Turner

sendromuna neden olmaktadir.

2.3.1.1.7. Disentrik Kromozom

Disentrik kromozomlar, sentromer igeren iki kromozom pargasinin (farkli
kromozomlardan veya bir kromozomun iki kromatidinden) sentromeri bulunmayan
parcalarim1 kaybederek u¢ uca eklenmesiyle olusan nadir goriilen bir kromozom
anomalisidir. Bu kromozomlar, parasentrik inversiyon tastyicilarinin dengesiz
tiriinlerinde de goriilebilirler. Disentrik kromozomlar iki sentromeri olmasina
ragmen, bir sentromerin inaktif olmasi veya kromozomlarin kutuplara c¢ekilmesi

sirasinda  birbiri ile uyumlu bir sekilde kutuplara gitmesi durumunda bu
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kromozomlara psddodisentrik kromozomlar denir (Thompson ve ark., 2001). En

fazla cinsiyet kromozomlar1 ve akrosentrik kromozomlarda goriiliir.

2.3.1.1.8. Marker Kromozom

Marker kromozomlar, normal kromozom ¢iftine ek ve ¢cogunlukla mozaik olarak
bulunan, klasik sitogenetik yoOntemlerle taninmayan kromozomlardir. Genel
populasyonda goriilme sikliklar1 yaklagik olarak 2000 kiside 1’dir (Starke ve ark.,
2003). Marker kromozomlar bireylerde fenotipik bulgu saptandigi gibi normal
fenotipli bireylerde de goriilmektedir. Sentrik heterokromatinden olugan marker
kromozomlar fenotipi etkilemez. Eukromatin materyali tasiyanlar ise agir klinik
bulgulara neden olmaktadir. Bu nedenle marker kromozomlarin koékenlerinin
belirlenmesi ve eukromatin materyal tasiyip tasimadiklarinin belirlenmesi son derece
onemlidir. Marker kromozomlar, X/Y ya da otozomal kromozomlardan kdken
alabilir. Otozomal kokenli markerlar icinde en siklikla (~ %40) goriilen 15’inci

kromozom kokenli olan disentrik kromozomlardir (Kochhar ve Ghosh, 2013).

2.3.1.2. Sayisal Kromozom Anomalileri

Genellikle gamet hiicrelerinde oogenez veya spermatogenezde 1. ya da II. Mayoz
boliinme sirasinda, nadir olarak goriilen postzigotik mitotik bdliinme sirasinda olusan
hatalar (nondisjunction veya anafaz lag) sonucunda, kromozom sayisinda artis ya da
azalma ile kendini gosteren anomaliler “sayisal kromozom anomalisi” olarak

tanimlanir (Gersen ve Keagle, 2005). Bunlar;

2.3.1.2.1. Anéoploidi

Diploid bir hiicrede tek bir kromozomun sayisinin artmasi (2n+1=trizomi) ya da
eksilmesi (2n—1= monozomi) ile olusur (Gersen ve Keagle, 2005). Klinik olarak
gosterilmis gebeliklerin en az %3 ile %4’linde andploidi oldugu bildirilmektedir.
Molekiiler genetik c¢aligmalar, trizomilerin mayoz I ve II’de meydana gelen non-
disjunction, monozomilerin ise anafazda geri kalma ile olustugu gosterilmistir.
Hiicrelerdeki kromozom sayisina gore, 2n+1 trizomi, 2n+2 tetrazomi, 2n-1
monozomi, 2n-2 niilliizomi seklinde tanimlanir. Andploidi nedenleri iki farkli
sekildedir;
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Non-disjunction (Kromozomlarin Ayrilmamasi): I. veya Il. mayoz béliinme

sirasinda kromozom veya kromatidlerin sentromerlerinden ayrilarak birer kutba
gitmesi gerekirken, kromozomlar sentromerlerinden ayrilmayarak sadece bir kutba
giderler. Bu olaya kromozom ayrilmamasi denir (Gersen ve Keagle, 2005). Sonucta
olusan hiicreden birinde ayni1 kromozomdan iki tane bulunurken, diger hiicrede o
kromozomdan bulunmaz. Ayn1 kromozomdan iki tane bulunan gamet hiicresi normal
kromozom kurulumuna sahip bir gamet ile birlesecek olursa, olusacak olan yeni
gamet hiicresi kromozomdan iki yerine {i¢ adet bulunduracagindan trizomik (6rn;
Down  sendromu-46,XX/XY+21, Klinifelter sendromu-46XXY) olacaktir.
Kromozomu hi¢ tagimayan gamet, normal kromozomlu gametle birlesecek olursa,
olusacak olan gamette bir adet eksik kromozom olacagindan monozomik (&rn:
Turner sendromu-45,X) olacaktir.

Anafaz Lag: Kromatidler sentromerlerinden ayrilip zit kutuplara gekilirken
herhangi bir hata sebebiyle biri anafazda geri kalir. Geride kalan kromozom ¢ekirdek
icine katilmaz sitoplazmada kalir. Eger zigot olustuktan sonraki mitoz bdliinmeler
arasinda anafazda geri kalma olursa, mozaik yapida birey olusacaktir. Anafaz
gecikmesi sonucunda olusacak hiicreler; ya yarist normal, diger yaris1 monozomik ya

da yaris1 trizomik, diger yarist monozomik olacak sekilde mozaisizm gdosterirler.

2.3.1.2.2. Poliploidi

Kromozom haploid sayisinin (n=23) katlar1 halinde artig1 ile ortaya c¢ikan
(triploidi=3n, tetraploidi=4n) sayisal kromozom anomalilerine poliploidi denir.
Poliploidiler, daha ¢ok spontan abortus materyallerinde goriilmektedir (Gersen ve

Keagle, 2005).

2.4. Flouresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

FISH yontemin ortaya ¢ikist 1969 yilinda birbirlerinden bagimsiz ¢alisan Gall ve
Pardue’nin yapmis olduklar1 ribozomal problarint Xenopus Laevis niikleusundaki
DNA’ya hibridize etmeleri ile baglamistir (Gottfredson, 1999). Daha sonraki yillarda
yapilan ¢alismalarda, radyoaktif izotoplarla isaretlenmis problarini, denatiire edilmis
sitolojik preparatlarda hedef hiicre DNA’s1 ile hibridize etmisler ve otoradyografiden

sonra hibridizasyon bolgelerinin glimiis partikiillerle isaretlendigini gostermislerdir.
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1251 3H, %S gibi radyoizotoplar teknigi ilk dénemlerde problarin isaretlenmesinde

kullanilmaktaydi, ancak radyoizotoplar birgok a¢idan dezavantaja sahiptir.
Radyoaktif molekiillerin hibridizasyon alani disina sa¢ilmalari, zararli olmalari,
Omiirlerinin kisa olmasi ve radyoaktif isaretlemenin uzun zaman almasi arastiricilar
yeni isaretleme tekniklerinin gelistirilmesine yonlendirmis ve niikleik asitlerin
isaretlenmesinde nonizotopik floresan ve enzimatik 6zellikli molekiiller kullanilmaya
baslanmistir. 1980°li yillarin sonlarinda ise, problarin isaretlenmesi i¢in yeni
teknikler bulunmasi ile FISH yontemi gelistirilmis ve yaygm bir sekilde
kullanilmaya baslanmistir (Piper ve ark., 1995; Gottfredson, 1999).

Sitogenetik ile molekiiler genetik arasinda bir kdprii gérevi yapan FISH teknigi
sitogenetik tanida 6nemli bir yerdedir (Bruno ve ark., 2006). Molekiiler genetikteki
ilerlemeler ¢ok sayida 6zgiin DNA dizilerinin klonlanmasina olanak saglamis ve bu
sayede belirli bolgelere 6zgiin tek iplikli DNA oligoniikleotidleri (prob) elde
edilmistir (Levsky ve Singer, 2003). Bu problarin, metafaz kromozomlarinda ya da
interfaz  nilikleus DNA’sina  hibridizasyonu  sayesinde  0zgiin  bolgeler
goriintiilenebilmistir. FISH, standart bantlama teknikleri ile tanimlanamayan 5mb
dan kiigiik kromozom anomalilerinin (submikroskobik delesyonlar, duplikasyonlar,
translokasyonlar, inversiyonlar ve marker kromozomlar) aydinlatilmasinda siklikla
kullanilan bir tekniktir. Genomda istenilen hedef DNA bdélgesinin floresan veren
DNA veya RNA problarn ile boyanarak “in situ” olarak gdzlenmesine imkan
saglamaktadir. Bu yontemin temelinde, goriintiilenmesi hedeflenen DNA bolgesine
komplementer florokromlarla isaretlenmis olan tek iplik¢ikli Timidin igeren
oligontikleotid adini1 verdigimiz DNA dizileri kullanilir. Florokrom ile isaretlenmis
DNA dizilerine prob adi verilir. Kullanilan bu oligoniikleotid problar sayesinde
submikroskobik delesyonlarin varlig tespit edilebilmektedir. Floresan isaretli prob
hibridize oldugu zaman kromozomlar floresan boyadan yayilan 1s181n belirli dalga
boyunda absorblanmasi ile goriiniir hale geliyor. Tek iplikli niikleik asit
molekiillerinin tamamlayici diziler ile uygun kosullarda eslestirilerek ¢ift iplikli hale
getirilmesi icin gergeklestirilen reaksiyon hibridizasyondur. Hibridizasyon, sinyalin
ve prob ile hibridize olan DNA segmentinin lokalizasyonu mikroskop altinda

belirgin hale getiriyor.
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FISH caligsmasi yapilabilen 6rnekler; periferik ve fetal kan hiicreleri, doku ve cilt
biyopsisi, amniyon sivisi, koryonik villus (CVS), tahliye materyali, sperm ve
embriyo hiicresidir. Bu 6rnekler farkli islemler kullanilarak bir hazirlik asamasindan
gecirildikten sonra yaymalar1 yapiliyor ve uygun problar yardimi ile analize hazir

hale getiriliyor. Basit olarak FISH ¢aligma basamaklari su sekildedir;
» Hedef DNA (metafaz kromozomu ya da interfaz niikleusu) ve prob hazirlanir.

» Hedef DNA ve prob yiiksek 1sida denatiire edilir. Boylece DNA’nin ¢ift

zincirli yapisi agilarak tek zincirli konuma gelir.

» Hedef DNA ve prob 37°C’de hibridize olur. (hibridizasyon siiresi calisilan
proba gore degismektedir.) Bu asamada problar hedef kromozom iizerindeki
komplementeri olduklar1 bolgeye ya da bolgelere baglanir.

» Hibridizasyon siiresi bitiminde non-spesifik baglanmalardan ve artefaktlardan
kurtulmak igin ¢esitli sicaklik ve yogunluklardaki tuz veya deterjan tiirevi maddelerle
yikama islemi gergeklestirilir. (Post- hibridizasyon)

» Kromozomlar kontrast olusturan renklerle (DAPI- 4-6diamino-2-phenylidole/
Antifade) boyanarak goriiniir hale getirilir.

» Floresans mikroskop yardimui ile incelenir.

Tamsal Amach kullanilan FISH

¢ Kilinik sitogenetik

- PGD, PCS, CGH.
- Interfaz niikleusu ve metafaz kromozomlari
- Mikrodelesyon sendrom tanisi

- Kanser sitogenetigi
e Dokuda enfeksiyon ajanlarin tespiti

e Dokuda mRNA analizi
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Arastirma Amach kullamilan FISH

e Gen haritalamasi

e Onkogen, tiimor supresor gen analizi
e Mikrobiyoloji / viroloji

o Gen ekspreyon analizi

e Somatik hiicre hibrit analizi

e Mayoz / Mitoz analizi

e Hiicre tanimlamasi

2.4.1. Prob Cesitleri

Hedef kromozom ya da kromzom bdlgesine ve kullanim amacina bagli olarak

farkli prob c¢esitleri vardir. Bunlar;

2.4.1.1. Tim Kromozom Boyama Problar1 (painting prob): Bir kromozomun
tiimilinii kapsayacak sekilde farkli bolgelerine 6zgiin DNA dizilerinden olusturulan
prob karisimi ile kromozomun p terminalinden q terminaline kadar olan bolgenin
boyanmasi saglanir. Her kromozom kolunu ayri renkte boyayabilen “arm spesifik
problar” ya da kromozomlarin belli bantlarin1 veya tiim bantlarim1 ayri renkte
boyayabilen “bant spesifik problar” bulunmaktadir. Kromozom ya da kromozom

kollarinin rahatlikla tanimlanmasini saglayan problardir (Manuelidis, 1981).

2.4.1.2. Tekrarlayan Dizi (satellity Problari: Insan DNA’si biiyiik 6lgiide
tekrarlayan diziler icermektedir. Bu tekrar dizileri ve satellit bolgeleri total genomun
%10-20’sini olusturmaktadir. Kromozomlarin sentromerik ya da perisentromerik
bolgelerinde 10°-10° baz ¢ifti uzunlugunda tekrar dizileri vardir. Bunlar alfa-satellit,
beta-satellit ya da diger satellit DNA dizilerinden olusur ve her kromozom igin
spesifiktir (Manuelidis, 1981).

Tekrarl dizilere 6zgiin problar; “sentromerik”™, “beta satellit”, “klasik satellit” ve

“telomerik” problar olarak gruplandirilir. Sentromere yakin bulunan alfa-satellit
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problart genellikle giiglii sinyaller verirler. Cilinkii kromozomun sentromer
bolgesinde c¢ok yogun tekrarlayict DNA dizileri vardir. Kromozomlarin
numaralandirilmasi, monozomiler, trizomiler, cinsiyet kromozomlar1 ve fetal
anoploidilerin  hizli tamist i¢in kullanilir. Beta satellit problar, perisentrik
heterokromatin bolgelere, akrosentrik kromozomlara ve 9. kromozoma lokalizedir.
Klasik satellit problari, AATGG tekrar dizileri ile baglantili olarak 1, 9, ve 16.
kromozomlarin perisentrik heterokromatin bolgelerine ve Y kromozomunun uzun
koluna 6zgii DNA dizilerinden olusur (Willard, 1990).

Telomerik problar ise kromozomlarin terminal bdlgelerinin tanimlanmasini
saglayan problardir. Telomer bolgeleri, GTG bantlama ile agik renk boyanan ug
bolgelerdir ve bu nedenle olast bir parca degisiminin taninmasi olduk¢a zordur.
Telomerlerin yapisinda tekrar bolgelerinin kromozoma o6zgiin ve islevsel genler
acisindan zengin subtelomerik bolgeler bulunmaktadir. Hiicre yaslanmasi,
kromozomal yeniden diizenlemeler ve delesyonlar i¢cin bu problar kullanilir. Her

kromozoma 6zgii telomerik prob bulunmaktadir.

2.4.1.3. Lokus Spesifik Prob (Tek gen problar)): Mikrodelesyon ya da
duplikasyonlar1  (DiGeorge Sendromu, Miller-Dieker  Sendromu, Prader
Willi/Angelman Sendromu vb.) tespit etmek ve gen lokalizasyonunu belirlemek i¢in
kullanilan bir gen/lokus bolgesi problaridir. Tiimor genetiginde de siklikla kullanilan
prob cesididir.

Sitogenetikte kullanilan FISH tekniginin bazi1 avantaj ve dezavantajlari vardir
(Yakut ve ark., 2002). Avantajlari;

= lyi kalitede, hizli ve giivenilir sonug elde edilebilir.

* DNA veya RNA’nin yapisinin bozulmadan incelenmesine olanak saglar.

* Mozaisizm tanisinin konmasinda etkili bir yontemdir.

* Bolinmeye hazirlik evresinde (interfaz) olan bir hiicreden sonug elde

edebilme kolaylig1 saglamaktadir.
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Dezavantajlari ise;

= Tespit edilen anomaliler segilen prob ile sinirhidir.

» Birden fazla anomaliyi ayn1 anda tespit etme olanagi saglamaz.

= Parafin kesitler ya da solid dokularda daha zor sonug elde edilebilir.

* Denatiirasyon asamasinda uygun sicaklik kullanilmadigi taktirde parcali
sinyal elde olasilig1 vardir. Bu durum dogru bir analiz yapmayi zorlagtirabilir.

= D ve G grubu kromozomlarda satellit DNA oldugundan kisa kollarinda her
zaman net sinyaller alinmayabilir.

» Uniparental isodizomi ve ince subtelomerik tandem tekrarlar1 gozden
kacabilir.

» Analiz i¢in karanlik ortam ve flouresan atasmanli mikroskop olmasi

gereklidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Gruplan

Projemiz Canakkale Onsekiz Mart Universitesi tarafindan TYL-2013-107
numarali proje ile desteklenmistir. Ayrica Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 28/02/2013 tarihinde alinan EK-2013-28 nolu
izin ile baslatilmustir.

Calismamiza 30 tekrarlayan diisiik ¢ifti (30 kadin 30 erkek toplamda 60 kisi) ve
kontrol grubu i¢in 10 ¢ift (10 kadin 10 erkek toplamda 20 kisi) olmak iizere 80 olgu
dahil edilmistir. Hasta grubumuz icin tekrarlayan diisiik endikasyonu ile gelen en az
tic tekrarh diisiik Oykiisii olan bireyler, kontrol grubu hastalarimiz icin ise saglikli en
az iki ¢ocuk sahibi olan hi¢ diisiik Oykiisii bulunmayan bireylerden olusan giftler
secilmigtir. Bu hastalarimizin poliklinik doktorumuz tarafindan bilgileri alinmus,
pedigrileri ¢izilmis ve hasta bilgi formlar1 doldurulmustur. Hastalarin yasi, gebelik
sayist ve bu gebeliklerinden kacinin diisiik ile sonlandigi, eslerin ailelerinde diisiik
Oykiisii olan bireylerin yakinlik dereceleri ve esler arasinda akraba evliligi olup
olmadigi bilgi formlarina eklenmistir. Tiim bireylere dncelikle kromozom analizleri
ardindan FISH analizleri yapildi. Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen tiim bireylere
calisma hakkinda bilgi verilerek onamlar1 alindi.

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi
Genetik Laboratuvari’na gelen tiim kan orneklerinden FISH yontemi ile 9 alfa-
satellit prob, 16 alfa-satellit prob, XY alfa-satellit prob ve Subtelomerik prob

kullanilarak ¢alisilmalar1 yapilmistir.

3.2. Sitogenetik Analiz

Tekrarlayan diistikleri olan ¢iftlerimizden ve saglikli kontrol grubunu olusturan
ciftlerimizden 5 ml heparinize enjektor ile periferik kan 6rnekleri alinarak sitogenetik
analizleri yapilmistir. Analiz sonuglari normal ¢ikan hastalarimiza olasi sayisal ve
yapisal kromozom aberasyonlarinin tespit edilebilmesi amaci ile FISH yontemi

uygulanarak analizleri yapildi.
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3.2.1. Lenfosit Hiicre Kiiltiirii
Sitogenetikte kromozom eldesi i¢in en sik kullanilan yontem kisa siireli lenfosit
hiicre kiiltiiri yontemidir. Periferik kan hiicreleri, iiretilmek tizere kiiltlir ortamlarina
alindiktan sonra 72 saatlik siire sonunda harvest’e alinir. Daha sonra elde edilen
lenfosit hiicreleri preparat haline getirilir ve GTG bantlama islemi sonrasi

degerlendirmeye alinir.

3.2.1.1. Zenginlestirilmis Besiyerinin Hazirlanmasi

100 ml RPMI 1640 (Wisent Inc.) igerisine; kiiltiir ortamin1 zenginlestirmek ve
hiicrelerin c¢ogalmasma olanak saglamak amaciyla 20 ml fetal bowin serum
(Biological Industries), besiyerini desteklemek amaciyla 2 ml L-Glutamine (Wisent
Inc.), lenfosit hiicrelerini mitoz’a yonlendirmek i¢in 1 ml fitohemagliitinin
(Biological Industries) ve herhangi bir kontaminasyon olasiligini ortadan kaldirmak
icin 2 ml penisilin-streptomisin (Biological Industries) eklenerek hazirlanir.

Her olgudan steril, heparinle yikanmis 5 ml enjektére alinmis periferik kan
ornekleri, igerisinde 5 ml medyum bulunan steril kapakli falkon tiipleri icerisine 5-6
damla ilave edilerek ekimleri yapilir. Hafif karistirildiktan sonra egik bir sekilde 72
saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilir.

3.2.1.2. Kromozom Eldesi i¢cin Kullanilan Soliisyonlar
3.2.1.2.1. Hipotonik

0,075 M potasyum kloriir (KCI) (Merck KGaA) olacak sekilde 2,8 gr KCI
tartilarak 500 ml distile suda ¢6ziilerek stok soliisyon hazirlandi ve harvest sirasinda

kullanilmak tizere 37°C etiv’de bekletildi.

3.2.1.2.2. Fiksatif
1/3 glasial asetik asit %100 (Merck)/methanol %100 (Merck) ilave edilerek
hazirlandi. Soliisyon kullanilmadan 6nce ve ¢alisma aralarinda -20°C'de saklandi. Bu

sollisyon her harvest igslemi 6ncesinde taze olarak hazirlanmistir.
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3.2.1.3. Harvest

Uremeleri i¢in 37°C etiivde birakilan kiiltiir tiiplerine harvestten 1,5 saat dnce
100 pg/ml kolsemid (Biological Industries) eklenmis, hafifce karistirilip tekrar 37°C
etiiv’e yerlestirilmistir. 72 saatlik siire sonunda kiiltiir tiipii 1200 devirde 8 dakika
santrifiije edilip supernatant bir pastor pipeti yardimi ile atilmis, dipte kalan pellet ve
tizerindeki 1 ml’lik siv1 vortekslenerek iizerine toplam hacim 10 ml olacak sekilde
daha oOnceden hazirlamis oldugumuz hipotonik (0,075 M KCL) soliisyonu
eklenmistir. Tiipler 45-60 dakika aras1 37°C’de etiivde bekletilmistir. Siire sonunda
tipler 1200 devirde 8 dakika santrifiije edilip, supernatant atilmistir. Tip
vortekslenerek yavas bir sekilde fiksatif ilave edildi. Bu fiksatif islemi tiip
icerisindeki pellet berraklasincaya kadar tekrarlandi. Islem tamamlandiginda
tizerinde hasta ad1 ve kod numaralarinin yazili oldugu lam tizerine cam pastor pipeti
ile alinan pellet egik bir a¢1 ile damlatilarak yayildi. Lamlar 1 gece oda sicakliginda,

ertesi giin 30 dakika 65°C hotplate lizerinde yaslandirilmak iizere bekletildi.

3.2.1.4. GTG- Giemsa Bantlama Teknigi

Her kromozom kendine 6zgii heterokromatin yogunluguna gore degisen agik ve
koyu bant bolgeleri icerir. Bu bdlgeler premetafaz ve metafaz kromozomlarinda
sayica farklihik gosterir. Kromozomlarin ilk defa 1971 Paris Kongresi'nde
ideogramlart belirlenmis, 1985 An International System for Human Cytogenetic

Nomenclature (ISCN)’de yayinlanmistir (Felix, 1995).

3.2.1.4.1. Kullanilan Soliisyonlar

Phosphate Buffer Saline (PBS): 10x’lik PBS (Snp biyoteknoloji) soliisyonu her

bant islemi Oncesinde 10 ml PBS {izerine 90 ml distile su ile 100 ml’ye
tamamlanarak 1x olacak sekilde hazirlanir.

Tripsin: Balon joje igerisinde hazirlanan 100 ml PBS soliisyonundan 20 ml
eksilttikten sonra tizerine 0,15 gr toz tripsin (Biological Industries) eklenip
calkalanarak karistirilir.

Giemsa: Gurr Buffer (Biological Industries) stok soliisyonu; 1 litre distile su
igerisine 1 adet gurr buffer tablet ilave edilerek hazirlanir. 4 ml Giemsa (Merck

KGaA), stok soliisyondan 96 ml ilave edilerek 100 ml’ye tamamlanir.
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Preparatlar yaslandirma islemi sonrasi oda 1sisindaki tripsin igerisine yerlestirilir,
20-30 saniye arasi bekletilip PBS-distile (tripsinin aktivasyonunu sonlandirmak igin)
su karisiminda yikanir ve %4’liik Giemsa soliisyonu igerisinde 1 dakika bekletilir.
Stire sonunda distile su’dan gegirilerek kurutma islemi yapilir.

Hazirlanan preparatlar, 100x objektifle immersiyon yagi damlatilarak Leica
marka mikroskop ile 20 metafaz plagi kromozomal anomalileri agisindan incelendi
ve goriintiileri Cytovision programi kullanilarak bilgisayar ortaminda kaydedildi.
Analiz sonuglar1 normal ¢ikan hastalarimizin FISH yontemi ile analizleri yapilmak

tizere ikinci bir igleme alindu.

3.2.2. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yo6ntemi
3.2.2.1. Kullanmilan Soliisyonlar

3.2.2.1.1. 20xSSC (Sodium Salina Citrat)
20xSSC buffer (Applichem GmbH), 1 litrelik ambalajda stok soliisyon olarak

kullanilmastir.

3.2.2.1.2. 2xSSC

20xSSC stok soliisyondan 10 ml alinip, iizerine 90 ml distile su ilave edilerek,
hacim 100 ml’ye tamamlandi. Sollisyonun pH 6l¢iimii yapilarak, pH: 7.0 olmasina
o0zen gosterilmistir. Kullanim esnasinda soliisyonun, oda sicakliginda olmasina

dikkat edilmistir.

3.2.2.1.3. Etanol Serileri
Preparati dehidrate etmek amaci ile; %70, %85 ve %100’liik etanol serileri

hazirlandi.
3.2.2.1.4. 0,4xSSC

20xSSC stok soliisyondan 2 ml alinip, 98 ml distile su ilave edilerek, hacim 100

ml’ye tamamlandi. Soliisyonun pH: 7.0 olmasina dikkat edilmistir.
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3.2.2.1.5. 0,25xSSC
20xSSC stok soliisyonundan 1,3 ml alinip 98,7 ml distile su ile 100 ml’ye

tamamlanir. Soliisyonun pH: 7.0 olmasina dikkat edilmistir.

3.2.2.1.6. 2xSSC, %0,05 Tween 20
20xSSC stok soliisyonundan 10 ml alinip, 90 ml distile su ilave edilerek, hacim
100 ml’ye tamamlandi. Bu soliisyona, 50 pl Tween-20 (Sigma) ilave edilerek

hazirlandi.

3.2.2.2. Kullanilan FISH Problar

3.2.2.2.1. Kromozom 16 ve 9 Alfa satellit prob

Kromozom 9 (cytocell aquarius) ve kromozom 16 (cytocell aquarius) problari;
kromozomlarin sentromerik, perisentromerik veya heterokromatik bolgelerine 6zgii
problardir. Kromozom 9 (LPE 009R/G) pobu; 9q12 bolgesi D9Z3 lokusu igin,
kromozom 16 (LPE 016R/G) probu; 16pl11.1-ql11.1 bolgesi D16Z2 lokusu igin
kullanilan problardir. FISH ¢alismas1 yapilacak olan 6rneklerin interfaz veya metafaz
asamasindaki kromozomlarin satellit bdolgelerinin kirmizi veya yesil sinyalle
rahatlikla analiz edilmesine olanak saglar.

Preparatlarin  Hazirlanmasi:  Olgulara rutin  kromozom eldesi yontemi

uygulanarak son asamasinda 3 kez fiksatiften gegcirilen periferik kan kiiltiirleri, bir
kez daha 1200 devirde 8 dakika santriflij edildi. Stipernatanti atilarak kalan 1 ml
kadar pellet vortekslenir. Daha sonra temiz ve iizerinde hasta adi ile kodlarin yazili
oldugu lamlar tizerine mikropipet yardimi ile yayma yapilir. Lamlar oda sicakliginda
kuruduktan sonra hiicreleri lam {izerine tespit etmek ve hiicre kaybin1 6nlemek i¢in 2
dakika 2xSSC (pH: 7.0) soliisyonunda bekletilir. Daha sonra dehidratasyon i¢in %70,
%85 ve %100’liik alkol serilerinin her birinde, sirasi ile 2’ser dakika bekletildi. Alkol
serisi lam tizerindeki artefaktlar1 yok etmek ve hiicre i¢indeki fazla siviyr alarak
probun etkisini arttirmak amaciyla uygulanir. Bu islem sonrasinda ¢ikarilan lamlar
oda sicakliginda kurutulur.

Pre denatiirasyon: 3ul prob ile 7pl hibridizasyon soliisyonu bir mikrosantrifii

tiip igerisinde pipetaj yaparak karisim seklinde hazirlanir ve 1sinmasi ig¢in 37°C

etiivde bekletilir. Kuruyan lamlarin herbirinin {izerine 10ul hazirlanan karisimdan
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damlatilarak 24x24 mm boyutunda lamel ile tizeri kapatilir. Daha sonra lamelin etrafi
rubber cement yapistirict ile digsaridan hava almamasi igin kapatilir.
Denatiirasyon Asamasi: Hazirlanan preparatlar 75°C (+/-1°C) hotplate iizerinde

ve 2 dakika bekletilir.

Hibridizasyon Asamasi: Denatilirasyon islemi tamamlandiktan sonra icerisinde

nemli bir gazli bez bulunan hibridizasyon kutusuna preparatlar yerlestirilir. Kutunun
kapag1 kapatilarak etrafi parafilm ile gevrilir. Hibridizasyon i¢in, over-night 37°C
etiiv icerisinde inkiibasyona birakilir.

Post Hibridizasyon Yikamalar: Hibridizasyon islemi sonrast lamel etrafindaki

rubber cement dikkatli bir sekilde alinir ve lamin iizerinden lamel yavas bir sekilde
kaldirilir. 72°C’ye (+/-1°C) ayarlanan su banyosuna yerlestirilen sale igerisinde
0.25xSSC (pH: 7.0) soliisyonu hazirlanir, soliisyon sicakliginin 72°C (+/-1°C) olmas1
beklenir, lamlar bu soliisyon igerisine yerlestirilerek 2 dakika bekletilir. Siire
sonunda preparatlar; oda sicakligindaki 2xSSC/%0,05 Tween-20 soliisyonu
icerisinde 30 saniye yavasca karistirilarak bekletilir. Sollisyondan ¢ikarilan lam
tizerindeki fazla soliisyonun uzaklastirilmasi saglanir. Ancak lamin tamamen
kurumamasima Ozellikle dikkat edilir. Lamin {izerine 10 pl 4-6 diamino-2-
phenylinodole (DAPI-Antifade) soliisyonu damlatilir. Lam, 24x24 mm
boyutlarindaki lamel ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatilir. Daha iyi sinyal
alabilmesi i¢in lam, floresan mikroskobunda inceleme yapmadan &nce

hibridizasyon kutusuna konularak +4°C’de 10 dakika kadar bekletilir.

3.2.2.2.2. Kromozom XY Alpha satellit

Kromozom X (Cytocell aquaris)(LPE 0XR/G) alfa satellit probu Xp11.1-g11.1
bolgesi DXZ1 lokusuna spesifik bir probdur. Kromozom Y (Cytocell aquaris)(LPE
0YCcR/G) alfa satellit probu Ypll.1-q11.1 bolgesi DYZ3 lokusu igin spesifik bir
probdur.

Preparat hazirlama: Santrifiij sonrasi silipernatanti atilan pellet lam {izerine

mikropipet yardimi ile yayilir. Oda sicakliginda kurutulan lam 2xSSC (pH: 7.0)
igerisinde 2 dakika, daha sonra %70, %85, %100’lik etanol serisinde 2’ser dakika
bekletilerek gecirilir. Oda sicakliginda kurutulur.
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Pre denatiirasyon: Hazir karisim seklinde olan prob igerisinden 10 pl lamin

tizerine damlatilip 24x24 lamel ile kapatilir. Lamel etrafi rubber cement yapistirict ile
kapatilir.

Denatiirasyon: Hazirlanan preparatlar 75°C (+/-1°C) hotplate iizerinde ve 2
dakika bekletilir.

Hibridizasyon: Nemli hibridizasyon kutusu igerisine lamlar yerlestirilip kapag:
kapatilarak 37°C (+/-1°C) etiiv’de over-night bekletilir.

Post Hibridizasyon: Hibridizasyon siiresi sonrasinda lamin {izerindeki rubber

cement kaldirilarak lamel alinir. 72°C’ye (+/-1°C) ayarlanan su banyosuna
yerlestirilen sale icerisinde 0,4xSSC (pH: 7.0) soliisyonu hazirlanir, soliisyon
sicakliginin  72°C  (+/-1°C) olmasi beklenir, lamlar bu soliisyon igerisine
yerlestirilerek 2 dakika bekletilir. Preparatlar oda sicakligindaki 2xSSC/%0,05
Tween-20 soliisyonu igerisinde 30 saniye yavasca karistirilarak bekletilir. Siire
sonunda lamm tamamen kurumasi beklenmeden 10 pl DAPI-Antifade eklenip

izerine lamel kapatilir. 10 dakika +4°C’de bekletilir.

3.2.2.2.3. Chromoprobe Multiprob-T Sistemi

Subtelomer spesifik problar, kromozomlarin ug¢ bélgelerindeki DNA dizilerine
spesifik problardir. Her kromozomun p ve q kollariin telomerik boélgelerini farkl iki
renkte etiketleyerek tanimlanmasina yardimer olur. p telomerik bolge icin yesil
sinyal, q telomerik bolgeler i¢in ise kirmizi sinyal alinarak analiz yapilmaktadir. Bu
yontemde; daha etkili bir hibridizasyona olanak saglayan 23+XY olarak hazilanmus,
toplamda 24 kareye boliinmiis bir lam kullanilir. Ayrica 24 kareye boliinmiis ve her
bir karede farkli kromozomlara spesifik prob bulunan bir Multiprob-T sistemi

kullanilmaktadir.
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Sekil 1. Yayma i¢in kullanilacak olan 24 kareye boliinmiis lam.

Sekil 2. 24 kareden olusan ve herbir karede farkli kromozomlarin telomerlerine

spesifik prob igeren Multiprob-T.

Preparat hazirlama: Kiiltiirasyon asamasindan sonra ti¢lincii fiksatiften gegirilip

slipernatant: atilrak elde eldilen 1 mI’lik pellet vortekslenerek mikropipet yardimu ile
karelere boliinms lam iizerine, her kareye 2 pl olacak sekilde yayma yapilir. Oda
1sisinda kuruyan lam 2 dakika 2xSSC’de bekletilir. Sonrasinda lam her birinde 2’ser
dakika olacak sekilde etanol serisinden (%70, %85, %100) gegirilir ve kurutulur.

Pre denatiirasyon: Oncede 1sitilmis olan hibridizasyon solusyonundan her kareye

1 pl damlatilir. Daha sonra Multiprob-T, sar1 renkli isaretlenmis 1 numarali
kromozoma ait prob igeren kismi lam {izerindeki 1 numarali karenin iizerine gelecek

sekilde dikkatli bir sekilde kapatilir.
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Sekil 3.Yayma yapilmis lam tizerine Multiprob-T kapatma islemi.

Denatiirasyon: Hazirlanan preparat 75°C (+/-1°C) hotplate iizerinde ve 2 dakika
bekletilir.

Hibridizasyon: Kapali bir kutu igerisine preparat yerlestirilip kapagi kapatilarak
37°C (+/-1°C) su banyosunda over-night bekletilir.

Post Hibridizasyon: Hibridizasyon siiresi sonrasinda Multiprob-T yavas bir

sekilde lamin tizerinden alinir. 72°C’deki (+/-1°C) su banyosu igerisine yerlestirilen
saleye 0,4xSSC (pH: 7.0) soliisyonu ilave edilir, soliisyon sicakliginin 72°C (+/-1°C)
olmast beklenir, lamlar bu soliisyon igerisine yerlestirilerek 2 dakika bekletilir.
Preparatlar oda sicakligindaki 2xSSC/%0,05 Tween-20 soliisyonu igerisinde 30
saniye yavasga karistirilarak bekletilir. Sonrasinda lamin tamamen kurumasi
beklenmeden 20 pl DAPI-Antifade eklenip iizerine 24x60 ebatlarindaki lamel
kapatilir. 10 dakika +4°C’de bekletilir.

3.2.2.3. Goriintiilleme ve Sayim

Sinyal netligini arttirmak amaciyla +4°C’te bekletilen lamlar iizerine immersion-
oil damlatilip, Leica marka floresan mikroskobunda uygun filtreler kullanilarak
taramas1 yapildi. Cytovision sistemi kullanilarak metafaz ve interfaz hiicre
goriintiileri bilgisayar ortamina aktarilarak analizleri yapildi.

Kromozom 9 classic prob igin spektrum green, kromozom 16 alpha-satellite
prob icin spektrum red ve kromozom XY alpha satellite probta ise X i¢in spektrum

green, Y icin ise spektrum red uyumlu filtreler kullanilarak sinyaller degerlendirildi.
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Ayrica subtelomerik FISH c¢aligmalarinin taranmasi sirasinda q telomerik bolge igin

spektrum red ve p telomerik bolge i¢in spektrum green uyumlu filtre kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen en az ti¢ tekrarli diisiik dykiisii olan 30 ¢iftimizden (60
kisi) kadinlarin (30 kisi) yas ortalamasi 33,8 (29-36) iken erkeklerin (30 kisi) yas
ortalamasi ise 36,1 (33-39)’dir. Hasta grubumuzu olusturan 30 c¢iftin (60 Kkisi)
toplamda yag ortalamasi ise 34,95 (29-39) ’tir. Kontrol grubu kapsaminda ¢aligmaya
dahil edilen ve herhangi bir diisiik 6ykiisii olmayan, en az iki saglikli ¢ocuk sahibi
olan 10 ¢iftimizin (20 kisi) yas ortalamas1 ise 38,2’dir.Tekrarlayan diisiik
ciftlerimizin poliklinik doktorumuz tarafindan ¢ikarilan pedigrilerine gore ciftlerden
kadinlarin 9’unun annesinde tekrarli diisiik dykiisii oldugu, 2’sinin ise 6lii dogum
Oykiisii oldugu tespit edilmistir. Geriye kalan 49 kisinin ise aile dykiilerinde herhangi
bir endikasyon olmadig1 goriilmiistiir. FISH yontemi ile kromozom spesifik problar
kullanilarak her bir olgunun analizini yapmadan 6nce 72 saatlik PHA uyarilmig
lenfosit hiicre kiiltiirii yapilmis, GTG bantlama uygulanarak sitogenetik analizleri
yapilmistir. Sitogenetik analiz sonrasi; 30 kadin olguda 46,XX ve 30 erkek olguda
46,XY normal karyotipe sahip oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4. XX bir olguya ait karyotip goriintiisii.
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Sekil 5. XY bir olguya ait karyotip goriintiisi.

Kromozom 9’un D9Z3 lokusu 9ql2 (a-satellit) bolgesi, 16 numarali
kromozomun D16Z2 lokusu 16p11.1-q11.1 (o-satellit) bolgesi, X kromozomunun

DXZ1 lokusu Xpl11l.1-q11.1 (a-satellit) bolgesi ve Y kromozomunun DYZ1 lokusu

Ypll.1-ql1.1(a-satellit) bolgeleri igin spesifik problar ile subtelomerik problar

kullanilarak FISH yontemiyle analizleri yapilmigtir.

Xp

Sekil 6. 9912, 16p11.1-q11.1 ve XY(pll.1-q11.1) bolgelerine ait ideogram.



4.1. 9q12 Bolgesi Kontrol Grubu

Tablo 1. Kontrol grubunda 9 numarali kromozomun 9q12 bdlgesindeki sinyal
yogunlugu ol¢limleri ve oranlari.

Ciftler Olgular D973 lokusu 9q12 bolgesi
1.Cift Kadm 1:1 (10,600/11,000)
Erkek 1:1(15,800/15,940)
2.Cift Kadin 1:1 (19,500/20,000)
Erkek 1:1 (19,000/19,646)
3. Cift Kadin 1:1 (22,000/23,000)
Erkek 1:1 (19,160/19,900)
4.Cift Kadin 1:1 (21,000/21,012)
Erkek 1:1(19,700/19,966)
5.Cift Kadmn 1:1 (19,046/20,430)
Erkek 1:1 (18,300/19,010)
6.Cift Kadm 1:1 (19,680/20,000)
Erkek 1:1( 21,750/21,800)
7.Cift Kadin 1:1 (19,840/20,946)
Erkek 1:1 (17,700/18,430)
8.Cift Kadm 1:1 (18,600/19,444)
Erkek 1:1(16,500/17,900)
9.Cift Kadin 1:1(19,639/21,856)
Erkek 1:1 (19,000/19,780)
10.Cift Kadmn 1:1 (21,036/21,908)
Erkek 1:1 (22,400/23,106)

Kontrol grubu dahilinde her bir olguya ait sentromerik sinyal yogunluklarinin
Olgtimleri dogrultusunda analizleri yapilmistir. Her olgudan 9 numarali kromozom
ciftinin 10 metafaz veya interfaz hiicresindeki sinyal yogunluk 6l¢iim sonuglarindan
elde edilen sayisal degerler birbirleri ile oranlanarak kaydedilmistir. Kontrol grubunu
olusturan olgularda D9Z3 lokusu 9q12 boélgesi i¢cin herhangi bir heterokromatin

bolge polimorfizmi tespit edilmemistir.

35



Sekil 7. Metafaz goriintiisiinde 9q12 bolgesindeki FISH sinyali.

135

Sekil 8. Sekil 7°deki metafaz goriintiisline ait sinyal
yogunluk dl¢iim grafigi 1:1 (13,530/14,038).
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Sekil 9. Farkli interfaz goriintiilerinde 9q12 bolgesindeki
FISH sinyali.

Sekil 10. interfaz goriintiisiinde 9q12 bdlgesindeki FISH
sinyali.



Sekil 11. Sekil 10°deki interfaz goriintiisiine ait sinyal
yogunluk ol¢iim grafigi 1:1 (17,125/18,000).

Sekil 12. Farkli interfaz goriintiilerindeki 9q12 bolgesi
sinyalleri.
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4.1.2. 9q12 Bolgesi Calisma Grubu

Kontrol grubunun ardindan 30 c¢iftten olsan tekrarlayan diisiikk c¢iftlerine

kromozom 9’un alfa satellite bolgesine ait prob ile FISH c¢aligsmalar1 yapilmistir.

Tablo 2. Tekrarlayan diisiik ¢iftlerini olusturan bireylere ait 9q12 bolgesine ait

kantitatif degerler ve oranlari.

CIFTLER

Kromozom 9qg12 (alfa satellite)
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Cift
Cift
Cift
Cift
Cift
Cift
Cift
Cift
Cift

. Cift
. Cift
. Cift
. Cift

Cift

. Cift

Cift
Cift
Cift
Cift

. Cift
. Cift
. Cift
. Cift

Cift

. Cift

Cift

. Cift

Cift
Cift
Cift

Kadin
2:3(9,100/15,805)
2:3(11,345/19,615)
1:1 (16,000/16,556)
1:1 (13.530/14.558)
1:1 (17.000/17,496)
1:1 (9,280/9,246)
1:1 (10,900/11,000)
1:1(11,000/11,000)
1:2 (11,264/22,182)
1:1 (10,650/11,780)
1:1(17,890/18,660)
1:2 (16,296/32,000)
1:1 (18,400/19,000)
1:1(17,125/18,000)
1:1 (19,000/19,430)
1:1 (22,190/23,136)
1:1 (20,100/20,844)
2:3(9,600/ 15,000)
1:1 (19,000/20,654)
1:1(11,0646/12,000)
1:1 (9,010/9,550)
2:3(12,500/18,405)
1:1(11,000/11,000)
1:1 (18,400/18,940)
1:1 (20,600/21,210)
1:1(19,730/19,800)
1:2 (15,400/31,280)
2:3 (16,500/22,840)
1:1(18,949/18,000)
1:1 (21,600/21,980)

Erkek

1:1 (19,710/19,895)

1:2 (12,000/25,000)
2:3 (8,010/14,000)

2:311,345/19,615)

1:1 (16,540/17,000)

1:1 (16,830/17,010)

1:1 (13,600/14,730)

1:1 (18,000/18,550)
1:1 (19,000/19,550)
2:3 (10,440/15,810)
1:1 (14,358/15,800)
2:3 (11,645/17,000)
1:1 (13,650/14,128)
1:1 (14,000/14,680)
1:1(10,220/11,256)
1:1(11,200/11,250)
1:1(18,800/19,670)
1:2 (9,600/19,654)

1:1 (18,900/20,500)
1:2 (11,639/23,950)
1:2 (14,800/29,000)
1:2 (9,700/18,580)

1:1(19,334/19,780)
1:1 (19,000/19,840)
1:2 (10,630/11,570)
1:2 (14,700/28,400)
1:1(19,670/19,936)
1:1 (18,500/18,950)
1:1 (20,800/21,012)
1:2 (22,610/22,782)

39



Tablo 3. Tekrarlayan diisiik ¢iftlerinde 9q12 igin polimorfizm yiizdeleri

Kromozom 9q12

Olgular 1:1 (%) 1:2 (%) 2:3 (%)
Kadin (30 kisi) 73,3 10 16,7
Erkek (30 kisi) 60 26,7 13,3

Toplam (60 kisi) 66,7 18,3 15

30 ciftten (60 kisi) olusan ¢alisma grubumuzu olusturan olgularin 9q12 bolgesi
icin yapilan analiz sonuclari; 30 kadinda yapilan sentromerik heterokromatin bolge
polimorfizm yogunluk 6l¢iimlerine gore 1:2 oranli heterokromatin bdlge artisi olan 3
olgu (%10), 2:3 oranli heterokromatin bdlge artisi olan 5 olgu (%16,7), 1:1 (normal)
oranli sonucu olan 22 olgu (%73,3) tespit edilmistir. Erkeklerde ise sentromerik
heterokromatin bdlge yogunluk oOl¢iimlerinde; 8 olguda (%26,7) 1:2 oraninda
heterokromatin bolge artist , 4 olguda (%13,3) 2:3 oraninda heterokromatin bolge
artist, 18 olguda (%63,3) 1:1(normal) oranli bulgular elde edilmistir. Toplamda 60
kisideki polimorfizm ylizdeleri; 1:2 oram i¢in %18,3, 2:3 orani i¢in %15 olarak
hesaplanmigtir. 1:1 oranli normal sonuca sahip olgular i¢in ise %66,7 olarak

hesaplanmuistir.

Tablo 4. Hasta ve kontrol grubunda saptanan polimorfizm yiizde dagilimu.

Gruplar Normal (%0) 9. kromozom heterokromatin
polimorfizmi (%)
Hasta 66,6 33,4
(n=60)
Kontrol 100 -
(n=20)
Toplam 75 25
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Tablo 5. 9q12 polimorfizminin kadin hasta ve kadin kontrol grubu i¢in elde edilen
degerlerinin istatistiksel hesaplamasi.

9g12 polimorfizmi Normal
Kadin hasta 8 22
Kadin kontrol 0 10

Tablodaki degerler dikkate alinarak yapilan istatistiksel hesaplamada;
Odss ratio: 7,95

%095 ClI: 0,41-150,7

p: 0,1681 degerleri elde edilmistir.

Kromozom 9ql2 polimorfizminin tekrarlayan diisiiklere olan etkisinin
arastirilmasi i¢in kadinlarda yapilan FISH caligmasi sonucunda p degeri 0,1681

olarak hesaplanmistir (Szumilas, 2010).

Tablo 6. 9q12 polimorfizminin erkek hasta ve erkek kontrol grubu igin elde edilen
degerlerin istatistiksel hesaplamasi

9g12 polimorfizmi Normal
Erkek hasta 12 18
Erkek kontrol 0 10

Tablodaki degerler dikkate alinarak yapilan istatistiksel hesaplamada;
Odss ratio: 14,18

%95 CI: 0,76-264,7

p: 0,0756 degerleri elde edilmistir.

Kromozom 9q12 polimorfizmi i¢in erkek olgularda yapilan FISH caligmasi
sonrasinda elde edilen bulgulara gore yapilan hesaplamalarda p degeri 0,0756 olarak

saptanmistir (Szumilas, 2010).
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Tablo 7. 9q12 polimorfizminin diisiik ¢iftleri ve kontrol ¢iftleri ile karsilastirilmasi
sonucu elde edilen istatistisel degerler.

Kromozom 9 alfa satellite

9912 polimorfizmi Normal
Kadin hasta (a) 8 22
Erkek kontrol (b) 12 18
Kontrol 0 20
(a); Odds ratio: 15,48 (b); Odds ratio: 27,7
%95 Cl :0,84-285,5 %95 Cl :1,53-501,3
p :0,0654 p : 0,0246

Cinsiyet ayirimi olmadan yapilan hesaplamalarda ise;
Odds ratio: 20,75
%095 CI :1,19-360

p : 0,0374 olarak saptanmistir (Szumilas 2010).
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Sekil 13. Metafaz goriintiisiindeki 9q12 bolgesine ait 1:2
oranindaki FISH sinyali.

Sekil 14. Sekil 13’teki metafaz goriintiisiine ait sinyal
yogunluk 6l¢iim grafigi 1:2 (12,000/25,000).
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Sekil 15. Metafaz goriintiistindeki 9q12 bolgesine ait 1:2
oranindaki FISH sinyali.

Sekil 16. Sekil 15°teki metafaz goriintiisiine ait sinyal
yogunluk 6l¢iim grafigi 1:2 (11,264/22,182).
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Sekil 17. Metafaz goriintlisiinde 9q12 bolgesine ait 2:3
oranindaki FISH sinyali.

Sekil 18. Sekil 17°deki metafaz goriintiisiine ait sinyal
yogunluk 6l¢iim grafigi 2:3 (9,100/15,805).
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Sekil 19. Interfaz goriintiisiinde 9q12 bdlgesine ait 2:3
oranindaki FISH sinyali.

Sekil 20. Sekil 19°daki interfaz goriintiistine ait sinyal
yogunluk 6l¢tim grafigi 2:3 (11,345/19,615).
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4.2.16p11.1-q11.1 Bolgesi Kontrol Grubu

Tablo 8. Kontrol grubunda 16 numarali kromozomun 16p11.1-q11.1 bolgesindeki
sinyal yogunlugu 6l¢timleri.

Ciftler Olgular D16Z2 lokusu 16p11.1-q11.1
bolgesi

1.Cift Kadin 1:1
Erkek 1.1
2.Cift Kadin 1:1
Erkek 1:1
3. Cift Kadin 11
Erkek 1.1
4.Cift Kadin 1:1
Erkek 1.1
5.Cift Kadin 1:1
Erkek 1:1
6.Cift Kadin 1:1
Erkek 1.1
7.Cift Kadin 1:1
Erkek 1:1
8.Cift Kadin 1:1
Erkek 1.1
9.Cift Kadin 1:1
Erkek 1.1
10.Cift Kadin 1:1
Erkek 1:1

Kontrol grubundaki 10 g¢ifte 16 numarali kromozom igin alfa-satellit probu
kullanilarak FISH c¢alismast yapilmis ve elde edilen goriintiilerdeki sinyal
yogunluklar 6l¢iilerek sayisal degerler birbirleri ile oranlanmaistir. Analiz sonucunda
herbir olguda 1:1 oraninda normal sonuglar bulunmustur. Kontrol grubunda D16Z2
lokusu 16p11.1-q11.1 bolgesinde herhangi bir heterokromatin bdlge polimorfizmi

saptanmamistir.
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Sekil 21. Metafaz goriintiisiinde 16p11.1-911.1
bolgesine ait 1:1 oranindaki FISH sinyali.

Sekil 22. Seklil 21"deki metafaz gérﬁntﬁsﬁne ait sinyéll
yogunluk 6l¢iim grafigi 1:1 (8,810/9,944).
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Sekil 23. Metafaz goriintiisiinde 16p11.1-q11.1
bolgesine ait 1:1 oranindaki FISH sinyali.

Sekil 24. Sekil 23°teki metafaz goriintiistine ait sinyal
yogunluk 6l¢tim grafigi 1:1 (7,345/9,615).
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4.2.1.16p11.1-q11.1 Bolgesi Calisma Grubu

Calisma grubu dahilindeki 30 c¢ifte 16pl1.1-q11.1 bolgesine spesifik prob

kullanilarak FISH analizleri yapilmistir.

Tablo 9. Tekrarlayan diisiik ¢iftlerine olusturan bireylere ait 16pl11.1-g11.1

bolgesine ait kantitatif dl¢climler ve oranlari

CIFTLER

Kromozom 16p11.1-gq11.1

1. Cift
2. Cift
3. Cift
4. Cift
5. Cift
6. Cift
7. Cift
8. Cift
9. Cift
10. Cift
11. Cift
12. Cift
13. Cift
14. Cift
15. Cift
16. Cift
17. Cift
18. Cift
19. Cift
20. Cift
21. Cift
22. Cift
23. Cift
24. Cift
25. Cift
26. Cift
27. Cift
28. Cift
29. Cift
30. Cift

Kadin

1:1 (9,000/9,620)
1:1 (9,066/9,780)
1:1(8,500/9,160)
1:1 (8,810/9,944)
1:1(9,062/9,211)
1:1 (9,000/9,606)
1:1(10,220/10,616)
1:1 (9,700/10,000)
1:1 (8,860/8,906)
1:1(11,706/11,900)
1:1(11,000/11,006)
1:1 (9,660/10,650)
1:1 (9,000/9,602)
1:1 (10,006/10,500)
1:1(10,806/11,300)
1:1 (9,680/9,906)
1:1(11,808/12,056)
1:1(13,700/13,716)
1:1 (8,800/8,806)
1:1(11,060/11,902)
1:1 (12,065/12,606)
1:1 (10,050/10,602)
1:1 (8,802/9,012)
1:1 (9,016/9,656)
1:1(12,300/12,056)
1:1 (10,650/10,700)
1:2 (6,945/12,915)
1:1(11,706/11,908)
1:1(11,056/11,756)
1:1 (10,700/10,958)

Erkek
1:1(9,016/9,446)
1:1 (9,000/9,670)
1:1 (9,200/9,630)
1:1 (8,600/9,000)
1:1 (9,000/9,656)
1:1(8,800/9,046)
1:1 (8,890/9,806)
1:1 (9,062/9,062)
2:3 (7,890/11,600)
1:1(11,000/11,756)
1:1(10,660/11,150)
1:1 (9,060/9,900)
1:1 (9,902/10,706)
1:1 (9,900/9,906)
1:1 (12,000/12,600)
1:1(9,012/9,206)
1:1 (8,096/8,806)
1:1 (9,016/9,560)
1:1(12,000/12,906)
1:1 (10,004/10,807)
1:1 (9,008/9,540)
1:1 (10,600/10,646)
2:3 (8,760/11,956)
1:1 (12,686/12,900)
1:1 (9,990/10,646)
1:1 (8,840/9,010)
1:1(11,042/11,682)
1:1 (10,600/10,846)
1:1 (9,560/10,002)
1:1(110,704/11,908)
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Tablo 10. Tekrarlayan diisiik ¢iftlerinde 16p11.1-q11.1 i¢in polimorfizm yiizdeleri.

Kromozom 16 Sentromer

Olgular 1:1 (%) 1:2 (%) 2:3 (%)
Kadin (30 kisi) 96,4 3,3 -
Erkek (30 kisi) 93,3 - 6,7

Toplam (60 kisi) 95,0 1,7 3,3

Calisma grubundaki 30 ¢iftten (60 kisi) olusan olgunun 16p11.1-q11.1 bolgesi
icin yapilan analiz sonuclari; 30 kadinda yapilan sentromerik heterokromatin bolge
yogunluk Ol¢timlerine gore; 1:2 oranli heterokromatin bolge artisi olan 1 olgu (%3,3)
saptanmis, 2:3 oranli heterokromatin bolge artis1 gozlenmemistir. 1:1 (normal) oranh
sonucu olan 29 olgunun (%96,4) analizi yapilmistir. Erkeklerde ise sentromerik
heterokromatin bolge yogunluk o6lgiimlerinde; 2 olguda (%6,7) 2:3 oraninda
heterokromatin bolge artis1 tespit edilmis, 1:2 oraninda heterokromatin bolge artisi
gbzlenmemistir. 28 olguda ise (%93,3) 1:1 (normal) oranli bulgular elde edilmistir.
Toplamda 60 kisideki polimorfizm ylizdeleri; 1:2 orami icin %1,7, 2:3 orani i¢in
%3,3 olarak hesaplanmistir. 1:1 oranli normal sonuca sahip olgular i¢in ise %95,0
olarak hesaplanmistir ve bu bulgular tekrarh diisiik ¢iftleri i¢in polimorfizm olarak

degerlendirilmistir.

Tablo 11. Hasta ve kontrol grubunda saptanan yapisal ve sayisal kromozom
aberasyonlarinin yiizde dagilimu.

Gruplar Normal (%o) 16. kromozom heterokromatin
polimorfizmi (%)
Hasta
(n=60) 95 5
Kontrol 100 -
(n=20)
Toplam 96,25 3,75
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Tablo 12. 16p11.1-q11.1 bolgesi igin hasta grubu ve kontrol grubunda elde edilen
sonuglarin istatistiksel hesaplamasi.

Kromozom 16 alfa satellit

1691216p11.1-gq11.1 Normal
polimorfizmi
TGK Kadin (a) 1 29
TGK Erkek (b) 2 28
Kontrol 0 20
Odds ratio: 2,084 (b) Odds ratio: 3,59
%95 CI : 0,808- 53,76 %95 Cl :0,16-78,9
p - 0,6577 p - 0,4167

Cinsiyet ayirimi olmadan yapilan hesaplamalarda;
Odds ratio : 2,49
%95 Cl :0,12-50,41

p : 0,5509 olarak saptanmistir (Szumilas 2010).
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Sekil 25. Interfaz goriintiisiinde 16p11.1-q11.1
bolgesine ait 1:2 oranindaki FISH sinyali.

Sekil 26. Sekil 25°deki interfaz goriintiisiine ait sinyal
yogunluk 6l¢iim grafigi 1:2 (6,945/12,915).
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Sekil 27. Metafaz goriintiisiinde16p11.1-911.1
bdlgesine ait 2:3 oranindaki FISH sinyali.

26 53 7.9

Sekil 28. Sekil 27°deki interfaz goriintiisiine ait
sinyal yogunluk 6l¢iim grafigi 2:3 (7,895/11,600).
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Sekil 29. Metafaz goriintiistinde 16p11.1-q11.1
bolgesine ait 2:3 oranindaki FISH sinyali.

Sekil 30. Sekil 29°daki metafaz goriintiisiine ait sinyal
yogunluk dl¢iim grafigi 2:3 (8,760/11,956).
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4.3. XY (alfa satellite) Calisma Grubu

Tekrarlayan gebelik kayiplari olan 30 ¢iftimize projemizde kullanilan {igiincii ve
son sentromerik probumuz Xpl1l.1-g11.1 ile Ypll.1-q11.1 bolgesine spesifik olan
XY alfa satellite probtur.

Tablo 13. Tekrarlayan diisiik ¢iftlerine olusturan bireylere ait XY bolgesine ait
oranlar.

CIFTLER Kromozom XY alfa satellit
Kadin Erkek
1. Cift X/IX1:1 XY 1:1
2. Cift XX 1:1 XY 1:1
3. Cift X/IX1:1 XY 1:1
4. Cift X/IX 1:1 XY 1:1
5. Cift X/IX1:1 XY 1:1
6. Cift X/IX 1:1 XY 1:1
7. Cift X/IX1:1 XY 1:1
8. Cift XX 1:1 XY 1:1
9. Cift X/IX1:1 XY 1:1
10. Cift XX 1:1 XY 1:1
11. Cift X/IX1:1 XY 1:1
12. Cift XX 1:1 XY 1:1
13. Cift X/IX1:1 XY 1:1
14. Cift X/X 1:1 XY 1:1
15. Cift X/X1:1 XY 1:1
16. Cift XX 1:1 XY 1:1
17. Cift X/X1:1 XY 1:1
18. Cift XX 1:1 XY 1:1
19. Cift X/X1:1 XY 1:1
20. Cift XX 1:1 XIXIY 1:1:1
21. Cift X/X1:1 XY 1:1
22. Cift XX 1:1 XY 1:1
23. Cift X/X1:1 XY 1:1
24. Cift X/X 1:1 XY 1:1
25. Cift X/X1:1 XIXIY 1:1:1
26. Cift XX 1:1 XY 1:1
27. Cift X/X1:1 XY 1:1
28. Cift X/IX1:1 XY 1:1
29. Cift X/X1:1 XY 1:1
30. Cift X/IX1:1 XY 1:1
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Tablo 14. Hasta grubunda saptanan yapisal ve sayisal kromozom aberasyonlarinin
yiizde dagilimu .

Kromozom XY alfa satellit

Gruplar Normal (%0) Yapisal Anomaliler Sayisal Anomaliler
(%) (%)
Hasta
(n=60) 96,6 - 3,4

FISH analizleri sonrasinda elde edilen yukaridaki tabloda elde edilen verilere
baktigimizda kadin olgularda X/X oranlarinda herhangi bir sorun olmadigi
sentromerik bolge yogunuk oranlarmin 1:1 seklinde oldugu goriilmektedir. Erkek
olgulara baktigimizda X/Y sentromerik yogunluk oranlarimin 1:1 oldugu ancak 2
olguda diisiik oranli Klinifelter sendromu mozaisizmi oldugu tespit edilmistir.
Olgulardan birinde toplamda (metafaz ve interfaz) 100 hiicre sayimi yapilmis ve 3
tanesinde XXY oldugu ve %3 Klinifelter mozaisizmi oldugu goézlenmistir. Bu
mozaisizm 1sh(DXZ1x2)(DYZ1x1)[3](DXZ1x1)(DYZ1x1)[97] seklinde ifade edilir.
Diger olguda ise toplam 100 metafaz ve interfaz hiicresi sayilarak 5 tanesinde XXY
oldugu ve %5 Klinifelter mozaisizmi oldugu tespit edilmistir. Bu mozaisizm
1sh(DXZ1x2)(DYZ1x1)[5](DXZ1x1)(DYZ1x1)[95] seklinde ifade edilir. Elde edilen
bu sonuglar FISH analizinin diisiik oranli mozaisizmler i¢in etkili bir yontem oldugu

goriilmiistiir. TGK’da sayisal anomalilerin sebep olabilecegi goriilmiistiir.
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Sekil 31. XX bir olguya ait metafaz FISH goriintiisii.

Sekil 32. Farkli bir XX olguya ait metafaz FISH goriintiisii.



Sekil 33. XY bir olguya ait metafaz FISH goriintiisii

Sekil 34. XY olguya ait metafaz ve profaz FISH goriintiisii.



Sekil 35. XXY olguya ait metafaz FISH goriintiisii.

Sekil 36. XXY/XY metafaz/interfaz FISH goriintiisii.



Sekil 37. Interfaz hiicresindeki XXY FISH sinyali.

Sekil 38. Interfaz hiicresinde goriilen XXY FISH sinyali.



4.4. Subtelomerik Prob icin Calisma Grubu

Tekrarlayan gebelik kayiplarina kromozomlarda meydana gelen telomerik
kayiplarinin etkisini tespit edebilmek i¢in 5 ¢iftimize subtelomerik FISH yontemi ile
analiz yapilmistir. Calismamiza aldigimiz kadin olgularin yas ortalamasi 35,8 (34-
38), erkek olgularin ise 38,4 (37-40) seklindedir. Toplamda 5 ¢iftimize (n=10)
yapilan analiz sonrasinda tiim sonuglarin normal oldugu herhangi bir delesyon,
translokasyon, telomerik bolgelerde herhangi bir artis ya da azalis gézlenmemistir.
Tekrarlayan gebelik kaybi nedeni olabilecek bir kromozomal degisimin tespit

edilememesi hasta sayisinin az olmasi ile orantili olabilir.

Sekil 39. Metafaz goriintiisiinde 4 numarali kromozomun
p ve q kollarindaki subtelomerik sinyal goriintiisii.
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Sekil 40. Metafaz goriintlisiinde 5 numarali kromozomun
p ve q kollarindaki subtelomerik sinyal goriintiisii.

Sekil 41. Bir metafazdaki 6 numarali kromozomun p ve q
subtelomerik bolgelerine ait sinyaller.



Sekil 42. Bir metafazdaki 12 numarali kromozomun p Ve
subtelomerik bolgelerine ait sinyaller.

Sekil 43. Bir metafazdaki 16 numarali kromozomun p ve q
subtelomerik bolgelerine ait sinyaller.



Sekil 44. Bir metafazdaki 14 numarali kromozomun q
subtelomerik bolgelerine ait sinyaller.

Sekil 45. Bir metafazdaki 21 numarali kromozomun
subtelomerik bolgelerine ait sinyaller.



Sekil 46. Bir metafazdaki XY numarali kromozomun p ve q
subtelomerik bolgelerine ait sinyaller.

Sekil 47. Bir metafazdaki XY numarali kromozomun p ve q
subtelomerik bolgelerine ait sinyaller.



5. TARTISMA

Tekrarlayan gebelik kayiplari, birbirini takip eden en az {i¢ gebeligin diisiik ile
sonuglanmasi durumudur. Bu kayiplar genellikle gebeligin 20. haftasindan once
meydana gelen ve ¢ocuk sahibi olmak isteyen ciftleri her agidan olumsuz etkileyen
bir olaydir. Tekrarlayan disiiklerin nedenlerinin 6nemli kismin1 kromozomal
aberasyonlar olusturmaktadir. Kromozomal degisimler sayisal veya yapisal olarak
farkl1 sekillerde meydana gelmektedir. Gamet olusumu sirasinda gerceklesen
anomaliler eger fenotipe yansiyor ise gebelik diisiik ile sonlanabilir. Telomerik bolge
olarak adlandirdigimiz ve g¢oklu tekrar dizileri tasiyan kromozomlarin ug
bolgelerinde meydana gelen farkliliklar anomali sebeplerindendir. Kromozomlarda
heterokromatin bolge olarak adlandirilan bolgelerde de bazi artis veya azaliglar
goriilebilir. Bu bolgede genellikle tekrarli DNA dizileri oldugundan meydana gelen
degisiklikler polimorfizm olarak nitelendirilir ve fenotipe yansimaz. Tekrarlayan
diistikleri olan ciftlerde %3-5 oraninda yapisal kromozom anomalisi goriilmektedir.
En sik rastlanan sekli resiprokal translokasyondur. Bunlarin gebelikleri %61-72
oraninda diisiikle sonuclanir. Daha az rastlanan kromozomal anomaliler robertsonian
translokasyon, inversion, sayisal anomalilerdir. Tekrarlayan diisiiklere sebep
olabilecek herhangi bir kromozomal aberasyon varligmin arastirilmasi amaci ile
projemiz kapsamindaki calismalarimiz tamamlanmistir. En az {i¢ veya daha fazla
tekrarl1 diisiik oykiisii olan 30 ¢ift (n=60) ile birlikte saglikli en az iki ¢ocugu olan ve
daha 6nce hi¢ diisiik yapmamis 10 ¢ift (n=20) projeye dahil edilmistir. Sitogenetik
analiz sonuglari normal ¢ikan hastalarimiza 9, 16, XY satellit bolgelerine spesifik
prob ve subtelomerik problar ile FISH yontemi kullanilarak analizleri yapilmistir.
Hasta grubunu olusturan kadin olgularin (n=30 kisi) yas ortalamas1 33,8 (29-36) iken
erkek olgularin (n=30 kisi) yas ortalamasi ise 36,1 (33-39)’dir. 30 ciftin (n=60)
toplamda yas ortalamasi1 34,95 (29-39) ’tir. Kontrol grubundaki 10 ¢iftimizin (n=20
kisi) yas ortalamasi ise 38,2°dir.

Hasta grubu ve kontrol grubundan olusan olgulara 16p11.1-q11.1 bdlgesi i¢in
sinyal yogunluk oOl¢iimleri yapilmis ve toplamda (80 kisi), elde edilen Olgiim
sonuglarinda  %3,75 oraninda 16gh+’ligi oldugu saptanmistir. Bu sonug

heterokromatin bolge polimorfizmi olarak belirlenmistir.
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Kromozom 9q12 bolgesi icin yapilan FISH sinyal yogunluk dl¢tim sonuglarinda
toplamda (n=80), %25 olguda 9gh+ olarak saptanmistir. Bu sonug oransal olarak
degerlendirildiginde goz ardi edilmemesi gereken bir ylizde oldugu diisiintilmektedir.
Metafaz kromozomlar1 ve interfaz hiicrelerinde 9ql12 bolgesi homologu ile
karsilastirildiginda alinan yogun sinyal tekrarlayan diisiiklere sebep olabilecek bir
kromozomal degisim olarak nitelendirilebilir. Kromozom Xp11.1-q11.1 ve Yp1l.1-
ql1.1 alfa satellit bolgeleri i¢in yapilan analiz sonrasinda kadin olgularda (n=30 kisi)
herhangi bir sayisal anomali saptanmaz iken erkek olgularda (n=30 kisi) %6,7
oraninda sayisal anomali tespit edilmistir. Toplam elde edilen sayisal anomali orani
%3,4’tiir. Saptanan bu anomali diigiik oranli mozaisizm gosteren (bir olgu i¢in %3,
diger olgu i¢in %5) Klinefelter sendromu’dur. Bu sendrom genellikle infertiliteye
sebep olmaktadir. Ancak diisiik oranli bir mozaisizim olarak goriilmesi bireylerin
fertil olabilecegi ancak tekrarlayan diisiik etkeni olabilecegini gostermektedir. Bu
ciftlerin preimplantasyon genetik tani ile embriyo secimi yapilarak saglikli
embriyolar ile saglikli bir gebelik siireci ge¢irmeleri onerilir. Subtelomerik prob ile 5
cifte (10 kisi) yapilan analiz sonrasinda kromozomlarin stabilitesini saglayan
telomerik bolgelerde herhangi bir artis, azalig, delesyon veya translokasyon
goriilmemigstir. Bu analiz hasta sayimizin az olmasi sebebi ile bizi tekrarlayan diisiik
etkeni olabilecek yonlendirici bir sonuca ulastirmamistir. Daha spesifik sonuglar igin
hasta sayis1 arttirtlmalidir.

Tekrarlayan gebelik kayiplari olan 57 ciftin (114 kisi) dahil edildigi bir
calismada her bir olgunun kromozomal subtelomerik bolge i¢in FISH yontemi ile
analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglarda %6,1 oraninda hatali eslesmelerin
oldugu saptanmig, kromozomal telomerik kayiplar tespit edilmemistir. Ancak
subtelomerik kayiplarin tekrarlayan diigiiklerden ¢ok mental gerilik ile ilgili oldugu
ileri siirtilmiistiir. (Benzacken ve ark., 2002). Diger yandan yine tekrarlayan gebelik
kayiplar1 olan 5 ¢iftin (10 kisi) dahil edildigi ¢calismada klasik sitogenetik yontemler
ile caligma tamamlanmis ve 2 subtelomerik bolge degisimi tespit edilmistir. Eger
subtelomerik FISH ile analizleri olsa idi tespit edilen anomali siklig1 veya telomerik
kayip oran1 daha fazla olabilirdi. Ayrica bu calisma ile tespit edilen anomalinin

mikroskobik olarak net goriilebilirligi ispatlanmamuistir (Yakut ve ark., 2002).
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Subtelomerik translokasyonlarin tekrarlayan gebelik kayiplarinda etkileri
lizerine yapilan bir calismada, subtelomerik translokasyonlarin daha ¢ok mental
retardasyon ve konjenital anomalilere neden oldugu daha ¢ok bu hasta gruplarinda
yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir (Monfort ve ark., 2006). Tekrarh diisiik oykiisii
olan 70 cifti (140 kisi) kapsayan subtelomerik FISH ¢alismasi sonrasi yapilan analiz
sonuglarinda, herhangi bir translokasyon, telomerik artis veya azalis tespit
edilememistir (Durak ve ark., 2010). Klasik sitogenetik bant yontemleri kullanilarak
yapilan bir caligmada 16gh bolgesinde meydana gelen artislarin tekrarlayan gebelik
kayiplar1 ve infertiliteye sebep olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Chatzimeletiou ve ark.,
2006). Infertilite ve tekrarlayan diisiik ciftlerine (842 cift) heterokromatin polimorfik
varyant oranlarinin tespiti icin klasik sitogenetik yontemlerle yapilan calismada
erkeklerde %28,82 ve kadinlarda %17,19 oranlarinda heterokromatin polimorfizm
tespit edilmistir. Bu oranlarin tesadiifi olmadigi ve ozellikle infertiliteye sebep
olabilecegi aciklanmistir (Madon ve ark., 2005). Toplam 434 ¢iftin dahil edildigi bir
baska arastirmada sitogenetik analizleri yapilmis, sayisal ve yapisal kromozom
anomaliler incelenmis ve %23,7 kadin olguda, %17,5 erkek olguda 9. kromozomun
heterokromatin bolgelerinde gh pozitifligi saptamislardir. Bu polimorfizm olarak
degerlendirilmistir. Bu tiir varyasyonlarin tekrarlayan diisiik ciftleri ve infertilite
ciftlerinde sik rastlanabilecek bir polimorfizm olabilecegi one siiriilmiistiir (Alp ve
Oral, 2006). Heterokromatik polimorfik varyasyon tastyicilarinin tekrarlayan gebelik
kayb1 olan olgularda 6nemli olmadig1 yapilan bir baska calismada ileri stirtilmiistiir
(Blumberg ve ark., 1982). 114 tekrarli diisiik oykiisii olan ¢iftin ¢alisma kapsamina
alindig1 bir calismada klasik sitogenetik bant teknikleri kullanilarak analiz
yapilmustir. Analiz sonrasinda %34,2 oraninda 9gh heterokromatin polimorfik artis
saptanmistir. Bu artisin polimorfik mi ya da tekrarlayan gebelik kaybi ile mi iligkili
oldugunu anlamak i¢in ileri tetkik onerilmistir (Obut ve ark., 2013).

Subtelomerik bolge icin yapilan c¢alismalarda tekrarlayan diisiik sebebi
olabilecek herhangi net bir bulgu elde edilemedigi raporlanmistir. Subtelomerik
analizlerin daha ¢ok mental retardasyon veya konjenital anomaliler i¢in spesifik bir
tarama olabilecegi lizerinde durulmustur. Bizim projemiz kapsamindaki
hastalarimizdan elde ettigimiz subtelomerik FISH analizlerinde tekrarlayan diisiik

etkeni olabilecek herhangi bir kromozomal anomali gozlenmemistir. Hasta sayisinin
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az olmasi sebebi ile telomerik bir farklilik tespit edilmemistir. Sayiy1 arttirarak daha
farkl1 caligmalar yapildiginda tekrarlayan diisiik etkeni olabilecek bir sonug elde
edilebilecegi diisiiniilmektedir. Kromozom 16 i¢in klasik sitogenetik yOontemler
kullanilarak yapilan farkli ¢alismalarda gh artisinin bir polimorfik varyasyon oldugu
raporlanmistir. Bizim ¢alismamiz 16. kromozomun pll.1-q11.1 bolgesine spesifik
prob ile yapilmis ve elde edilen degerler diisiikleri olmayan kontrol grubu ile
karsilastinildiginda odds ratio 2,4 olarak hesaplanmustir. Istatistiksel olarak anlamli
bulunmamasinin sebebi 16gh+’liginin az goriilmesi ve bu nedenle daha biiyiik hasta
ve kontrol gruplariyla calisma yapilmasinin gerekmesidir. Yine de buldugumuz
16gh+’liginin abortus etiyolojisinde dnemli bir rolii olabilecegine dair bir ip ucu
olusturmaktadir. Kromozom 9 i¢in yapilan diger arastirmalar klasik sitogenetik bant
teknikleri kullanilip ileri tetkikler yapilmadigindan netlik kazanmamistir. Ancak
bir¢ok arastirict 9gh bolgesindeki degisimin daha ¢ok infertilite etkeni olabilecegini
tekrarlayan gebelik kayiplarindaki etkisinin daha az olabilecegini ileri siirmektedir.
Bizim 9q12 bdlgesi i¢in FISH teknigi ile yapmis oldugumuz ¢alismada elde ettigimiz
bulgular istatistiksel olarak anlamlidir. 9gh+’1ligi kontrol grubuna gére abortus riskini
20 kat arttirmaktadir (p < 0,05). Bu ¢alisma 9gh+’liginin abortus ¢iftlerinde FISH ile
degerlendirildigi, net Olglimlerle ortaya kondugu ve saglikli kontrol grubu ile
karsilastirildigi ilk bilimsel ¢alisma olup bugiine kadar gézardi edilen bu bulgunun
abortus etiyolojisinde ne kadar 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir.

Literatlir bilgilerine gore bugiine kadar 9qh+ olgularin c¢ocuklarinda 9.
kromozomun diger bolgelerine ait delesyon veya duplikasyon goriilmemesi bu
anomalinin klintk ©6nemi olmadigin1 diisiindiirmiistiir. Ancak bu kisilerin
gebeliklerinde triploidi veya trizomileri 1i¢in risk artabilir, bu olusum
“Interkromozomal effect” ile aciklanabilir. Bu olusum g6zoniine alinarak abortus
ciftlerinde 9gh bolgesi i¢in sperm FISH c¢alismasi ve diisilk materyalinde andploidi
taramas1 yapilmasi Onerilmektedir. XY probu ile yaptigimiz FISH c¢alismalar
sonrasinda tespit ettigimiz %3 ve %5 oranlarinda XY/XXY mozaisizmleri goriilen
olgulara baktigimizda 9. kromozomun heterokromatin bdlge polimorfizmi oldugu
goriilmistiir. Bu olgular diisiik oranlt mozaisizmden dolayi fertil bireylerdir. Ancak
9gh+’ligi acisindan yapilan diger calismalarda infertiliteye sebep oldugu

vurgulandigindan acaba bu bireyler mozaik olmasaydi infertil bireyler olsa idi tespit

70



edilen gh+’lik infertilite sebebi olabilir miydi? Bunun infertil bireylerde calisiimasi
Onerilir. Projemiz kapsaminda yapmis oldugumuz tekrarlayan diisiik ¢iftlerinde 9, 16,
XY ve subtelomerik bolgelerin FISH ile analizi daha 6nce uygulanmamis ancak ileri
tetkik olarak onerilmis bir yontemdir.

Sonug olarak; 9q12 bdlgesi i¢in yapilan FISH analiz sonrasi elde edilen degerler,
tekrarlayan disiikleri olan kadin olgular ile kontrol grubu dikkate alinarak yapilan
istatistiksel hesaplama sonrasinda p degeri 0,0654 saptanmistir. Bu deger istatistiksel
olarak anlamlilik siirinda olmamakla birlikte kontrol grubuna gore belirgin olarak
artmig bir risk (15,48 kat) saptanmistir. Daha biiyiik kontrol grubu ile ileri
calismalara ihtiya¢ vardir. Erkek olgular ve kontrol grubu dikkate alinarak yapilan
istatistiksel hesaplama sonrasinda p degeri 0,0246 ve cinsiyet ayirimi olmaksizin
yapilan hesaplamada p degeri 0,0374 olarak saptanmistir. 9q12 polimorfizmi i¢in
saptanan bu degerler istatistiksel olarak anlamlidir ve diisiik riskini 20,75 kat
arttirdigin1 ~ gostermektedir. 16p11.1-q11.1 polimorfizmi igin cinsiyet ayirimi
olmadan tekrarli diisiik ¢iftleri ve kontrol grubu kullanilarak yapilan istatistiksel
hesaplama sonrasinda elde edilen p degeri 0,5509 olarak saptanmustir. Istatistiksel
olarak anlamlilik sinirinda olmasada bu polimorfizm diisiik riskini 2,49 kat

arttirmaktadir.

71



6. KAYNAKLAR

Abalovic M, Gutierrez S, Alcaraz G, Maccallini G, Garcia A and Levalle O. Over and subclinic

hypothyroidism complicating pregnancy. Thyroid. 2002; 12: 63-64.

Akbas H, Alp N, Kalkanli S ve Budak T. Ureme problemi olan hastalarda Sitogenetik
arastirmalar. Dicle Tip Dergisi. 2004; 31: 24-28.

Ak H ve Yiice H. Cytogenetic and FISH analyses of the abortus materials: A useful Approach
Towards Genetic Counseling for the Couples with Recurrent Spontaneous Abortions. Firat

Tip Dergisi. 2004; 9: 72-74.

Alp MN ve Oral D. Tekrarlayan spontan abortuslari olan ¢iftlerde genetik arastirmalar. Dicle Tip
Dergisi. 2006; 33: 71- 80.

Baek KH, Lee EJ and Kim YS. Recurrent pregnancy loss: the key potential mechanisms. Trends
in Moleculer Medicine. 2007; 13: 310-317.

Bandyopadhyay R, McQuillan C, Page SL, Choo KHA and Shaffer LG. Identification and
characterization of satellite 111 subfamilies to the acrosentric chromosomes. Chromosome
Research. 2001; 9: 223-233.

Beatriz E De la Fuente-Cortes, Ricardo M Cerda-Flores, Martha | Davila-Rodriguez, Catalina
Garcia-Vielma, Rosa M De la Rosa Alvarado and Elva | Cortes-Gutierrez. Chromosomal
abnormalities and polymorphic variants in couples with repeated miscarriage in Mexico.
Reproductive BioMedicine. 2009; 18: 543-544.

Benzacken B, Carbillon L, Dupont C, Siffroi JP, Monier-Gavelle F and Bucourt M. Lack of
submicroscopic rearrangements in volving telomeres in reproductive failures. Human
Reproduction. 2002; 17: 1154-1157.

Bernardi LA, Plunkett BA and Stephenson MD. Is chromosome testing of the second miscarriage

cost saving? A decision analysis of selective versus universal recurrent pregnancy loss
evaluation. Fertility and Sterility. 2012; 98: 156-161.

72



Blumberg BD, Shulkin JD, Rotter JI, Mohandas T and Kaback MM. Minor chromosomal
variants and major chromosomal anomalies in couples with recurrent abortion. The
American Journal of Human Genetics. 1982; 34: 948- 960.

Boue A, Boue J and Groppe A. Cytogenetics in preganancy wastage. In: Advances in human
genetics. Harris H, Hirschhorn K (eds). Plenum Press. 1985; 14: 1-57.

Brahem S, Mehdi M, Landolsi H, Mougou S, Elghezal H and Saad A. Semen parameters and
sperm DNA fragmentation as causes of recurrent pregnancy loss. Urology. 2011; 78: 792-
796.

Branch WD and Silver RM. Outcome of treated pregnancies in women with antiphospholipid
syndrome: An update of the Utah experience. Clinical Obstetrics and Gynecol. 1992; 80:
614-620.

Brocklehurst P, Hannah M and Mcdonald H. Interventions for treating bacterial vaginosis in
pregnancy. The Cochrane Database of Systematic Reviews. 2000; 262-264.

Bruno DL, Burgess T, Ren H, Nouri S, Pertile MD, Francis DI, Norris F, Kenney BK, Schouten
J, Choo KHA and Slater HR. High-throughput analysis of chromosome abnormality in
spontaneous miscarriage using an MLPA subtelomere assay with an ancillary FISH test for
polyploidy.The American Journal of Medical Genetics. 2006; 140: 2786-2793.

Bryne JLB and Ward K. Genetic factors in recurrent abortion. Clinical Obstetrics and
Gynecology. 1994; 37: 693-704.

Ceylan GG, Ozbey U, Yiice H ve Elyas H. 47,XYY Sendromlu bir olgu. Firat T1p Dergisi. 2007;
12: 239-242.

Chatzimeletiou K, Taylor J, Marks K, Grudzinskas JG and Handyside AH. Paternal inheritance
of a 16gh- polymorphism in a patient with repeated IVF failure. Reproductive BioMedicine.
2006; 13: 864-867.

Cockwell AE, Jacobs PA, Beal SJ and Crolla JA. A study of cryptic terminal chromosome
rearrangements in recurrent miscarriage couples detects unsuspected acrocentric

pericentromeric abnormalities. Human Genetics. 2003; 112: 298-302.

73



Coulam C and Stern J. Endocrine factors associated with recurrent spontaneous abortion. Clinical
Obstetrics and Gynecology. 1994; 37: 730-744.

Cunningham F. G., Leveno K. L., Bloom S. L., Hauth J. C., Rouse D., Spong C. Y. Williams
Obstetrics. NY: McGraw-Hill. 2010; 9.

Cankaya T, Giindiiz C, Ozkmay F, Cogulu O, Sagol S ve Ozkinay C. interfaz hiicrelerinde
Fluoresan In Situ Hibridizasyon yontemi ile Andploidi aranmasi. Ege Tip Dergisi. 2006; 45:
149-150.

Dawood F, Farquharson R and Quenby S. Recurrent miscarriage. Clinical Obstetrics and
Gynecology. 2004; 14: 247-253.

Dejmek J, Vojtassak J and Moalova J. Cytogenetic analysis of 1508 spontaneous abortions

originating from South Slovakia. Europen Journal of Obstetrics. 1992; 46: 129-136.

Del Porto G, D’Alessandro E, Grommatico P, Coghi IM, DeSanctis S and Giambenedetti M.
Chromosome heteromorphisms and early recurrent abortions. Human Reproductive. 1993;
8: 755-758.

Desjardins MK and Stephenson MD. "Information-rich™ reproductive outcomes in carriers of a
structural chromosome rearrangement ascertained on the basis of recurrent pregnancy loss.
Fertility and Sterility. 2012; 97: 894-903.

Dirse V, Sliuzas V, Ciuladaite Z, Aleksiiiniene B and Kucinskas V. Subtelomeric fluorescence in
situ hybridization in clinical cytogenetics: results of analysis of Lithuanian patients.
Biologija. 2011; 14: 57-509.

Drakeley AJ, Roberts D and Afirevic Z. Cervical stitch (cerclage) for preventing pregnancy loss

in women. Cochrane Database of Systematic Reviews. 2003; 253-254.

Durak B, Yesil M, Ozdemir M, Cilingir O, Sener T, Bademci G, Miisliimanoglu MH ve Artan S.
Is recurrent abortion an indication for subtelomeric region analysis? Turkiye Klinikleri
Journal of Medical Sciences. 2010; 30: 1465-1468.

74



Durmaz B, Karaca E, Durmaz A, Atik T, Akin H, Cogulu O and Ozkinay F. Subtelomeric
rearrangements in patients with idiopathic intellectual disabilitiy/ multiple congenital
anomalies and recurrent miscarriages: seven years experience. Genetic Counseling. 2013;
24: 167-177.

Diindar M, Caglayan AO, Saatci C, Batukan C, Basbug M and Ozkiil Y. Can the classical
euchromatic variants of 9q12/gh+ cause recurrent abortions? Genetic Counseling. 2008; 19:
281-286.

Elshafaay AE, Mostafa FM, Al-Awadi SA, Akbar LB, Abel Wahab MM, Abd El-Aziz HM and
Naguib KK. Cytogenetic Abnormalities and Herdetiry Thrombophilias among the Abortus:
Journal Egypt Public Health Association. 2008; 83: 389-402.

Engels H, Ehrbrecht A, Zahn S, Bosse K, Vrolijk H, White S, Kalscheuer V, Hoovers MN,
Schwanitz G, Propping P, Tanke HJ, Wiegant J and Raap AK. Comprehensive analysis of
human subtelomeres with combined binary ratio labelling fluorescence in situ hybridisation.
European Journal of Human Genetics. 2003; 11: 643-651.

Fan YS and Zhang Y. Subtelomeric translocations are not a frequent cause of recurrent

miscarriages. American Journal of Medicine Genetics. 2002; 109: 154-155.

Findikli N, Kahraman S, Saglam Y, Beyazyiirek C,Sertyel S, Karlikaya G, Karag6zoglu H and
Aygiin B. Embryo aneuploidy screening for repeated implantation failure and unexplained

recurrent miscarriage. Reproductive Biomedicine Online. 2006; 13: 38-46.

Foyouzi N, Cedars MI and Huddleston HG. Cost-effectiveness of cytogenetic evaluation of
products of conception in the patient with a second pregnancy loss. Fertility and Sterility.
2012; 98: 151-155.

French FE and Bierman JM. Probablities of fetal mortality. Public Health Reproductive. 1967;
77:835-847.

Gabriela M, Baerlocher, Mak J, Tien T and Lansdorp PM. Telomere length measurement by
fluorescence in situ hybridization and flow cytometry: Tips and pitfalls. Cytometry. 2002;
89-99.

75


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Durmaz%20B%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=24032287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karaca%20E%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=24032287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Durmaz%20A%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=24032287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Atik%20T%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=24032287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Akin%20H%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=24032287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ozkinay%20F%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=24032287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24032287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Findikli%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16820107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kahraman%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16820107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saglam%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16820107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beyazyurek%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16820107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sertyel%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16820107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karlikaya%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16820107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karagozoglu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16820107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aygun%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16820107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16820107

Gardella J and Hill J. Environmental toxins associated with recurrent pregnancy loss. Semin
Reproductive Medicine. 2000; 18: 407-4009.

Gardner RIM and Sutherland GR. Reproductive failure. Chromosome Abnormalities and Genetic
Counsel ling. 3 ed. New York: Oxford University Press. 2004; 339-349.

Gersen SL and Keagle MB. The Principles of Clinical Cytogenetics.Totowa, New Jersey: Human
a Press Inc. 2005; 82-84.

Gignac J, Danis K, Tihy F and Lemyre E. Prenatal detection of subtelomeric rearrangements by
Multi-Subtelomere FISH in a Cohort of Fetuses With Major Malformations. American
Journal of Medical Genetics. 2006; 2768—2775.

Gottfredson LS. The general intelligence factor. In: The Brain. The Scientific American Book,
The Lyons Press. 1999; 145.

Guyton AC and Hall JE. Abortus. Tibbi Fizyoloji. Cavusoglu H.N, 9. Baski, Ankara, Nobel tip
kitabevi. 1996; 463-469.

Hsu JH, Zeng H, Lemke KH, Polyzos AA, Weier JF, Wang M, O’Brien ARL, Weier HG and
O’Brien B. Chromosome-Specific DNA Repeats: Rapid identification in silico and
validation using fluorescence in situ hybridization. International Journal of Moleculer
Sciences. 2013; 14: 57-71.

Jalal SM, Harwood AR, Anderson MH, Sekhon GS, Kettering RP and Michels VV. Analysis by
subtelomere FISH probes of 191 Kkaryotypically normal patients with nonspecific
dysmorphic features or developmental delay or history of multiple miscarriages. American
Journal of Human Genetics. 2001; 69(suppl): 879.

Jalal SM, Harwood AR, Sekhon GS, Pham Lorentz C, Ketterling RP, Babovic-Vuksanovic D,
Meyer RG, Ensenauer R, Anderson MH and Michels VV. Utility of subtelomeric

fluorescent DNA probes for detection of chromosome anomalies in 425 patients. Genetic

Medicine. 2003; 5: 28-34.

Jauniaux E and Burton G. Pathophysiology of Histological Changes in Early Pregnancy Loss.
Placenta. 2005; 26: 114-123.

76



Karaman A ve Ulug P. Cytogenetic Analysis of Couples with Recurrent Miscarriages: A series of

316 cases. The New Journal of Medicine. 2013; 30: 30-32.

Karaoguz MY, Nas T, Konag E, Ince D, Pala E ve Menevse S. Is cytogenetic diagnosis of 46,XX
karyotype spontaneous abortion specimens erroneous? Fluorescence in situ hybridization as
a confirmatory technique.The Journal Obstetrics and Gynaecol Research. 2005; 31: 508-
513.

Kochhar PK and Ghosh P. Reproductive outcome of couples with recurrent miscarriage and
balanced chromosomal abnormalities. The Journal Obstetrics and Gynaecol Research. 2013;
39: 113-120.

Kosyakova N, Grigorian A, Liehr T, Manvelyan M, Simonyan |, Mkrtchyan H, Aroutiounian R,
Polityko AD, lulpanovich A, Egorova T, Jaroshevich E, Frolova A, Shorokh N, Naumchik
IV, Volleth M, Schreyer I, Nelle H, Stumm M, Wegner RD, Reising-Ackermann G, Merkas
M, Brecevic L, Martin T, Rodriguez L, Bhatt S, Ziegler M, Kreskowski K, Weise A, Sazci
A, Vorsanova S, Cioffi MB and Ergiil E. Heteromorphic variants of chromosome 9.
Molecular Cytogenetics. 2013; 6: 14.

Knight SJ, Regan R, Nicod A, Horsley SW, Kearney L, Homfray T, Winter RM, Bolton P and
Flint J. Subtelemeric chromosomal rearrangements in children with unexplained mental
retardation. Lancet. 1999; 354: 1676-1681.

Laird SM, Tiikerman EM, Cork BA, Linjawi S and Blakemore AL. Immune cells and molecules

in women with recurrent miscarriage. Human Reproductive Update. 2003; 9: 163-174.

Leible S, Munoz H, Walton R, Sabaj V, Cumsille F and Sepulveda W. Uterin arter blood flow
velocity wave forms in pregnant women with mullerian duct anomaly. A biologic model for
uteroplacental insufficiency. American Journal of Obstetrics and Gynecology. 1998; 1048-
1053.

Levsky JM and Singer RH. Fluorescence in situ hybridization: Past, present and future. Journal
of Cell Science. 2003; 116: 2833-2838.

Madon PF, Athalye AS and Parikh FR . Polymorphic variants on chromosomes probably play a
significant role in infertility. Reproductive BioMedicine Online, 2005;11:726-732.

77


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karaoguz%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16343250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nas%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16343250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kona%C3%A7%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16343250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pala%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16343250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Menevse%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16343250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16343250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16343250

Manuelidis L. Chromosomal localization of single copy gene by in situ hybridization human
beta-globin genes on the short arm of chromosome 11. Annals of Human Genetics. 1981;
45:135-141.

Marquard K, Westphal LM, Milki AA and Lathi RB. Etiology of recurrent pregnancy loss in
women over the age of 35 years. Fertility and Sterility. 2010; 94: 1473-1477.

Monfort S, Martinez F, Rosello M, Badia L, Prieto F and Orellana C. A subtelomeric
translocation apparently implied in multiple abortions. Journal of Assisted Reproduction and
Genetics. 2006; 23: 97-101.

Mueller RF and Young ID. Emery’s Elements of Medical Genetics. Churchill Livingstone. 1995;
8-14.

Neas KR, Smith JM, Chia N, Suna H, Heaps LS, Peters G, Sholler G, Tzioumi D, Sillence DO
and Mowat D. Three patients with terminal deletions within the subtelomeric region of
chromosome 9g. American Journal of Medical Genetics. 2005; 132: 425-430.

Niroumanesh S, Mehdipour P, Farajpour A and Darvish S. A cytogenetic study of couples with

repeated spontaneous abortions. Annals Saudi Medicine. 2011; 31: 77-78.

Obut M, Evsen MS, Soyding HE, Sak ME, Ozler A, Fidanboy M, Balkan M, Tiirkyllmaz A ve
Giil T, Tekrarlayan gebelik kayiplarinda etiyolojik nedenlerin degerlendirilmesi. Tiirk
Jinekoloji ve Obstetrik Dernegi Dergisi. 2013; 10: 67-71.

Okon M, Laird S, Tiickerman E and Li T. Serum androgen levels in women who have recurrent
miscarriages and their correlation with markers of endometrial function. Fertility and
Sterility. 1998; 69: 682-690.

Page SL, Shin J-C, Han J-Y, Choo KHA and Shaffer LG. Breakpoint diversity illustrates distinct
mechanisms for Robertsonian translocation formation. Human Molecular Genetics. 1996; 5:
1279-1288.

Patton P and Novy M. J. Reproductive potential of the anomalous uterus. Semin Reproduction
Endocrinology. 1988; 6: 217-218.

78


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Niroumanesh%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mehdipour%20P%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farajpour%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Darvish%20S%5Bauth%5D

Piper J, Rutovitz D, Sudar D, Kallioniemi A, Kallioniemi OP, Waldman FM, Gray JW and
Pinkel D. Computer image analysis of comparative genomic hybridization. Cytometry.
1995; 19: 10-26.

Propst A and Hill J. Anatomic factors associated with recurrent pregnancy loss. Semin
Reproductive Medicine. 2000; 18: 341-344.

Rajcan-Separovic E, Diego-Alvarez D, Robinson WP, Tyson C, Qiao Y, Harvard C, Fawcett C,
Kalousek D, Philipp T, Somerville MJ and Stephenson MD. Identification of copy number
variants in miscarriages from couples with idiopathic recurrent pregnancy loss. Human
Reproduction. 2010; 25: 2913-2922.

Robertson B and Greaves M. Antiphospholipid syndrome: An evolving story. Blood Reviews.
2006; 20: 201-212.

Sag S, Giilten T, Karkucak M, Yakut T, Kimya Y, Evre E, Yigit B ve Cengiz C. Prenatal Tanida
Konvansiyonel Sitogenetik ve FISH Analiz Sonug¢larinin Sayisal Kromozomal Anomaliler

ve Endikasyonlar Agisindan Degerlendirilmesi, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi.
2009; 35: 83-87.

Schuler M, Muehlbauer P, Guzzie P and Eastmond DA. Noscapine hydrochloride-induced
numerical aberrations in cultured human lymphocytes: a comparison of FISH detection
methods and multiple end-points. Mutagenesis. 2003; 18: 235-242.

Scriven PN, Handyside AH and Ogilvie CM. Chromosome translocations. segregation modes
and strategies for preimplantation genetic diagnosis. Prenatal Diagnosis. 1998; 18: 1437—
1449.

Shaffer LG and Lupski JR. Molecular mechanisms for constitutional chromosomal

rearrangements in humans. Annual Review of Genetics. 2000; 34: 297-329.

Sierra S and Stephenson M. Genetics of recurrent pregnancy loss. Semin Reproductive Medicine.
2006; 24: 17-24.

Simpson JL. Causes of fetal wastage. Clinical of Obstetrics and Gynecology. 2007; 50: 10-30.

79



Starke H, Nietzel A, Weise A, Heller A, Mrasek K, Belitz B, Kelbova C, Volleth M, Albrecht B,
Mitulla B, Trappe R, Bartels I, Adolph S, Dufke A, Singer S, Stumm M, Wegner RD, Seidel
J, Schmidt A, Kuechler A, Schreyer I, Claussen U, von Eggeling F and Liehr T. Small
supernumerary marker chromosomes: genotype phenotype correlation and classification.
Human Genetics. 2003; 114: 51-67.

Stephenson MD and Sierre S. Reproductive outcomes in recurrent pregnancy loss associated with
aparental carrier of a structural chromosome rearrangement. Human Reproduction. 2006;
21:1076-1082.

Szumilas M. Explaining odds Ratios. J Can Child Adolesc Psychiatry. 2010; 19: 227-229.

Tharapel AT, Tharapel SA and Bannerman RM. Recurrent pregnancy losses and parental
chromosome abnormalities: a review. British Journal of Obstetrics and Gynecology. 1985;
92: 899-914.

Tharapel SA, Wilroy RS, Keath AM, Rivas ML and Tharapel AT. Identification of the origin of
ring/marker chromosomes in patients with Ullrich-Turner syndrome using X and Y specific
alpha satellite DNA probes. American Journal of Medical Genetics. 1992; 42: 720-723.

Tekcan A, Elbistan M, Kara N ve Kogak I. Dengeli resiprokal translokasyon tasiyicisi bir olgu ve
habitiiel diisiik. Journal of Experimental and Clinical Medicine. 2012; 29: 312-314.

Thompson MW, Mclnnes RR and Willard HF. Thompson & Thompson: Genetics in Medicine.
6th ed. Philadelphia, Pennsylvania: W.B. Saunders Company. 2001; 1447-1449.

Usha R, Dutta P, Rajitha V, Kumar P and Ashwin BD. Cytogenetic abnormalities in 1162
couples with recurrent miscarriages in Southern region of India: report and review. Journal
of Assisted Reproduction and Genetics. 2011; 28: 145-149.

Vaz N and Shyama SK. Numerical chromosomal abnormalities in the malformed newborns.
International Journal of Human Genetics. 2005; 5: 237-240.

Ventolini G, Zhang M and Gruber J. Hysteroscopy in the evaluation of patients with recurrent
pregnancy loss: a cohort study in a primary care population. Surgical Endoscopy. 2004; 18:
1782-1784.

80


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dutta%20UR%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajitha%20P%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pidugu%20VK%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dalal%20AB%5Bauth%5D

Vidal F, Gimenez C, Rubio C, Simon C, Pellicer A, Santalo J and Egozcue J. FISH
Preimplantation Diagnosis of Chromosome Aneuploidy in Recurrent Pregnancy Wastage.
Journal of Assisted Reproduction and Genetics. 1998; 15: 310-313.

Wallerstein R, Gibas L, Anderson CE, Jackson L. Diagnosis of a complex chromosomal
rearrangement using fluorescen in situ hybridisation. Journal of Medical Genetics. 1996; 33:
793-794.

Werner M, Reh A, Grifo J, Perle MA. Characteristics of chromosomal abnormalities diagnosed
after spontaneous abortions in an infertile population. Journal of Assisted Reproduction and
Genetics. 2012; 29: 817-820.

Wiegant J, Ried T, Nederlof PM, Vander PM, Tanke HJ and Raap AK. In situ hybridization with
fluoresceinated DNA. Nucleic Acids Research.1991; 19: 3237-3241.

Willard HF. Centromeres of mammalian chromosomes. Trends in Genetics. 1990; 6: 410-416.

Wise JL, Crout RJ, McNeil DW, Weyant RJ, Marazita ML and Wenger SL. Cryptic
Subtelomeric Rearrangements and X Chromosome Mosaicism: A Study of 565 Apparently
Normal Individuals with Fluorescent In Situ Hybridization. Plos one. 2009; 4: 855-857.

Yakut S, Berker-Karaiiziim S, Simsek M, Zorlu G, Trak B ve Liileci G. Telomere-specific
fluorescence in situ hybridization analysis of couples with five or more recurrent

miscarriages. Clinical Genetics. 2002; 61: 26-31.

Yetman DL and Kutteh WH. Antiphospholipid antibody panels and recurrent pregnancy loss:
Prevalence of anticardiolipin antibodies compared with other antiphospholipd antibodies.
Fertility and Sterility. 2002; 77: 342-347.

Zarina AL, Jamil MA, Ng SP, Rohanna J, Yong SC, Salwati S and Boo NY. Unbalanced
chromosomal translocation: A cause of recurrent spontaneus abortion.The Medical Journal
of Malaysia. 2006; 61: 260-262.

81



7. EKLER
7.1.0zgecmis

DiGDEM UYSAL

Kisisel Bilgiler

Uyrugu T.C

T.C Kimlik No 52381156494

Dogum Yeri Uskiidar / Istanbul

Dogum Tarihi 06/05/1980

Tel Cep (505) 451 30 58

E-Mail digdem_uysal@hotmail.com

Ogrenim Durumu

Lisans

Universite Trakya Universitesi

Akademik birim Fen-Edebiyat Fakiiltesi

Program/Bolim Biyoloji

Mezuniyet yili 2003
Yiiksek Lisans
Universite Canakkale Onsekiz Mart Universitesi

Akademik birim Saglik Bilimleri Enstitiisii

Program/bolim T1ibbi Genetik

Mezuniyet yil1 Ogrenim devam ediyor

82


mailto:digdem_uysal@hotmail.com

Ulusal kongre, sempozyum, panel gibi bilimsel toplantilarda sunularak,
programda yer alan 6zet metin olarak yayimlanan bildiri ya da poster veya
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ilgi Alanlari-Laboratuvar Deneyimi

» Sitogenetik/Molekiiler Sitogenetik

* Hiicre kiiltiirii (Ienfosit ve amniyon), kromozom analizi, Karyotip-
karyogram analizi.

» Manuel-otomatik karyotip, karyogram ve ideogram analizler

* GTG, NOR, HRB bant teknikleri

» Tahliye materyali, amniyon hiicre kiiltiirleri

» Seks kromatin analizi

» Mikronukleus analizi

* Floresan Insitu Hibridizasyon (FISH) analizi (Telomer, sentromer).
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