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ÖZET 

 

Tekrarlayan gebelik kayıplarının en önemli etiyolojik nedeni gamet oluşumu 

sırasında meydana gelen kromozomal aberasyonlardır. Kromozomların bazı 

bölgelerinde meydana gelen artış ya da azalışları, kromozom stabilitesini sağlayan 

telomerik bölgelerdeki değişimleri tespit edebilmek için moleküler sitogenetik bir 

yöntem olan Floresan In Sıtu Hibridizasyon (FISH) kullanılmaktadır. Araştırmamız 

kapsamında; en az üç tekrarlayan düşüğü olan 30 çift (60 kişi) hasta grubu ve hiç 

düşük yapmamış, sağlıklı en az iki çocuğu olan 10 çift (20 kişi) ise kontrol grubu 

olarak çalışmaya alınmıştır. Karyotip analizleri normal olan çiftlerimize 9, 16 ve XY 

sentromerik probları kullanılarak ayrı ayrı FISH analizleri yapılmıştır. 9q12 ve 

16p11.q11.1 bölgelerine ait sinyal boyutları ölçülerek istatistiksel yöntemlerle 

değerlendirilmiştir. Düşük sayısı 4 ve üzeri olan 5 çiftimize ayrıca subtelomerik 

FISH analizi de yapılmıştır. Analiz sonuçlarında; 9. kromozom için hasta grubunda 

%33, kontrol grubunda %0 oranında heterokromatin artışı olduğu gözlenmiştir. 

Yapılan istatistiksel analiz sonrasında 9q12 bölgesindeki artışın tekrarlayan gebelik 

kayıplarını 20,75 kat arttırdığı sonucu elde edilmiştir. Kromozom 16 için hasta 

grubunda 3 kişide heterokromatin bölge artışı gözlenmiş ancak kontrol gurubunda 

hiç saptanmamıştır. XY FISH analizinde hasta grubunda (60 kişi) elde edilen 

sonuçlarda %3,3 oranında sayısal kromozom anomalisi saptanmıştır. Beş çiftimizde 

yapılan subtelomerik bölge analizi sonrasında bir telomerik delesyon, duplikasyon 

veya translokasyon saptanmamıştır, ancak analizi yapılan çift sayısının az olması 

nedeniyle telomerik kayıpların tekrarlayan düşük etkeni olabileceği konusu 

dışlanamamıştır. Daha önce farklı araştırıcılar tarafından yapılmış çalışmalarda 

klasik sitogenetik yöntemler kullanılmış ve net sonuçlar elde edilememiş, moleküler 

analiz önerilmiştir. Bu çalışma literatürde ilk kez FISH yöntemi ile kantitatif 

ölçümlerin yapıldığı bir çalışmadır. Elde edilen sonuçlar 9qh polimorfizminin 

tekrarlayan düşükler için önemli bir risk faktörü oluşturduğunu gösterir. 

 

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

Telomer  
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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 9qh polymorphism is an important 

risk factor for recurrent miscarriage. 

 

Keywords: Chromosomal Aberration, FISH, Karyotype, Polymorphism, Telomere. 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Tekrarlayan gebelik kayıpları (TGK), çocuk sahibi olmayı planlayan çiftlerin 

sıkıntılı bir süreç geçirmelerine sebep olan bir durumdur. Tüm gebeliklerin yaklaşık 

%10 - %15’i ilk trimesterde spontan abortus ile sonuçlanmaktadır (Dejmek ve ark., 

1992). TGK’na sebep olabilecek birçok faktör mevcuttur. Ancak bu faktörler 

içerisinde en sık rastlanan kromozomal aberasyonlarıdır. Birinci trimesterde görülen 

abortuslarda fetal kromozom anomalisi sıklığı %50-80’dir. Düşüklere sebep olan 

fetal kromozom anomalilerinin %75’i otozomal anöploidiler, %13’ü poliploidiler, 

%8’i monozomiler, %4’ü ise yapısal anomalilerdir (Benzacken ve ark., 2002; Bruno 

ve ark., 2006; Zarina ve ark., 2006). 

Kromozom anomalileri; sitogenetik açıdan sayısal ve yapısal olarak, hastanın 

klinik bulgularına göre ise dengeli veya dengesiz anomaliler olarak ayrılmaktadır 

(Thompson ve ark., 2001). Bu anomaliler genetik materyalde artış veya azalışa sebep 

olabilmektedir (Benzacken ve ark., 2002). Disentrik kromozom, ring kromozom, 

marker kromozom, izokromozom, duplikasyon ve delesyon şeklinde görülen 

anomaliler genomik dengesizliğe yol açtığından fenotipide etkileyebilir ve oluşan 

gametler düşükle sonlanabilir. Dengeli translokasyon veya inversiyon gibi yapısal 

anomali taşıyan bireyler fenotipik olarak normal olsalar da, dengesiz kromozomal 

anomalili fetüslere sebep olarak düşük gerçekleşebilir (Tekcan ve ark., 2012). 

Kromozomların üzerinde tekrarlayan Deoksiribonükleik asit (DNA) dizilerinin 

bulunduğu, gen içermeyen heterokromatin bölgeler vardır ki bu bölgelerdeki artış 

veya azalışlar polimorfik olarak kabul edilmektedir. Heterokromatin bölgeler 

inaktiftir. 1, 9, 16. kromozomlarda ve Y kromozomunun uzun (q) kolunda bulunan 

bu bölgeler farklı tiplerde satellit DNA içerirler. Bu bölgelerde meydana gelen 

değişiklikler kişinin kendisinde fenotipik anomaliye sebep olmazken, tekrarlayan 

düşükler, infertilite, çocuklarında mental retardasyona sebep olabilmektedir. 

Kromozomların uç kısımlarında bulunan koruyucu bölgeler telomerik bölgelerdir. 

Telomerler TTAGGG dizisinin ard arda birçok defa tekrarlanması ile oluşur, 

kromozom bütünlüğünü ve stabilitesini sağlar (Thompson ve ark., 2001). Bu da uç 

bölgelerin replikasyonunun her kromozomun kendine özgü olmasına sebep olur. 
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Kromozom anomalilerinin tanısında kullanılan Giemsa-Tripsin (GTG) bantlama 

tekniği ile elde edilen 450-500 seviyesinde bant almış kromozomlar ile yapılacak 

analiz sayısal ve yapısal anomalilerin tanısı için yeterlidir. Ancak bu yöntem 

mikrodelesyon/duplikasyon, düşük oranlı mozaisizmler ve kompleks anomalilerin 

tanısı için yeterli olmamaktadır. Yaklaşık son 30 yıldır bu tür anomalilerin daha iyi 

tespiti için FISH yöntemi ile analiz yapılmaktadır. Bu teknik, kromozomların belli 

bölgelerine özgün DNA/Ribonükleik asit (RNA) dizilerinin enzimatik yolla floresan 

veren maddelerle işaretlendikten sonra metafaz ve interfaz kromozomlarının 

hibridize edilerek hedef bölgelerin değerlendirilmesi esasına dayanır (Piper ve ark., 

1995; Schuler ve ark., 2003). Bu teknik kültürasyon işlemi sonrasında 24 saatlik bir 

süre sonunda sonuç verebilmeyi sağlayan bir tekniktir. Metafaz kromozomları 

dışında interfaz kromozomlarının da analizine olanak sağlar. Telomerik problar 

kullanılarak yapılan analizler, bu bölgelerde mayozun erken döneminde oluşan hatalı 

eşleşmelerin varlığını tespit etmemize yardımcı olur. 

Çalışmamızda; tekrarlayan düşük etiyolojisinde kromozomal aberasyonların 

araştırılması amacıyla; düşük sayısı en az 3 olan ve GTG bantlı sitogenetik analizleri 

normal bulunan bireylerde; 9. kromozom, 16. kromozom ve X-Y kromozomlarının 

alfa satellit bölgelerine spesifik problar kullanılarak FISH yöntemi ile analizleri 

yapılmıştır. Bu kromozomların heterokromatin bölgelerindeki değişiklikleri tespit 

etmek için homolog kromozomlar birbirleriyle karşılaştırılıp oranlama yapılmıştır. 

Düşük sayısı 4’ün üzerinde olan beş çiftimize ek olarak subtelomerik FISH probları 

ile analizleri yapılmış subtelomerik bölgelerde herhangi bir delesyon olup olmadığı 

tespit edilmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 2.1. Abortus 

Abortus; Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından 1977 yılında yapılan tanıma 

göre, 20. gebelik haftasından önce, 500 gramdan daha az olan embriyonun, 

tamamının ya da bir kısmının uterus dışına atılmasıdır (Cunningham ve ark., 2010). 

 

2.1.1. Spontan Abortus 

Mekanik ya da farmakolojik herhangi bir girişim olmaksızın gebeliğin 20. 

haftadan önce kendiliğinden sonlanmasıdır (Baek ve ark., 2007). Gebeliğin 12. 

haftasına kadar olan abortuslar erken abortus, 12–20. gebelik haftaları arasında olan 

abortuslar ise geç abortus olarak adlandırılmaktadır. 

 

2.1.2. Habituel Abortus 

Birbirini takip eden en az iki veya daha fazla gebeliğin spontan olarak 

sonlanması şeklinde tanımlanmaktadır. 

 

2.1.2.1. Habituel Abortusun Etiyolojik Sebepleri 

 1) Genetik nedenler 

 2) Anatomik nedenler 

 3) Endokrinolojik nedenler 

 4) Enfeksiyöz nedenler 

 5) Çevresel nedenler 

 6) Trombofilik nedenler 

 7) İmmünolojik nedenler  

 

2.1.2.1.1. Genetik Nedenler 

Tekrarlayan gebelik kayıplarının etiyolojisinde %5 sıklıkta ebeveynlerdeki 

genetik nedenler sorumlu tutulmaktadır. Genetik anomaliler fetal veya 

maternal/paternal kaynaklı olabilmektedir. Düşük ne kadar erken oluşursa 

kromozomal kaynaklı olma olasılığı o kadar fazladır. 1. trimester kayıplarının %60’ı, 
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2. trimester kayıplarının %10-15’i, 3. trimester ölü doğumlarının ise %5’i genetik 

anomaliler sonucu meydana gelmektedir (Sierra ve Stephenson, 2006).  

Genetik anomalileri yapısal ve sayısal olarak sınıflamak mümkündür. 

Gametogenezdeki kromozomal hatalar sayısal veya yapısal anomalilere sebep 

olabilir. Sayısal kromozomal anomaliler; haploid setin tam katları şeklinde artışı: 

poliploidi (triploidi, tetraploidi) veya tam kat şeklinde olmayan artış veya azalış: 

anöploidi (trizomi, monozomi) olarak tanımlanmaktadır. 

Yapısal anomaliler ise translokasyon, delesyon, inversiyon veya ring gibi 

kromozomun kendisinde gerçekleşen morfolojik değişimlerdir. Yapısal kromozom 

anomalileri içerisinde en sık translokasyonlar; translokasyonlar içerisinde ise 

resiprokal veya robertsonian tipi translokasyonlar görülmektedir (Monfort ve ark., 

2006; Zarina ve ark., 2006). Tek spontan düşüklerdeki fetal kromozomal anomaliler 

tekrarlayan düşüklerden farklıdır. Ayrılmama (non disjunction) veya translokasyona 

bağlı otozomal trizomi en sık rastlanan anomalidir (erken gebelik kayıplarının 

yaklaşık %50’si). Yapılan sitogenetik analizlerde %50 sıklıkta trizomiler, %15 

sıklıkta monozomi 45,X ve değişen oranlarda poliploidi (özellikle triploidi) ile 

karşılaşılmaktadır (Bryne ve Ward, 1994). 

 

2.1.2.1.2. Anatomik Nedenler (Uterin Anomaliler) 

Tekrarlayan gebelik kayıplarının etyolojisinde yaklaşık %12–15 oranında 

anatomik nedenler sorumludur. Gebelik kaybı riskini artıran anatomik nedenler; 

konjenital uterin malformasyonlar, uterin myomlar ve intrauterin adezyonlardır. 

Konjenital uterin malformasyonlar; unikornat, bikornat, didelfis ve septat uterus 

olarak sıralanmaktadır. Bu malformasyonların normalde görülme sıklığı %2 iken bu 

oran TGK’da yaklaşık 3 katına çıkabilmektedir (Leible ve ark., 1998). 

Unikornat uterus; müller kanallarından birinin gelişim yetersizliği sonucu 

oluşmaktadır. Oluşan gebeliklerin yarısı düşük ile sonuçlanmaktadır. Bikornat 

uterus; fundus seviyesinde mülleryen kanalların yetersiz birleşmesi sonucu oluşur. 

Birleşik alt segmenti olan iki ayrı uterin kavite ve tek serviks vardır. Bu uterus 

şeklinde erken gebelik kayıp oranı %30, tüm gebeliklerde fetal kayıp oranı %40 

bulunmuştur. Didelfis uterus; müller kanallarının tam olarak birleşmesi sonucu 

oluşur. İki serviks ve iki uterus mevcuttur. Uterus didelfisli kadınların gebeliklerinin 
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yaklaşık %40’ı spontan abortus ile sonuçlanmaktadır. Septat uterus; normalde 

birleşmesi gereken iki uterusu ayıran orta hat septumun yetersiz kaybı sonucu 

oluşmaktadır. En sık görülen uterin gelişim anomalisidir ve genel popülasyonda tüm 

major malformasyonların %80-90’ını oluşturmaktadır (Propst ve Hill, 2000). Uterin 

myomlar; myomların TGK’daki mekanizmalarının tümü bölgesel kan akımının 

yetersizliğine bağlanmasına rağmen myomların TGK’na yol açan sebepleri tam 

olarak netleştirilememiştir.  

İntrauterin adezyonlar; endometriumu yeterince zedeleyen herhangi bir olay 

intrauterin adezyonlara neden olabilir. En sık görülen durum olan kürtajın spontan 

abortus nedeni olduğu düşünülse de intrauterin adezyonlar önce gebelik kaybı ile 

oluşurken daha sonra TGK’na neden olmaktadır. İntrauterin adezyonlardaki 

TGK’nın mekanizması, azalmış fonksiyonel uterin hacim ve endometrial fibrozis ile 

plasental yetersizliğe neden olabilecek inflamasyonlardır (Patton ve Novy, 1998). 

 

2.1.2.1.3. Endokrinolojik Nedenler  

Gebelik kaybı riskini artıran endokrinolojik nedenler, tiroid hastalıkları, diabet, 

polikistik over sendromu (PCOS) ve luteal faz defeketleridir. TGK olan kadınlarda 

tiroid stimulan hormon (TSH) taramasının yapılması gereklidir. Tedavi edilmemiş 

hipotroidi (tiroid bezinin yavaş çalışması) ve hipertroidi (tiroid bezinin fazla 

çalışması) düşük riskini arttırmaktadır (Abalovich ve ark., 2002). Metabolik kontrolü 

iyi olan diabetik kadınlardaki gebelik kayıp riski diabetik olmayan kadınlardan farklı 

değildir; fakat ilk trimesterde yüksek kan glikoz ve hemoglobin A1C (HbA1C) 

düzeyleri abortus riskini arttırmaktadır (Coulam ve Stern, 1994). 

Ovulasyondan gebeliğin 7-9. Haftalarına kadar geçen sürede gebeliğin devamını 

sağlayan korpus luteumdan üretilen progesteron hormonudur. Luteal faz yetmezliği 

ve luteal faz defektleri belli başlı luteal fonksiyonların uygunsuzluğu ile özellikle 

potansiyel implantasyon bölgelerdeki endometriyum gelişiminin yetersiz olması 

sonucunda obstetrik sonuçlara yol açmaktadır. PCOS’lu kadınlarda hiperinsülinemi 

ve artmış plazminojen aktivatör inhibitör (PAI) aktivite düzeylerinin, artmış gebelik 

kayıp sıklığına (%30–50) neden olduğu belirtilmiştir (Okon ve ark. 1998).  
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2.1.2.1.4. Enfeksiyöz Nedenler 

Erken gebelik kayıplarının nedeni net olmamakla birlikte servikovaginal 

enfeksiyonların olabileceği bildirilmektedir (Brocklehurst ve ark., 2000).  Chlamydia 

trachomatis, Ureaplasma ve Mikoplasma enfeksiyonlarının TGK’na sebep 

olabileceği bildirilmiştir. Ayrıca Toxoplazma gondii, Listeria monositogenez, Herpes 

virüs ve Sitomegalovirüs de neden olabilmektedir. 

 

2.1.2.1.5. Çevresel Faktörler 

Sigara, alkol ve aşırı kahve tüketimi, gebelik kaybına hazırlayıcı çevresel 

faktörler olarak bilinmektedir (Gardella ve Hill 2000). İlk trimesterde günde 10 

adetten fazla sigara içenlerde abortus riskinin 1,4 kat arttığı gösterilmiştir. Anestetik 

gazlar, perklor etilen (kuru temizleme solventi) ve diğer organik çözücüler ile ağır 

metallere (civa, kurşun) maruz kalmak gebelik kayıp nedenleri olarak bildirilmiştir. 

 

2.1.2.1.6. Trombofilik Nedenler 

Trombofilik nedenler; kalıtsal trombofililer ve edinsel trombofililer olarak iki 

kısımda incelenebilir.  

Kalıtsal trombofililer; pıhtılaşma faktörleri, antikoagülan proteinler (protein C, 

protein S, antitrombin III) ve fibrinolitik mekanizmalar arasındaki dengesizliği 

gösteren koagülasyon ve fibrinolizis arasındaki uyumsuzluk sonucu oluşmaktadır. 

Normal gebelik; faktör V, VII, VIII, X ve fibrinojen düzeylerinin arttığı, protein S 

seviyesinin azaldığı, aktive protein C’ye karşı direncin arttığı, PAI 

konsantrasyonunun arttığı ve trombosit agregasyonuna eğilimin arttığı bir durumdur. 

Birçok genetik mutasyon kalıtımsal olarak tromboza eğilimi arttırmaktadır. Bunlar 

protein C eksikliği, protein S eksikliği, antitrombin III eksikliği, aktive protein C 

rezistansı, Protrombin G20210A mutasyonu, Metilen TetraHidrofolat Redüktaz 

(MTHFR) enziminin C667T ve A1298G mutasyonudur. Kalıtsal trombofililerden en 

sık görüleni Faktör V Leiden mutasyonudur. İkinci sıklıkta görülen mutasyon 

Protrombin G20210A mutasyonudur. Mutasyonlar homozigot ya da heterozigot 

olabilir. Üçüncü sıklıkta görülen diğer mutasyon MTHFR enzimini kodlayan geni 

etkilemektedir. Burada tromboz için bilinen bir risk faktörü olan 

hiperhomosisteinemiye eğilim olmaktadır. Hiperhomosisteinemide; ateroskleroz, 
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kardiyovasküler hastalık, arteryel ve venöz tromboz, nöral tüp defekti ve tekrarlayan 

gebelik kaybı riski artar (Obut ve ark., 2013). 

Edinsel trombofililerden en sık görüleni antifosfolipid antikor sendromudur. 

Antifosfolipid antikor sendrom (APS) sistemik otoimmün bir hastalıktır. Bu sendrom 

bulgularında tromboz oluşumu, plasenta yetmezliği ve tekrarlayan düşükler gözlenir. 

Antifosfolipid antikorların koagulasyona eğilimi artarak TGK’na neden olabileceği 

kabul edilmektedir. Özellikle 3 veya daha fazla 10 haftadan önce gebelik kaybı, 

morfolojik olarak normal bir veya daha fazla gebeliğin 10. haftadan sonra kaybı, 34. 

gebelik haftasından önce preeklampsi/prematürite/intrauterin gelişme geriliği 

(IUGR) nedeniyle kayıp yaşayan kadınlarda APS düşünülerek araştırılmalıdır 

(Robertson ve Greaves, 2006; Obut ve ark., 2013). 

 

2.1.2.1.7. İmmunolojik Nedenler 

Vücudun savunma mekanizması olan bu sistem; gerek dışarıdan gelen gerekse 

vücudun kendi içinde yer alan hastalık etkenlerine karşı koruma sağlamaktadır (Laird 

ve ark., 2003). Yabancı antijenlere karşı tepki yaratır, bazen hatalı olarak kendine ait 

antijenleride yabancı olarak algılar (otoimmün antijen). Bağışıklık sisteminin ürettiği 

bu antikorlar ömür boyu vücutta kalır. Bu durum bazen TGK’na sebep olabilir. Anne 

kendinde normalde bulunan antijene karşı antikor oluşturmaktadır.  

 

2.2. Kromozom 

İnterfaz nükleusunda bulunan DNA, RNA, histon (bazik protein) ve histon 

olmayan proteinlerden (asidik protein) oluşan bir yapıdır. Histon proteinleri H1, H2A, 

H2B H3 ve H4 olmak üzere beş farklı tiptedir. DNA kendini eşledikten sonra oktomer 

(herbiri ikişer molekül olan H2A, H2B H3 ve H4 olmak üzere toplamda 8 molekül 

protein içerir) adı verilen yapının etrafına iki kez sarılır, H1 tarafından stabilize edilir 

ve nükleozomu oluşturur. Nükleozomlar birbirine bağlanıp kıvrılarak selonoid yapıyı 

oluşturur. Bu yapı interfaz aşamasındaki kromatini meydana getirir. Kromatin ağı 

hücre bölünmesinin profaz aşamasına geldiğinde kalınlaşarak genetik materyali 

taşıyan kromozomları oluşturur. 

İnterfaz evresinde çözülmeden kalan ve bu sebeple koyu boyanan bölgelere 

heterokromatin bölge adı verilir ve bu bölge inaktif gen bölgelerini içerir. 
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Heterokromatin bölge Adenin ve Timin bazları bakımından zengindir. Nükleik asitçe 

daha zengin olan normal ve uniform olarak boyanan ipliksi kısımlara eukromatin 

bölge adı verilir, bu bölge aktif gen bölgelerini içerir. Eukromatin bölgeler Guanin ve 

Sitozin bazları bakımından zengindir. Kromozomları eşit ya da eşit olmayan iki kola 

ayran kısım sentromer’dir. Eşit olmayan kollardan kısa olan (p), uzun olan kol ise (q) 

koludur. Sentromerler heterokromatin yapıda özel DNA dizisi taşıyan bölgelerdir. 

 

 2.2.1. Kromozomların Sınıflandırılması 

Kromozomlar sentromer lokalizasyolarına göre sınıflandırılır ; 

a) Metasentrik Kromozomlar: Sentromer kromozomun p ve q kollarını iki eşit 

parçaya bölecek şekilde tam ortada konumlanmış ise metasentrik kromozom adını 

alır. 

b) Submetasentrik Kromozomlar: Sentromer merkezde değildir. p kolu q 

koluna oranlara daha kısa olan kromzom şeklidir. 

c) Akrosentrik Kromozom: Sentromer kromozomun uç kısmına çok yakın 

konumlanmıştır. p kolu tamamen kısalmış, satellit şeklindedir. 

d) Telosentrik Kromozom: Sentromer kromozomun en uç noktasında bulunur. 

İnsanda telosentrik kromozom bulunmaz.  

 

 Bölünme anında kromozomlar kutuplara doğru çekilirken, sentromerlerinden iğ 

ipliklerine tutunurlar. Sentromeri herhangi bir nedenle tahrip olan veya bulunmayan 

bir kromozom bölünme olayına katılamadığından parçalanır.  

 

Kromozomlar büyüklükleri ve sentromer konumları göz önüne alınarak 

gruplandırılır; 

A Grubu: 1, 2, 3 numaralı kromozomlardır. Metasentriklerdir. 

B Grubu: 4 ve 5 numaralı kromozomlardır. Büyük submetasentriklerdir. 

C Grubu: 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 numaralı kromozomlardır. Bu grup kromozomlar 

submetasentriktir. 

D Grubu: 13, 14 ve 15 numaralı kromozomlardır. Büyük akrosentriklerdir.  

E Grubu: 16, 17, 18 no’lu kromozomlardır. Küçük submetasentrik grubundadır. 

F Grubu: 19 ve 20 numaralı küçük metasentrik kromozomlardır. 
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G Grubu: 21, 22 nolu kromozomlardır ve küçük akrosentriklerdir. 

Cinsiyet kromozomları olan X ve Y’den, X; C grubundadır ve submetasentrik 

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

 

2.2.2. Kromozomal Polimorfizmler 

Kromozomlar morfolojilerine göre homologları ile karşılaştırıldığı zaman belli 

bölgelerin oldukça değişken olduğu görülmektedir. Bu bölgeler, kromozomal 

varyasyonların büyük bir kısmını oluşturmaktadır. Türler içinde, aynı türün bireyleri 

arasındaki genetik varyasyonlar polimorfizm olarak adlandırılır. Bu polimorfizmler 

üç grupta incelenir. 

Y kromozomu uzun kol varyasyonu: En sık rastlanan polimorfizmdir. Y’nin 

uzun kolu transkribe olmayan tekrarlı bölgelerden oluşur. Erkeklerin yaklaşık 

%10’unda normalden kısa veya uzun bir q kolu bulunur. Bu polimorfik bölgeler özel 

floresan boyalarla tespit edilebilir (Thompson ve ark., 2001).  

Sentromerik polimorfik bölgeler: 1, 9 ve 16. kromozomların sentromerlerine 

yakın sekonder bir bölge (qh) içerirler. Bu qh bölgeleri kromozom 9 için 9q12 ve 

kromozom 16 için 16p11.1-q11.1’dir. Bu bölge heterokromatin bölgedir ve 

heterokromatin miktarı değişken olduğundan qh bölgesi de değişkenlik gösterebilir. 

Bu bölge aktif genler içermez ve bu bölgedeki farklılıklar polimorfizm olarak kabul 

edilir (Thompson ve ark., 2001; Neas ve ark., 2005).  

Satellit polimorfizmi: Akrosentrik kromozomlardaki satellit büyüklükleri farklı 

olabilir. Polimorfik bölgelerdeki artışın mayoz sırasında, sinaps aşamasında yanlış 

eşlemelere ve eşit olmayan krossing-over’a sebep olabileceği düşünülmektedir 

(Thompson ve ark., 2001). Bunların dışında frajil bölgeler olarak adlandırılan, 

kromozomlar üzerinde bulunan kırılmaya yatkın bölgelerdeki değişikliklerde 

polimorfizmdir. Populasyonun yaklaşık %30’unda mevcuttur. Sadece X 

kromozomunun q27 bölgesindeki frajil bölge klinik olarak önemli kabul edilir 

(Thompson ve ark., 2001).  
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2.3. Kromozom Anomalileri 

Genetik bilginin taşındığı kromozomlar gamet hücreleri hariç 46 adettir. 46 

kromozomun 22 çiftini otozomal kromozomlar, bir çiftini ise kadınlarda XX, 

erkeklerde XY olmak üzere cinsiyet kromozomları oluşturur. Somatik hücrelerdeki 

46 kromozom “diploid” yapıdadır ve 2n olarak simgelenir. Gamet hücreleri ise 

“haploid” sayıda (n) yani 23 kromozom içermektedir. Kromozomların gerek 

sayısında gerekse yapısında oluşan değişiklikler “kromozom aberasyonu” olarak 

isimlendirilir. Genetik bilgiyi değiştirmeyen anomaliler klinik bulguya yol açmaz ve 

“dengeli kromozom anomalisi” olarak; genetik bilgiyi değiştiren ve klinik bulgulara 

yol açanlar ise “dengesiz kromozom anomalisi” olarak adlandırılır . 

 

2.3.1. Kromozom Anomalilerinin Sınıflandırılması 

Kromozom anomalileri, sayısal veya yapısal olabilir, tek ya da çok sayıda 

kromozomu, yalnızca otozom veya cinsiyet kromozomunu ya da hepsini birden 

içeriyor olabilir ve farklı sıklıklarla gözlenir. 

 Kromozom anomalileri yapısal anomalier ve sayısal anomaliler olmak üzere iki 

grupta sınıflandırılır. 

 

2.3.1.1. Yapısal Anomaliler 

Yapısal kromozom anomalileri, kromozomlarda oluşan kırılmalar sonucunda 

kaybolma, artma veya yeniden düzenlenmelerle ortaya çıkmaktadır. Bu değişimler 

tek bir kromozom veya karşılıklı iki kromozom arasında meydana gelen 

değişimlerdir. Yapısal kromozom anomalilerinin yeni doğandaki sıklığı yaklaşık 

1/450’dir (Vaz ve Shyama, 2005). Yapısal anomaliler genetik olabilecekleri gibi, de 

novo da oluşabilir. De novo oluşumlar iyonize radyasyon, bazı viral enfeksiyonlar ve 

bazı kimyasallar gibi kırığa neden olan ajanlarla indüklenebilecekleri gibi 

kendiliğinden de oluşabilir (Thompson ve ark. 2001). Kromozomdaki genetik bilgide 

herhangi bir artış veya azalış gerçekleşmediği için dengeli kromozomal değişimlerde 

fenotipin etkilenmesi beklenmemektedir. Ancak, de novo oluşan kromozom 

anomalileri, sitogenetik olarak dengeli olarak görüldüğü halde submikroskobik 

düzeyde kayıp içermeleri durumunda klinik bulgulara yol açabilmektedir (prenatal 

tanıda saptanan de novo translokasyonların %5' i). En sık görülen dengeli yapısal 

anomaliler; 
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2.3.1.1.1. İnversiyon 

Bir kromozomda, iki kırık sonucu oluşan parçanın ters dönerek, aynı bölgeye 

tekrar yerleşmesi ile meydana gelen kromozom içi yapısal anomaliler inversiyonlar 

olarak adlandırılır. Bu ters dönen parça sentromer içeriyorsa “perisentrik inversiyon”, 

sentromer içermiyorsa “parasentrik inversiyon” olarak adlandırılır. Perisentrik 

inversiyonlarda kromozomun p/q kol oranında değişim olduğundan sitogenetik 

olarak görmek daha kolaydır. Parasentrik inversiyonlar ise p/q kol oranında değişim 

olmadığından ancak bant yapısındaki değişim ile tanınabilirler. İnversiyon 

sonucunda dengesiz gamet oluşturma riski yüksektir. 

En sık görülen inversiyon, 9 numaralı kromozomun p12-q12 heterokromatin 

bölgesini içeren perisentrik inversiyondur. Bu inversiyon fenotipi etkilemediğinden 

ve ayrıca fetal kayıplar veya dengesiz karyotipe sahip bireylerin meydana gelmesine 

ilişkin önemli bir risk oluşturmadığından 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 başka bir kromozom üzerine 

yerleşmesi translokasyon olarak tanımlanır. Robertsonian, resiprokal ve insersiyonal 

olmak üzere üç ana grupta incelenirler. 

Robertsonian Translokasyon: İki akrosentrik kromozomun kısa kollarını 

kaybederek sentromer veya sentromere yakın bölgelerinden birleşmesiyle oluşur. 

Akrosentrik kromozomların (13, 14, 15, 21, 22 ) kısa kollarında, p11 bölgesinde 

satellit DNA’lar I, II, III, IV, ve β; p12 bölgesinde 18S ve 28S ribozomal RNA’yı 

kodlayan genlerin tekrar dizileri; ve p13 bölgesi β-satellit DNA ve telomerik diziler 

ile sonlanmaktadır (Page ve ark., 1996; Bandyopadhyay ve ark., 2001). Dengeli 

robertsonian tipi translokasyon taşıyıcılarında total kromozom sayısı 45’tir. Genel 

populasyonda görülme sıklıkları 1/1000’dir. Dengeli robertsonian tipi translokasyon 

taşıyıcıları dengesiz gamet verme olasılıkları yüksektir; trizomik ve monozomik 

zigotlar ortaya çıkar (Shaffer ve Lupski, 2000). 
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Resiprokal Translokasyon: Homolog olmayan iki kromozom arasında karşılıklı 

parça değişimi “resiprokal translokasyon” olarak tanımlanır. Genellikle en az iki 

kromozom arasında, iki kırık oluşumu ile meydana gelir ve toplam kromozom sayısı 

değişmez. Resiprokal translokasyonlarda dengesiz gamet oluşturma riski %85 gibi 

yüksek bir oran olduğundan TGK ve mental retardasyon öyküsü gözlenir (Gardner 

ve Sutherland, 2004). 

İnsersiyonel Translokasyon (Transpozisyon): Homolog olmayan iki 

kromozomdan birinde iki noktadan, diğerinde bir noktadan kırılma gerçekleşir. İki 

kırık arasında kalan parça homolog olmayan diğer kırık kromozoma giderek eklenir. 

Bu tip resiprokal (karşılıklı) olmayan translokasyona insersiyonel tip translokasyon 

denir. Bu tip mutasyonlar 3 kırık gerektirdiği için nadir görülür (Gardner ve 

Sutherland, 2004).  

 

2.3.1.1.3. Delesyon 

Delesyon bir kromozom parçasının kaybı ile kısmi monozomi oluşmasıdır. 

Klinik etkileri genellikle, delesyona uğrayan parçanın büyüklüğü ve bu parçadaki 

genlerin sayısı ve işlevine bağlıdır. Çok büyük delesyonlar, özellikle total genomun 

%2’sinden fazlasının kayba uğradığı kromozom anomalileri genellikle yaşamla 

bağdaşmaz ve düşük ile sonlanırlar. Sitogenetik olarak görülebilen otozomal 

delesyonların yeni doğandaki sıklığı yaklaşık olarak 1/7000’dir (Müeller ve Young, 

1995; Thompson ve ark., 2001). Delesyonlar, terminal veya intersisyel olabilir. 

Delesyonlar, basit olarak kromozom kırılması ve asentrik kısmın kaybolması ile ya 

da homolog kromozomlar veya kardeş kromatidler arasında eşit olmayan krossing- 

over sonucu oluşabilirler. Dengeli translokasyon veya inversiyon taşıyıcılarının 

verdiği dengesiz gametlerde de delesyonlar ortaya çıkabilir. 

 

2.3.1.1.4. Duplikasyon 

Homolog kromozomlar arasında gerçekleşen bir transpozisyon sonucu oluşur. 

Homolog kromozomlardan birinde iki kırık, diğerinde tek kırık oluşur. İki kırık 

arasında kalan parça, homolog kromozomdaki tek kırıklı bölge arasındaki kalan 

kısma yerleşir. Daha çok mayoz bölünme sırasında görülür, bir kromozom parçasının 

iki kopya halinde bulunmasına yol açar. Somatik hücrelerde her kromozomdan iki 
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adet bulunması kendiliğinden olan bir dublikasyondur. Dublikasyonlar, delesyonlara 

göre daha sık görülmesine rağmen, delesyonlar kadar zararlı değildir (Gersen ve 

Keagle, 2005). Bazı durumlarda bir gamette dublikasyon olması kromozomal 

dengesizlik (parsiyel trizomi)’le sonuçlanabilir.  

 

2.3.1.1.5. Ring Kromozom 

Bir kromozomun iki kolunun terminal kısmında oluşan iki kırık noktasının 

birleşmesiyle oluşan halka şeklinde kromozomlardır. Sonuç olarak her iki kolunda 

terminal uçlarının delesyonu söz konusudur ve delesyona uğrayan bu uç kısımlar 

kaybolur (Gersen ve Keagle, 2005). Eğer halka kromozom bir otozomal 

kromozomda oluşursa klinik tablo ağır, fakat cinsiyet kromozomları ile ilgili ise daha 

hafif bulgular gözlenir. Ring (halka) kromozom en sık X kromozomunda 

görülmektedir. 

 

2.3.1.1.6. İzokromozom 

Mayoz II esnasında gerçekleşen, sentromerin her iki tarafında aynı kromozom 

kolunun gözlendiği kromozomlardır. Yapısal görüntü kromozomun kollarından 

birinin olmaması, diğerinin ise duplikasyonu biçimindedir (Gersen ve Keagle, 2005). 

Kromozom çiftinde fazla olan kromozom kolu için trizomik, eksik olan kromozom 

kolu için monozomik olduğundan daima fenotipik değişiklik ile birlikte görülür. En 

sık görülen izokromozom, X kromozomunun uzun koluna ait olan i(Xq)’dur. Turner 

sendromuna neden olmaktadır. 

 

2.3.1.1.7. Disentrik Kromozom 

Disentrik kromozomlar, sentromer içeren iki kromozom parçasının (farklı 

kromozomlardan veya bir kromozomun iki kromatidinden) sentromeri bulunmayan 

parçalarını kaybederek uç uca eklenmesiyle oluşan nadir görülen bir kromozom 

anomalisidir. Bu kromozomlar, parasentrik inversiyon taşıyıcılarının dengesiz 

ürünlerinde de görülebilirler. Disentrik kromozomlar iki sentromeri olmasına 

rağmen, bir sentromerin inaktif olması veya kromozomların kutuplara çekilmesi 

sırasında birbiri ile uyumlu bir şekilde kutuplara gitmesi durumunda bu 
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kromozomlara psödodisentrik kromozomlar denir (Thompson ve ark., 2001). En 

fazla cinsiyet kromozomları ve akrosentrik kromozomlarda görülür. 

 

2.3.1.1.8. Marker Kromozom 

Marker kromozomlar, normal kromozom çiftine ek ve çoğunlukla mozaik olarak 

bulunan, klasik sitogenetik yöntemlerle tanınmayan kromozomlardır. Genel 

populasyonda görülme sıklıkları yaklaşık olarak 2000 kişide 1’dir (Starke ve ark., 

2003). Marker kromozomlar bireylerde fenotipik bulgu saptandığı gibi normal 

fenotipli bireylerde de görülmektedir. Sentrik heterokromatinden oluşan marker 

kromozomlar fenotipi etkilemez. Eukromatin materyali taşıyanlar ise ağır klinik 

bulgulara neden olmaktadır. Bu nedenle marker kromozomların kökenlerinin 

belirlenmesi ve eukromatin materyal taşıyıp taşımadıklarının belirlenmesi son derece 

önemlidir. Marker kromozomlar, X/Y ya da otozomal kromozomlardan köken 

alabilir. Otozomal kökenli markerlar içinde en sıklıkla (~ %40) görülen 15’inci 

kromozom kökenli olan disentrik kromozomlardır (Kochhar ve Ghosh, 2013).  

 

2.3.1.2. Sayısal Kromozom Anomalileri  

Genellikle gamet hücrelerinde oogenez veya spermatogenezde I. ya da II. Mayoz 

bölünme sırasında, nadir olarak görülen postzigotik mitotik bölünme sırasında oluşan 

hatalar (nondisjunction veya anafaz lag) sonucunda, kromozom sayısında artış ya da 

azalma ile kendini gösteren anomaliler “sayısal kromozom anomalisi” olarak 

tanımlanır (Gersen ve Keagle, 2005). Bunlar; 

 

2.3.1.2.1. Anöploidi 

Diploid bir hücrede tek bir kromozomun sayısının artması (2n+1=trizomi) ya da 

eksilmesi (2n–1= monozomi) ile oluşur (Gersen ve Keagle, 2005). Klinik olarak 

gösterilmiş gebeliklerin en az %3 ile %4’ünde anöploidi olduğu bildirilmektedir. 

Moleküler genetik çalışmalar, trizomilerin mayoz I ve II’de meydana gelen non-

disjunction, monozomilerin ise anafazda geri kalma ile oluştuğu gösterilmiştir. 

Hücrelerdeki kromozom sayısına göre, 2n+1 trizomi, 2n+2 tetrazomi, 2n-1 

monozomi, 2n-2 nüllüzomi şeklinde tanımlanır. Anöploidi nedenleri iki farklı 

şekildedir; 
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Non-disjunction (Kromozomların Ayrılmaması): I. veya ll. mayoz bölünme 

sırasında kromozom veya kromatidlerin sentromerlerinden ayrılarak birer kutba 

gitmesi gerekirken, kromozomlar sentromerlerinden ayrılmayarak sadece bir kutba 

giderler. Bu olaya kromozom ayrılmaması denir (Gersen ve Keagle, 2005). Sonuçta 

oluşan hücreden birinde aynı kromozomdan iki tane bulunurken, diğer hücrede o 

kromozomdan bulunmaz. Aynı kromozomdan iki tane bulunan gamet hücresi normal 

kromozom kurulumuna sahip bir gamet ile birleşecek olursa, oluşacak olan yeni 

gamet hücresi kromozomdan iki yerine üç adet bulunduracağından trizomik (örn; 

Down sendromu-46,XX/XY+21, Klinifelter sendromu-46XXY) olacaktır. 

Kromozomu hiç taşımayan gamet, normal kromozomlu gametle birleşecek olursa, 

oluşacak olan gamette bir adet eksik kromozom olacağından monozomik (örn: 

Turner sendromu-45,X) olacaktır.  

Anafaz Lag: Kromatidler sentromerlerinden ayrılıp zıt kutuplara çekilirken 

herhangi bir hata sebebiyle biri anafazda geri kalır. Geride kalan kromozom çekirdek 

içine katılmaz sitoplazmada kalır. Eğer zigot oluştuktan sonraki mitoz bölünmeler 

arasında anafazda geri kalma olursa, mozaik yapıda birey oluşacaktır. Anafaz 

gecikmesi sonucunda oluşacak hücreler; ya yarısı normal, diğer yarısı monozomik ya 

da yarısı trizomik, diğer yarısı monozomik olacak şekilde mozaisizm gösterirler.  

 

2.3.1.2.2. Poliploidi 

Kromozom haploid sayısının (n=23) katları halinde artışı ile ortaya çıkan 

(triploidi=3n, tetraploidi=4n) sayısal kromozom anomalilerine poliploidi denir. 

Poliploidiler, daha çok spontan abortus materyallerinde görülmektedir (Gersen ve 

Keagle, 2005). 

 

2.4. Flouresan In Sıtu Hibridizasyon (FISH) 

FISH yöntemin ortaya çıkışı 1969 yılında birbirlerinden bağımsız çalışan Gall ve 

Pardue’nin yapmış oldukları ribozomal problarını Xenopus Laevis nükleusundaki 

DNA’ya hibridize etmeleri ile başlamıştır (Gottfredson, 1999). Daha sonraki yıllarda 

yapılan çalışmalarda, radyoaktif izotoplarla işaretlenmiş problarını, denatüre edilmiş 

sitolojik preparatlarda hedef hücre DNA’sı ile hibridize etmişler ve otoradyografiden 

sonra hibridizasyon bölgelerinin gümüş partiküllerle işaretlendiğini göstermişlerdir. 
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125
I, 

3
H, 

35
S gibi radyoizotoplar tekniği ilk dönemlerde probların işaretlenmesinde 

kullanılmaktaydı, ancak radyoizotoplar birçok açıdan dezavantaja sahiptir. 

Radyoaktif moleküllerin hibridizasyon alanı dışına saçılmaları, zararlı olmaları, 

ömürlerinin kısa olması ve radyoaktif işaretlemenin uzun zaman alması araştırıcıları 

yeni işaretleme tekniklerinin geliştirilmesine yönlendirmiş ve nükleik asitlerin 

işaretlenmesinde nonizotopik floresan ve enzimatik özellikli moleküller kullanılmaya 

başlanmıştır. 1980’li yılların sonlarında ise, probların işaretlenmesi için yeni 

teknikler bulunması ile FISH yöntemi geliştirilmiş ve yaygın bir şekilde 

kullanılmaya başlanmıştır (Piper ve ark., 1995; Gottfredson, 1999).  

Sitogenetik ile moleküler genetik arasında bir köprü görevi yapan FISH tekniği 

sitogenetik tanıda önemli bir yerdedir (Bruno ve ark., 2006). Moleküler genetikteki 

ilerlemeler çok sayıda özgün DNA dizilerinin klonlanmasına olanak sağlamış ve bu 

sayede belirli bölgelere özgün tek iplikli DNA oligonükleotidleri (prob) elde 

edilmiştir (Levsky ve Singer, 2003). Bu probların, metafaz kromozomlarında ya da 

interfaz nükleus DNA’sına hibridizasyonu sayesinde özgün bölgeler 

görüntülenebilmiştir. FISH, standart bantlama teknikleri ile tanımlanamayan 5mb 

dan küçük kromozom anomalilerinin (submikroskobik delesyonlar, duplikasyonlar, 

translokasyonlar, inversiyonlar ve marker kromozomlar) aydınlatılmasında sıklıkla 

kullanılan bir tekniktir. Genomda istenilen hedef DNA bölgesinin floresan veren 

DNA veya RNA probları ile boyanarak “in situ” olarak gözlenmesine imkan 

sağlamaktadır. Bu yöntemin temelinde, görüntülenmesi hedeflenen DNA bölgesine 

komplementer florokromlarla işaretlenmiş olan tek iplikçikli Timidin içeren 

oligonükleotid adını verdiğimiz DNA dizileri kullanılır. Florokrom ile işaretlenmiş 

DNA dizilerine prob adı verilir. Kullanılan bu oligonükleotid problar sayesinde 

submikroskobik delesyonların varlığı tespit edilebilmektedir. Floresan işaretli prob 

hibridize olduğu zaman kromozomlar floresan boyadan yayılan ışığın belirli dalga 

boyunda absorblanması ile görünür hale geliyor. Tek iplikli nükleik asit 

moleküllerinin tamamlayıcı diziler ile uygun koşullarda eşleştirilerek çift iplikli hale 

getirilmesi için gerçekleştirilen reaksiyon hibridizasyondur. Hibridizasyon, sinyalin 

ve prob ile hibridize olan DNA segmentinin lokalizasyonu mikroskop altında 

belirgin hale getiriyor. 
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FISH çalışması yapılabilen örnekler; periferik ve fetal kan hücreleri, doku ve cilt 

biyopsisi, amniyon sıvısı, koryonik villus (CVS), tahliye materyali, sperm ve 

embriyo hücresidir. Bu örnekler farklı işlemler kullanılarak bir hazırlık aşamasından 

geçirildikten sonra yaymaları yapılıyor ve uygun problar yardımı ile analize hazır 

hale getiriliyor. Basit olarak FISH çalışma basamakları şu şekildedir; 

 Hedef DNA (metafaz kromozomu ya da interfaz nükleusu) ve prob hazırlanır. 

 Hedef DNA ve prob yüksek ısıda denatüre edilir. Böylece DNA’nın çift 

zincirli yapısı açılarak tek zincirli konuma gelir. 

 Hedef DNA ve prob 37ºC’de hibridize olur. (hibridizasyon süresi çalışılan 

proba göre değişmektedir.) Bu aşamada problar hedef kromozom üzerindeki 

komplementeri oldukları bölgeye ya da bölgelere bağlanır.  

 Hibridizasyon süresi bitiminde non-spesifik bağlanmalardan ve artefaktlardan 

kurtulmak için çeşitli sıcaklık ve yoğunluklardaki tuz veya deterjan türevi maddelerle 

yıkama işlemi gerçekleştirilir. (Post- hibridizasyon) 

 Kromozomlar kontrast oluşturan renklerle (DAPI- 4-6diamino-2-phenylidole/ 

Antifade) boyanarak görünür hale getirilir. 

 Floresans mikroskop yardımı ile incelenir. 

 

Tanısal Amaçlı kullanılan FISH   

 Klinik sitogenetik 

- PGD, PCS, CGH. 

- İnterfaz nükleusu ve metafaz kromozomları 

- Mikrodelesyon sendrom tanısı 

- Kanser sitogenetiği  

 Dokuda enfeksiyon ajanların tespiti  

 Dokuda mRNA analizi 
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Araştırma Amaçlı kullanılan FISH 

 Gen haritalaması 

 Onkogen, tümör supresör gen analizi 

 Mikrobiyoloji / viroloji 

 Gen ekspreyon analizi 

 Somatik hücre hibrit analizi 

 Mayoz / Mitoz analizi 

 Hücre tanımlaması 

 

2.4.1. Prob Çeşitleri 

Hedef kromozom ya da kromzom bölgesine ve kullanım amacına bağlı olarak 

farklı prob çeşitleri vardır. Bunlar; 

 

2.4.1.1. Tüm Kromozom Boyama Probları (painting prob): Bir kromozomun 

tümünü kapsayacak şekilde farklı bölgelerine özgün DNA dizilerinden oluşturulan 

prob karışımı ile kromozomun p terminalinden q terminaline kadar olan bölgenin 

boyanması sağlanır. Her kromozom kolunu ayrı renkte boyayabilen “arm spesifik 

problar” ya da kromozomların belli bantlarını veya tüm bantlarını ayrı renkte 

boyayabilen “bant spesifik problar” bulunmaktadır. Kromozom ya da kromozom 

kollarının rahatlıkla tanımlanmasını sağlayan problardır (Manuelidis, 1981). 

 

2.4.1.2. Tekrarlayan Dizi (satellit) Probları: İnsan DNA’sı büyük ölçüde 

tekrarlayan diziler içermektedir. Bu tekrar dizileri ve satellit bölgeleri total genomun 

%10-20’sini oluşturmaktadır. Kromozomların sentromerik ya da perisentromerik 

bölgelerinde 10
5
–10

6
 baz çifti uzunluğunda tekrar dizileri vardır. Bunlar alfa-satellit, 

beta-satellit ya da diğer satellit DNA dizilerinden oluşur ve her kromozom için 

spesifiktir (Manuelidis, 1981).  

 Tekrarlı dizilere özgün problar; “sentromerik”, “beta satellit”, “klasik satellit” ve 

“telomerik” problar olarak gruplandırılır. Sentromere yakın bulunan alfa-satellit 
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probları genellikle güçlü sinyaller verirler. Çünkü kromozomun sentromer 

bölgesinde çok yoğun tekrarlayıcı DNA dizileri vardır. Kromozomların 

numaralandırılması, monozomiler, trizomiler, cinsiyet kromozomları ve fetal 

anöploidilerin hızlı tanısı için kullanılır. Beta satellit problar, perisentrik 

heterokromatin bölgelere, akrosentrik kromozomlara ve 9. kromozoma lokalizedir. 

Klasik satellit probları, AATGG tekrar dizileri ile bağlantılı olarak 1, 9, ve 16. 

kromozomların perisentrik heterokromatin bölgelerine ve Y kromozomunun uzun 

koluna özgü DNA dizilerinden oluşur (Willard, 1990).  

Telomerik problar ise kromozomların terminal bölgelerinin tanımlanmasını 

sağlayan problardır. Telomer bölgeleri, GTG bantlama ile açık renk boyanan uç 

bölgelerdir ve bu nedenle olası bir parça değişiminin tanınması oldukça zordur. 

Telomerlerin yapısında tekrar bölgelerinin kromozoma özgün ve işlevsel genler 

açısından zengin subtelomerik bölgeler bulunmaktadır. Hücre yaşlanması, 

kromozomal yeniden düzenlemeler ve delesyonlar için bu problar kullanılır. Her 

kromozoma özgü telomerik prob bulunmaktadır. 

 

2.4.1.3. Lokus Spesifik Prob (Tek gen probları): Mikrodelesyon ya da 

duplikasyonları (DiGeorge Sendromu, Miller-Dieker Sendromu, Prader 

Willi/Angelman Sendromu vb.) tespit etmek ve gen lokalizasyonunu belirlemek için 

kullanılan bir gen/lokus bölgesi problarıdır. Tümör genetiğinde de sıklıkla kullanılan 

prob çeşididir. 

Sitogenetikte kullanılan FISH tekniğinin bazı avantaj ve dezavantajları vardır 

(Yakut ve ark., 2002). Avantajları;  

 İyi kalitede, hızlı ve güvenilir sonuç elde edilebilir.  

 DNA veya RNA’nın yapısının bozulmadan incelenmesine olanak sağlar. 

 Mozaisizm tanısının konmasında etkili bir yöntemdir. 

 Bölünmeye hazırlık evresinde (interfaz) olan bir hücreden sonuç elde 

edebilme kolaylığı sağlamaktadır. 
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Dezavantajları ise; 

 Tespit edilen anomaliler seçilen prob ile sınırlıdır. 

 Birden fazla anomaliyi aynı anda tespit etme olanağı sağlamaz. 

 Parafin kesitler ya da solid dokularda daha zor sonuç elde edilebilir. 

 Denatürasyon aşamasında uygun sıcaklık kullanılmadığı taktirde parçalı 

sinyal elde olasılığı vardır. Bu durum doğru bir analiz yapmayı zorlaştırabilir.  

 D ve G grubu kromozomlarda satellit DNA olduğundan kısa kollarında her 

zaman net sinyaller alınmayabilir. 

 Uniparental isodizomi ve ince subtelomerik tandem tekrarları gözden 

kaçabilir. 

 Analiz için karanlık ortam ve flouresan ataşmanlı mikroskop olması 

gereklidir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Hasta Grupları  

Projemiz Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi tarafından TYL-2013-107 

numaralı proje ile desteklenmiştir. Ayrıca Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’ndan 28/02/2013 tarihinde alınan EK-2013-28 nolu 

izin ile başlatılmıştır. 

Çalışmamıza 30 tekrarlayan düşük çifti (30 kadın 30 erkek toplamda 60 kişi) ve 

kontrol grubu için 10 çift (10 kadın 10 erkek toplamda 20 kişi) olmak üzere 80 olgu 

dahil edilmiştir. Hasta grubumuz için tekrarlayan düşük endikasyonu ile gelen en az 

üç tekrarlı düşük öyküsü olan bireyler, kontrol grubu hastalarımız için ise sağlıklı en 

az iki çocuk sahibi olan hiç düşük öyküsü bulunmayan bireylerden oluşan çiftler 

seçilmiştir. Bu hastalarımızın poliklinik doktorumuz tarafından bilgileri alınmış, 

pedigrileri çizilmiş ve hasta bilgi formları doldurulmuştur. Hastaların yaşı, gebelik 

sayısı ve bu gebeliklerinden kaçının düşük ile sonlandığı, eşlerin ailelerinde düşük 

öyküsü olan bireylerin yakınlık dereceleri ve eşler arasında akraba evliliği olup 

olmadığı bilgi formlarına eklenmiştir. Tüm bireylere öncelikle kromozom analizleri 

ardından FISH analizleri yapıldı. Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen tüm bireylere 

çalışma hakkında bilgi verilerek onamları alındı.  

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Araştırma ve Uygulama Hastanesi Tıbbi 

Genetik Laboratuvarı’na gelen tüm kan örneklerinden FISH yöntemi ile 9 alfa-

satellit prob, 16 alfa-satellit prob, XY alfa-satellit prob ve Subtelomerik prob 

kullanılarak çalışılmaları yapılmıştır.  

 

 3.2. Sitogenetik Analiz  

Tekrarlayan düşükleri olan çiftlerimizden ve sağlıklı kontrol grubunu oluşturan 

çiftlerimizden 5 ml heparinize enjektör ile periferik kan örnekleri alınarak sitogenetik 

analizleri yapılmıştır. Analiz sonuçları normal çıkan hastalarımıza olası sayısal ve 

yapısal kromozom aberasyonlarının tespit edilebilmesi amacı ile FISH yöntemi 

uygulanarak analizleri yapıldı. 

 

 



24 
 

3.2.1. Lenfosit Hücre Kültürü  

Sitogenetikte kromozom eldesi için en sık kullanılan yöntem kısa süreli lenfosit 

hücre kültürü yöntemidir. Periferik kan hücreleri, üretilmek üzere kültür ortamlarına 

alındıktan sonra 72 saatlik süre sonunda harvest’e alınır. Daha sonra elde edilen 

lenfosit hücreleri preparat haline getirilir ve GTG bantlama işlemi sonrası 

değerlendirmeye alınır. 

 

3.2.1.1. Zenginleştirilmiş Besiyerinin Hazırlanması 

100 ml RPMI 1640 (Wisent Inc.) içerisine; kültür ortamını zenginleştirmek ve 

hücrelerin çoğalmasına olanak sağlamak amacıyla 20 ml fetal bowin serum 

(Biological Industries), besiyerini desteklemek amacıyla 2 ml L-Glutamine (Wisent 

Inc.), lenfosit hücrelerini mitoz’a yönlendirmek için 1 ml fitohemaglütinin 

(Biological Industries) ve herhangi bir kontaminasyon olasılığını ortadan kaldırmak 

için 2 ml penisilin-streptomisin (Biological Industries) eklenerek hazırlanır.  

Her olgudan steril, heparinle yıkanmış 5 ml enjektöre alınmış periferik kan 

örnekleri, içerisinde 5 ml medyum bulunan steril kapaklı falkon tüpleri içerisine 5-6 

damla ilave edilerek ekimleri yapılır. Hafif karıştırıldıktan sonra eğik bir şekilde 72 

saat boyunca 37ºC’de inkübasyona bırakılır.   

  

3.2.1.2. Kromozom Eldesi için Kullanılan Solüsyonlar 

3.2.1.2.1. Hipotonik 

0,075 M potasyum klorür (KCI) (Merck KGaA) olacak şekilde 2,8 gr KCI 

tartılarak 500 ml distile suda çözülerek stok solüsyon hazırlandı ve harvest sırasında 

kullanılmak üzere 37ºC etüv’de bekletildi. 

 

3.2.1.2.2. Fiksatif 

1/3 glasial asetik asit %100 (Merck)/methanol %100 (Merck) ilave edilerek 

hazırlandı. Solüsyon kullanılmadan önce ve çalışma aralarında -20ºC'de saklandı. Bu 

solüsyon her harvest işlemi öncesinde taze olarak hazırlanmıştır. 
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3.2.1.3. Harvest 

Üremeleri için 37ºC etüvde bırakılan kültür tüplerine harvestten 1,5 saat önce 

100 μg/ml kolsemid (Biological Industries) eklenmiş, hafifçe karıştırılıp tekrar 37ºC 

etüv’e yerleştirilmiştir. 72 saatlik süre sonunda kültür tüpü 1200 devirde 8 dakika 

santrifüje edilip supernatant bir pastör pipeti yardımı ile atılmış, dipte kalan pellet ve 

üzerindeki 1 ml’lik sıvı vortekslenerek üzerine toplam hacim 10 ml olacak şekilde 

daha önceden hazırlamış olduğumuz hipotonik (0,075 M KCL) solüsyonu 

eklenmiştir. Tüpler 45-60 dakika arası 37ºC’de etüvde bekletilmiştir. Süre sonunda 

tüpler 1200 devirde 8 dakika santrifüje edilip, supernatant atılmıştır. Tüp 

vortekslenerek yavaş bir şekilde fiksatif ilave edildi. Bu fiksatif işlemi tüp 

içerisindeki pellet berraklaşıncaya kadar tekrarlandı. İşlem tamamlandığında 

üzerinde hasta adı ve kod numaralarının yazılı olduğu lam üzerine cam pastör pipeti 

ile alınan pellet eğik bir açı ile damlatılarak yayıldı. Lamlar 1 gece oda sıcaklığında, 

ertesi gün 30 dakika 65ºC hotplate üzerinde yaşlandırılmak üzere bekletildi. 

 

3.2.1.4. GTG- Giemsa Bantlama Tekniği 

Her kromozom kendine özgü heterokromatin yoğunluğuna göre değişen açık ve 

koyu bant bölgeleri içerir. Bu bölgeler premetafaz ve metafaz kromozomlarında 

sayıca farklılık gösterir. Kromozomların ilk defa 1971 Paris Kongresi'nde 

ideogramları belirlenmiş, 1985 An International System for Human Cytogenetic 

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

 

3.2.1.4.1. Kullanılan Solüsyonlar 

 

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

bant işlemi öncesinde 10 ml PBS üzerine 90 ml distile su ile 100 ml’ye 

tamamlanarak 1x olacak şekilde hazırlanır.  

Tripsin: Balon joje içerisinde hazırlanan 100 ml PBS solüsyonundan 20 ml 

eksilttikten sonra üzerine 0,15 gr toz tripsin (Biological Industries) eklenip 

çalkalanarak karıştırılır. 

Giemsa: Gurr Buffer (Biological Industries) stok solüsyonu; 1 litre distile su 

içerisine 1 adet gurr buffer tablet ilave edilerek hazırlanır. 4 ml Giemsa (Merck 

KGaA), stok solüsyondan 96 ml ilave edilerek 100 ml’ye tamamlanır. 
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Preparatlar yaşlandırma işlemi sonrası oda ısısındaki tripsin içerisine yerleştirilir, 

20-30 saniye arası bekletilip PBS-distile (tripsinin aktivasyonunu sonlandırmak için) 

su karışımında yıkanır ve %4’lük Giemsa solüsyonu içerisinde 1 dakika bekletilir. 

Süre sonunda distile su’dan geçirilerek kurutma işlemi yapılır.  

Hazırlanan preparatlar, 100x objektifle immersiyon yağı damlatılarak Leica 

marka mikroskop ile 20 metafaz plağı kromozomal anomalileri açısından incelendi 

ve görüntüleri Cytovision programı kullanılarak bilgisayar ortamında kaydedildi. 

Analiz sonuçları normal çıkan hastalarımızın FISH yöntemi ile analizleri yapılmak 

üzere ikinci bir işleme alındı.  

 

3.2.2. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yöntemi 

 

3.2.2.1. Kullanılan Solüsyonlar 

 

3.2.2.1.1. 20xSSC (Sodium Salina Citrat)  

20xSSC buffer (Applichem GmbH), 1 litrelik ambalajda stok solüsyon olarak 

kullanılmıştır. 

 

3.2.2.1.2. 2xSSC  

20xSSC stok solüsyondan 10 ml alınıp, üzerine 90 ml distile su ilave edilerek, 

hacim 100 ml’ye tamamlandı. Solüsyonun pH ölçümü yapılarak, pH: 7.0 olmasına 

özen gösterilmiştir. Kullanım esnasında solüsyonun, oda sıcaklığında olmasına 

dikkat edilmiştir. 

 

3.2.2.1.3. Etanol Serileri 

Preparatı dehidrate etmek amacı ile; %70, %85 ve %100’lük etanol serileri 

hazırlandı. 

 

3.2.2.1.4. 0,4xSSC  

20xSSC stok solüsyondan 2 ml alınıp, 98 ml distile su ilave edilerek, hacim 100 

ml’ye tamamlandı. Solüsyonun pH: 7.0 olmasına dikkat edilmiştir. 
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3.2.2.1.5. 0,25xSSC  

20xSSC stok solüsyonundan 1,3 ml alınıp 98,7 ml distile su ile 100 ml’ye 

tamamlanır. Solüsyonun pH: 7.0 olmasına dikkat edilmiştir. 

 

3.2.2.1.6. 2xSSC, %0,05 Tween 20  

20xSSC stok solüsyonundan 10 ml alınıp, 90 ml distile su ilave edilerek, hacim 

100 ml’ye tamamlandı. Bu solüsyona, 50 μI Tween-20 (Sigma) ilave edilerek 

hazırlandı.  

 

3.2.2.2. Kullanılan FISH Probları  

 

3.2.2.2.1. Kromozom 16 ve 9 Alfa satellit prob  

Kromozom 9 (cytocell aquarius) ve kromozom 16 (cytocell aquarius) probları; 

kromozomların sentromerik, perisentromerik veya heterokromatik bölgelerine özgü 

problardır. Kromozom 9 (LPE 009R/G) pobu; 9q12 bölgesi D9Z3 lokusu için, 

kromozom 16 (LPE 016R/G) probu; 16p11.1-q11.1 bölgesi D16Z2 lokusu için 

kullanılan problardır. FISH çalışması yapılacak olan örneklerin interfaz veya metafaz 

aşamasındaki kromozomların satellit bölgelerinin kırmızı veya yeşil sinyalle 

rahatlıkla analiz edilmesine olanak sağlar. 

Preparatların Hazırlanması: Olgulara rutin kromozom eldesi yöntemi 

uygulanarak son aşamasında 3 kez fiksatiften geçirilen periferik kan kültürleri, bir 

kez daha 1200 devirde 8 dakika santrifüj edildi. Süpernatantı atılarak kalan 1 ml 

kadar pellet vortekslenir. Daha sonra temiz ve üzerinde hasta adı ile kodların yazılı 

olduğu lamlar üzerine mikropipet yardımı ile yayma yapılır. Lamlar oda sıcaklığında 

kuruduktan sonra hücreleri lam üzerine tespit etmek ve hücre kaybını önlemek için 2 

dakika 2xSSC (pH: 7.0) solüsyonunda bekletilir. Daha sonra dehidratasyon için %70, 

%85 ve %100’lük alkol serilerinin her birinde, sırası ile 2’şer dakika bekletildi. Alkol 

serisi lam üzerindeki artefaktları yok etmek ve hücre içindeki fazla sıvıyı alarak 

probun etkisini arttırmak amacıyla uygulanır. Bu işlem sonrasında çıkarılan lamlar 

oda sıcaklığında kurutulur.  

Pre denatürasyon: 3µl prob ile 7µl hibridizasyon solüsyonu bir mikrosantrifüj 

tüp içerisinde pipetaj yaparak karışım şeklinde hazırlanır ve ısınması için 37ºC 

etüvde bekletilir. Kuruyan lamların herbirinin üzerine 10µl hazırlanan karışımdan 
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damlatılarak 24x24 mm boyutunda lamel ile üzeri kapatılır. Daha sonra lamelin etrafı 

rubber cement yapıştırıcı ile dışarıdan hava almaması için kapatılır. 

Denatürasyon Aşaması: Hazırlanan preparatlar 75ºC (+/-1ºC) hotplate üzerinde 

ve 2 dakika bekletilir. 

Hibridizasyon Aşaması: Denatürasyon işlemi tamamlandıktan sonra içerisinde 

nemli bir gazlı bez bulunan hibridizasyon kutusuna preparatlar yerleştirilir. Kutunun 

kapağı kapatılarak etrafı parafilm ile çevrilir. Hibridizasyon için, over-night 37ºC 

etüv içerisinde inkübasyona bırakılır. 

Post Hibridizasyon Yıkamalar: Hibridizasyon işlemi sonrası lamel etrafındaki 

rubber cement dikkatli bir şekilde alınır ve lamın üzerinden lamel yavaş bir şekilde 

kaldırılır. 72ºC’ye (+/-1ºC) ayarlanan su banyosuna yerleştirilen şale içerisinde 

0.25xSSC (pH: 7.0) solüsyonu hazırlanır, solüsyon sıcaklığının 72ºC (+/-1ºC) olması 

beklenir, lamlar bu solüsyon içerisine yerleştirilerek 2 dakika bekletilir. Süre 

sonunda preparatlar; oda sıcaklığındaki 2xSSC/%0,05 Tween-20 solüsyonu 

içerisinde 30 saniye yavaşça karıştırılarak bekletilir. Solüsyondan çıkarılan lam 

üzerindeki fazla solüsyonun uzaklaştırılması sağlanır. Ancak lamın tamamen 

kurumamasına özellikle dikkat edilir. Lamın üzerine 10 μI 4-6 diamino-2-

phenylinodole (DAPI-Antifade) solüsyonu damlatılır. Lam, 24x24 mm 

boyutlarındaki lamel ile hava kabarcığı kalmayacak şekilde kapatılır. Daha iyi sinyal 

alınabilmesi için lam, floresan mikroskobunda inceleme yapmadan önce 

hibridizasyon kutusuna konularak +4ºC’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-q11.1 

bölgesi DXZ1 lokusuna spesifik bir probdur. Kromozom Y (Cytocell aquaris)(LPE 

0YcR/G) alfa satellit probu Yp11.1-q11.1 bölgesi DYZ3 lokusu için spesifik bir 

probdur.  

Preparat hazırlama: Santrifüj sonrası süpernatantı atılan pellet lam üzerine 

mikropipet yardımı ile yayılır. Oda sıcaklığında kurutulan lam 2xSSC (pH: 7.0) 

içerisinde 2 dakika, daha sonra %70, %85, %100’lük etanol serisinde 2’şer dakika 

bekletilerek geçirilir. Oda sıcaklığında kurutulur. 
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Pre denatürasyon: Hazır karışım şeklinde olan prob içerisinden 10 µl lamın 

üzerine damlatılıp 24x24 lamel ile kapatılır. Lamel etrafı rubber cement yapıştırıcı ile 

kapatılır. 

Denatürasyon: Hazırlanan preparatlar 75ºC (+/-1ºC) hotplate üzerinde ve 2 

dakika bekletilir. 

Hibridizasyon: Nemli hibridizasyon kutusu içerisine lamlar yerleştirilip kapağı 

kapatılarak 37ºC (+/-1ºC) etüv’de over-night bekletilir. 

Post Hibridizasyon: Hibridizasyon süresi sonrasında lamın üzerindeki rubber 

cement kaldırılarak lamel alınır. 72ºC’ye (+/-1ºC) ayarlanan su banyosuna 

yerleştirilen şale içerisinde 0,4xSSC (pH: 7.0) solüsyonu hazırlanır, solüsyon 

sıcaklığının 72ºC (+/-1ºC) olması beklenir, lamlar bu solüsyon içerisine 

yerleştirilerek 2 dakika bekletilir. Preparatlar oda sıcaklığındaki 2xSSC/%0,05 

Tween-20 solüsyonu içerisinde 30 saniye yavaşça karıştırılarak bekletilir. Süre 

sonunda lamın tamamen kuruması beklenmeden 10 µl DAPI-Antifade eklenip 

üzerine lamel kapatılır. 10 dakika +4ºC’de bekletilir. 

 

3.2.2.2.3. Chromoprobe Multiprob-T Sistemi 

Subtelomer spesifik problar, kromozomların uç bölgelerindeki DNA dizilerine 

spesifik problardır. Her kromozomun p ve q kollarının telomerik bölgelerini farklı iki 

renkte etiketleyerek tanımlanmasına yardımcı olur. p telomerik bölge için yeşil 

sinyal, q telomerik bölgeler için ise kırmızı sinyal alınarak analiz yapılmaktadır. Bu 

yöntemde; daha etkili bir hibridizasyona olanak sağlayan 23+XY olarak hazılanmış, 

toplamda 24 kareye bölünmüş bir lam kullanılır. Ayrıca 24 kareye bölünmüş ve her 

bir karede farklı kromozomlara spesifik prob bulunan bir Multiprob-T sistemi 

kullanılmaktadır. 
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Şekil 1. Yayma için kullanılacak olan 24 kareye bölünmüş lam. 

 

 

 

Şekil 2. 24 kareden oluşan ve herbir karede farklı kromozomların telomerlerine 

spesifik prob içeren Multiprob-T.  

 

Preparat hazırlama: Kültürasyon aşamasından sonra üçüncü fiksatiften geçirilip 

süpernatantı atılrak elde eldilen 1 ml’lik pellet vortekslenerek mikropipet yardımı ile 

karelere bölünmş lam üzerine, her kareye 2 µl olacak şekilde yayma yapılır. Oda 

ısısında kuruyan lam 2 dakika 2xSSC’de bekletilir. Sonrasında lam her birinde 2’şer 

dakika olacak şekilde etanol serisinden (%70, %85, %100) geçirilir ve kurutulur. 

Pre denatürasyon: Öncede ısıtılmış olan hibridizasyon solusyonundan her kareye 

1 µl damlatılır. Daha sonra Multiprob-T, sarı renkli işaretlenmiş 1 numaralı 

kromozoma ait prob içeren kısmı lam üzerindeki 1 numaralı karenin üzerine gelecek 

şekilde dikkatli bir şekilde kapatılır. 
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Şekil 3.Yayma yapılmış lam üzerine Multiprob-T kapatma işlemi.  

 

Denatürasyon: Hazırlanan preparat 75ºC (+/-1ºC) hotplate üzerinde ve 2 dakika 

bekletilir. 

Hibridizasyon: Kapalı bir kutu içerisine preparat yerleştirilip kapağı kapatılarak 

37ºC (+/-1ºC) su banyosunda over-night bekletilir. 

Post Hibridizasyon: Hibridizasyon süresi sonrasında Multiprob-T yavaş bir 

şekilde lamın üzerinden alınır. 72ºC’deki (+/-1ºC) su banyosu içerisine yerleştirilen 

şaleye 0,4xSSC (pH: 7.0) solüsyonu ilave edilir, solüsyon sıcaklığının 72ºC (+/-1ºC) 

olması beklenir, lamlar bu solüsyon içerisine yerleştirilerek 2 dakika bekletilir. 

Preparatlar oda sıcaklığındaki 2xSSC/%0,05 Tween-20 solüsyonu içerisinde 30 

saniye yavaşça karıştırılarak bekletilir. Sonrasında lamın tamamen kuruması 

beklenmeden 20 µl DAPI-Antifade eklenip üzerine 24x60 ebatlarındaki lamel 

kapatılır. 10 dakika +4ºC’de bekletilir. 

 

3.2.2.3. Görüntüleme ve Sayım 

Sinyal netliğini arttırmak amacıyla +4ºC’te bekletilen lamlar üzerine immersion-

oil damlatılıp, Leica marka floresan mikroskobunda uygun filtreler kullanılarak 

taraması yapıldı. Cytovision sistemi kullanılarak metafaz ve interfaz hücre 

görüntüleri bilgisayar ortamına aktarılarak analizleri yapıldı.  

Kromozom 9 classic prob için spektrum green, kromozom 16 alpha-satellite 

prob için spektrum red ve kromozom XY alpha satellite probta ise X için spektrum 

green, Y için ise spektrum red uyumlu filtreler kullanılarak sinyaller değerlendirildi. 



32 
 

Ayrıca subtelomerik FISH çalışmalarının taranması sırasında q telomerik bölge için 

spektrum red ve p telomerik bölge için spektrum green uyumlu filtre kullanılmıştır.  
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3. BULGULAR 

 

Çalışmamıza dahil edilen en az üç tekrarlı düşük öyküsü olan 30 çiftimizden (60 

kişi) kadınların (30 kişi) yaş ortalaması 33,8 (29-36) iken erkeklerin (30 kişi) yaş 

ortalaması ise 36,1 (33-39)’dir. Hasta grubumuzu oluşturan 30 çiftin (60 kişi) 

toplamda yaş ortalaması ise 34,95 (29-39) ’tir. Kontrol grubu kapsamında çalışmaya 

dahil edilen ve herhangi bir düşük öyküsü olmayan, en az iki sağlıklı çocuk sahibi 

olan 10 çiftimizin (20 kişi) yaş ortalaması ise 38,2’dir.Tekrarlayan düşük 

çiftlerimizin poliklinik doktorumuz tarafından çıkarılan pedigrilerine göre çiftlerden 

kadınların 9’unun annesinde tekrarlı düşük öyküsü olduğu, 2’sinin ise ölü doğum 

öyküsü olduğu tespit edilmiştir. Geriye kalan 49 kişinin ise aile öykülerinde herhangi 

bir endikasyon olmadığı görülmüştür. FISH yöntemi ile kromozom spesifik problar 

kullanılarak her bir olgunun analizini yapmadan önce 72 saatlik PHA uyarılmış 

lenfosit hücre kültürü yapılmış, GTG bantlama uygulanarak sitogenetik analizleri 

yapılmıştır. Sitogenetik analiz sonrası; 30 kadın olguda 46,XX ve 30 erkek olguda 

46,XY normal karyotipe sahip olduğu gözlenmiştir. 

 

 

 

       Şekil 4. XX bir olguya ait karyotip görüntüsü. 
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       Şekil 5. XY bir olguya ait karyotip görüntüsü. 

 

Kromozom 9’un D9Z3 lokusu 9q12 (α-satellit) bölgesi, 16 numaralı 

kromozomun D16Z2 lokusu 16p11.1-q11.1 (α-satellit) bölgesi, X kromozomunun 

DXZ1 lokusu Xp11.1-q11.1 (α-satellit) bölgesi ve Y kromozomunun DYZ1 lokusu 

Yp11.1-q11.1(α-satellit) bölgeleri için spesifik problar ile subtelomerik problar 

kullanılarak FISH yöntemiyle analizleri yapılmıştır. 

 

       Şekil 6. 9q12, 16p11.1-q11.1 ve XY(p11.1-q11.1) bölgelerine ait ideogram. 
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4.1. 9q12 Bölgesi Kontrol Grubu 

Tablo 1. Kontrol grubunda 9 numaralı kromozomun 9q12 bölgesindeki sinyal 

yoğunluğu ölçümleri ve oranları. 
 

Çiftler Olgular D9Z3 lokusu 9q12 bölgesi 

1.Çift Kadın 1:1 (10,600/11,000) 
Erkek 1:1(15,800/15,940)  

2.Çift Kadın 1:1 (19,500/20,000) 
Erkek 1:1 (19,000/19,646) 

3. Çift Kadın 1:1 (22,000/23,000) 
Erkek 1:1 (19,160/19,900) 

4.Çift Kadın 1:1 (21,000/21,012) 
Erkek 1:1 (19,700/19,966) 

5.Çift Kadın 1:1 (19,046/20,430) 
Erkek 1:1 (18,300/19,010) 

6.Çift Kadın 1:1 (19,680/20,000) 
Erkek 1:1( 21,750/21,800) 

7.Çift Kadın 1:1 (19,840/20,946) 
Erkek 1:1 (17,700/18,430) 

8.Çift Kadın 1:1 (18,600/19,444) 
Erkek 1:1(16,500/17,900) 

9.Çift Kadın 1:1 (19,639/21,856) 
Erkek 1:1 (19,000/19,780) 

10.Çift Kadın 1:1 (21,036/21,908) 
Erkek 1:1 (22,400/23,106) 

 

Kontrol grubu dahilinde her bir olguya ait sentromerik sinyal yoğunluklarının 

ölçümleri doğrultusunda analizleri yapılmıştır. Her olgudan 9 numaralı kromozom 

çiftinin 10 metafaz veya interfaz hücresindeki sinyal yoğunluk ölçüm sonuçlarından 

elde edilen sayısal değerler birbirleri ile oranlanarak kaydedilmiştir. Kontrol grubunu 

oluşturan olgularda D9Z3 lokusu 9q12 bölgesi için herhangi bir heterokromatin 

bölge polimorfizmi tespit edilmemiştir.   
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Şekil 7. Metafaz görüntüsünde 9q12 bölgesindeki FISH sinyali. 

 

 

 

 

 

 

 
   Şekil 8. Şekil 7’deki metafaz görüntüsüne ait sinyal  

   yoğunluk ölçüm grafiği 1:1 (13,530/14,038). 
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 Şekil 9. Farklı interfaz görüntülerinde 9q12 bölgesindeki  

 FISH sinyali. 

 

 

 

 

 
 Şekil 10. İnterfaz görüntüsünde 9q12 bölgesindeki FISH  

 sinyali. 
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  Şekil 11. Şekil 10’deki interfaz görüntüsüne ait sinyal  

  yoğunluk ölçüm grafiği 1:1 (17,125/18,000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Şekil 12. Farklı interfaz görüntülerindeki 9q12 bölgesi  

 sinyalleri. 
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4.1.2. 9q12 Bölgesi Çalışma Grubu 

 

Kontrol grubunun ardından 30 çiftten olşan tekrarlayan düşük çiftlerine 

kromozom 9’un alfa satellite bölgesine ait prob ile FISH çalışmaları yapılmıştır. 

Tablo 2. Tekrarlayan düşük çiftlerini oluşturan bireylere ait 9q12 bölgesine ait  

kantitatif değerler ve oranları. 

 

 

 

 

ÇİFTLER Kromozom 9q12 (alfa satellite)  

         Kadın          Erkek 
1. Çift 2:3 (9,100/15,805) 1:1 (19,710/19,895) 
2. Çift 2:3 (11,345/19,615) 1:2 (12,000/25,000) 

3. Çift 1:1 (16,000/16,556) 2:3 (8,010/14,000) 
4. Çift 1:1 (13.530/14.558) 2:3 11,345/19,615) 
5. Çift 1:1 (17.000/17,496) 1:1 (16,540/17,000) 
6. Çift 1:1 (9,280/9,246) 1:1 (16,830/17,010) 
7. Çift 1:1 (10,900/11,000) 1:1 (13,600/14,730) 

8. Çift 1:1 (11,000/11,000) 1:1 (18,000/18,550) 

9. Çift 1:2 (11,264/22,182) 1:1 (19,000/19,550) 
10.  Çift 1:1 (10,650/11,780) 2:3 (10,440/15,810) 

11.  Çift 1:1 (17,890/18,660) 1:1 (14,358/15,800) 
12.  Çift 1:2 (16,296/32,000) 2:3 (11,645/17,000) 
13.  Çift 1:1 (18,400/19,000) 1:1 (13,650/14,128) 

14.  Çift 1:1 (17,125/18,000) 1:1 (14,000/14,680) 
15.  Çift 1:1 (19,000/19,430) 1:1 (10,220/11,256) 

16.  Çift  1:1 (22,190/23,136) 1:1 (11,200/11,250) 
17.  Çift 1:1 (20,100/20,844) 1:1 (18,800/19,670) 

18.  Çift 2:3 (9,600/ 15,000) 1:2 (9,600/19,654)  
19.  Çift 1:1 (19,000/20,654) 1:1 (18,900/20,500) 

20.  Çift 1:1 (11,0646/12,000) 1:2 (11,639/23,950) 
21.  Çift 1:1 (9,010/9,550) 1:2 (14,800/29,000) 
22.  Çift 2:3 (12,500/18,405) 1:2 (9,700/18,580) 
23.  Çift 1:1 (11,000/11,000) 1:1 (19,334/19,780) 

24.  Çift 1:1 (18,400/18,940) 1:1 (19,000/19,840) 
25.  Çift 1:1 (20,600/21,210) 1:2 (10,630/11,570) 
26.  Çift 1:1 (19,730/19,800) 1:2 (14,700/28,400) 
27.  Çift 1:2 (15,400/31,280) 1:1 (19,670/19,936) 

28.  Çift 2:3 (16,500/22,840) 1:1 (18,500/18,950) 
29.  Çift 1:1(18,949/18,000) 1:1 (20,800/21,012) 
30.  Çift 1:1 (21,600/21,980) 1:2 (22,610/22,782) 
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Tablo 3. Tekrarlayan düşük çiftlerinde 9q12 için polimorfizm yüzdeleri 

Kromozom 9q12  

 

Olgular 
 

 1:1 (%) 
 

 1:2 (%) 
 

2:3 (%) 
 

Kadın (30 kişi) 
 

73,3 
 

10 
 

16,7 

 

Erkek (30 kişi) 
 

60 
 

26,7 
 

13,3 
 

Toplam (60 kişi) 
 

66,7 
 

18,3 
 

15 

 

30 çiftten (60 kişi) oluşan çalışma grubumuzu oluşturan olguların 9q12 bölgesi 

için yapılan analiz sonuçları; 30 kadında yapılan sentromerik heterokromatin bölge 

polimorfizm yoğunluk ölçümlerine göre 1:2 oranlı heterokromatin bölge artışı olan 3 

olgu (%10), 2:3 oranlı heterokromatin bölge artışı olan 5 olgu (%16,7), 1:1 (normal) 

oranlı sonucu olan 22 olgu (%73,3) tespit edilmiştir. Erkeklerde ise sentromerik 

heterokromatin bölge yoğunluk ölçümlerinde; 8 olguda (%26,7) 1:2 oranında 

heterokromatin bölge artışı , 4 olguda (%13,3) 2:3 oranında heterokromatin bölge 

artışı, 18 olguda (%63,3) 1:1(normal) oranlı bulgular elde edilmiştir. Toplamda 60 

kişideki polimorfizm yüzdeleri; 1:2 oranı için %18,3, 2:3 oranı için %15 olarak 

hesaplanmıştır. 1:1 oranlı normal sonuca sahip olgular için ise %66,7 olarak 

hesaplanmıştır. 

Tablo 4. Hasta ve kontrol grubunda saptanan polimorfizm yüzde dağılımı. 

Gruplar   Normal (%) 9. kromozom heterokromatin 

polimorfizmi (%) 

Hasta 

(n=60) 
 

66,6 33,4 

Kontrol 

(n=20) 

100 - 

 

Toplam 

 

75 

 

25 
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Tablo 5. 9q12 polimorfizminin kadın hasta ve kadın kontrol grubu için elde edilen 

değerlerinin istatistiksel hesaplaması.  

 9q12 polimorfizmi Normal 

Kadın hasta 
 

8 22 

Kadın kontrol 0 10 

 

Tablodaki değerler dikkate alınarak yapılan istatistiksel hesaplamada;  

Odss ratio: 7,95 

%95 CI: 0,41-150,7 

 p: 0,1681 değerleri elde edilmiştir. 

 Kromozom 9q12 polimorfizminin tekrarlayan düşüklere olan etkisinin 

araştırılması için kadınlarda yapılan FISH çalışması sonucunda p değeri 0,1681 

olarak hesaplanmıştır (Szumilas, 2010). 

 

Tablo 6. 9q12 polimorfizminin erkek hasta ve erkek kontrol grubu için elde edilen 

değerlerin istatistiksel hesaplaması 

                         9q12 polimorfizmi  Normal 

Erkek hasta 
   

12 18 

Erkek kontrol 0 10 

 

Tablodaki değerler dikkate alınarak yapılan istatistiksel hesaplamada;  

Odss ratio: 14,18 

%95 CI: 0,76-264,7 

p: 0,0756 değerleri elde edilmiştir. 

Kromozom 9q12 polimorfizmi için erkek olgularda yapılan FISH çalışması 

sonrasında elde edilen bulgulara göre yapılan hesaplamalarda p değeri 0,0756 olarak 

saptanmıştır (Szumilas, 2010).  
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Tablo 7. 9q12 polimorfizminin düşük çiftleri ve kontrol çiftleri ile karşılaştırılması 

sonucu elde edilen istatistisel değerler. 

 Kromozom 9 alfa satellite 

 9q12 polimorfizmi Normal 
Kadın hasta (a) 
 

8 22 

Erkek kontrol (b) 
 

12 18 

Kontrol 0 20 

 

     (a); Odds ratio: 15,48                                  (b); Odds ratio: 27,7 

            %95 CI     : 0,84-285,5                             %95 CI     : 1,53-501,3 

               p              : 0,0654                                      p               : 0,0246  

  Cinsiyet ayırımı olmadan yapılan hesaplamalarda ise; 

    Odds ratio: 20,75 

     %95 CI   : 1,19-360 

      p              : 0,0374 olarak saptanmıştır (Szumilas 2010). 
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 Şekil 13. Metafaz görüntüsündeki 9q12 bölgesine ait 1:2 

 oranındaki FISH sinyali. 
 

 

 

 

                      
    Şekil 14. Şekil 13’teki metafaz görüntüsüne ait sinyal  

    yoğunluk ölçüm grafiği 1:2 (12,000/25,000). 
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 Şekil 15. Metafaz görüntüsündeki 9q12 bölgesine ait 1:2 

 oranındaki FISH sinyali. 
 

 

 

 

 

                
                   Şekil 16. Şekil 15’teki metafaz görüntüsüne ait sinyal  

                   yoğunluk ölçüm grafiği 1:2 (11,264/22,182). 
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Şekil 17. Metafaz görüntüsünde 9q12 bölgesine ait 2:3 

oranındaki FISH sinyali. 

 

 

 

 

                
                  Şekil 18. Şekil 17’deki metafaz görüntüsüne ait sinyal  

   yoğunluk ölçüm grafiği 2:3 (9,100/15,805). 
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               Şekil 19. İnterfaz görüntüsünde 9q12 bölgesine ait 2:3 

               oranındaki FISH sinyali.    
 

 

 

 

               
Şekil 20. Şekil 19’daki interfaz görüntüsüne ait sinyal  

yoğunluk ölçüm grafiği 2:3 (11,345/19,615). 
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4.2. 16p11.1-q11.1 Bölgesi Kontrol Grubu 

Tablo 8. Kontrol grubunda 16 numaralı kromozomun 16p11.1-q11.1 bölgesindeki 

sinyal yoğunluğu ölçümleri. 

Çiftler Olgular D16Z2 lokusu 16p11.1-q11.1 

bölgesi 
1.Çift Kadın 1:1 

Erkek 1:1 
2.Çift Kadın 1:1 

Erkek 1:1 
3. Çift Kadın 1:1 

Erkek 1:1 
4.Çift Kadın 1:1 

Erkek 1:1 
5.Çift Kadın 1:1 

Erkek 1:1 
6.Çift Kadın 1:1 

Erkek 1:1 
7.Çift Kadın 1:1 

Erkek 1:1 
8.Çift Kadın 1:1 

Erkek 1:1 
9.Çift Kadın 1:1 

Erkek 1:1 
10.Çift Kadın 1:1 

Erkek 1:1 

  

Kontrol grubundaki 10 çifte 16 numaralı kromozom için alfa-satellit probu 

kullanılarak FISH çalışması yapılmış ve elde edilen görüntülerdeki sinyal 

yoğunlukları ölçülerek sayısal değerler birbirleri ile oranlanmıştır. Analiz sonucunda 

herbir olguda 1:1 oranında normal sonuçlar bulunmuştur. Kontrol grubunda D16Z2 

lokusu 16p11.1-q11.1 bölgesinde herhangi bir heterokromatin bölge polimorfizmi 

saptanmamıştır. 
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   Şekil 21. Metafaz görüntüsünde 16p11.1-q11.1 

   bölgesine ait 1:1 oranındaki FISH sinyali. 

 

 

 

 

 
  Şekil 22. Şekil 21’deki metafaz görüntüsüne ait sinyal 

   yoğunluk ölçüm grafiği 1:1 (8,810/9,944). 
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              Şekil 23. Metafaz görüntüsünde 16p11.1-q11.1  

              bölgesine ait 1:1 oranındaki FISH sinyali. 

 

 

 

 

             
             Şekil 24. Şekil 23’teki metafaz görüntüsüne ait sinyal 

             yoğunluk ölçüm grafiği 1:1 (7,345/9,615). 
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4.2.1. 16p11.1-q11.1 Bölgesi Çalışma Grubu 

Çalışma grubu dahilindeki 30 çifte 16p11.1-q11.1 bölgesine spesifik prob 

kullanılarak FISH analizleri yapılmıştır. 

Tablo 9. Tekrarlayan düşük çiftlerine oluşturan bireylere ait 16p11.1-q11.1 

bölgesine ait kantitatif ölçümler ve oranları 

     ÇİFTLER Kromozom 16p11.1-q11.1  

             Kadın         Erkek 
1. Çift 1:1 (9,000/9,620) 1:1 (9,016/9,446) 
2. Çift 1:1 (9,066/9,780) 1:1 (9,000/9,670) 

3. Çift 1:1(8,500/9,160) 1:1 (9,200/9,630) 
4. Çift 1:1 (8,810/9,944) 1:1 (8,600/9,000) 

5. Çift 1:1 (9,062/9,211) 1:1 (9,000/9,656) 
6. Çift 1:1 (9,000/9,606) 1:1(8,800/9,046) 
7. Çift 1:1 (10,220/10,616) 1:1 (8,890/9,806) 
8. Çift 1:1 (9,700/10,000) 1:1 (9,062/9,062) 

9. Çift 1:1 (8,860/8,906) 2:3 (7,890/11,600) 
10. Çift 1:1 (11,706/11,900) 1:1 (11,000/11,756) 
11. Çift 1:1 (11,000/11,006) 1:1 (10,660/11,150) 

12. Çift 1:1 (9,660/10,650) 1:1 (9,060/9,900) 
13. Çift 1:1 (9,000/9,602) 1:1 (9,902/10,706) 

14. Çift 1:1 (10,006/10,500) 1:1 (9,900/9,906) 
15. Çift 1:1 (10,806/11,300) 1:1 (12,000/12,600) 

16. Çift 1:1 (9,680/9,906) 1:1 (9,012/9,206) 
17. Çift 1:1 (11,808/12,056) 1:1 (8,096/8,806) 

18. Çift 1:1 (13,700/13,716) 1:1 (9,016/9,560) 
19. Çift 1:1 (8,800/8,806) 1:1 (12,000/12,906) 
20. Çift 1:1(11,060/11,902) 1:1 (10,004/10,807) 

21. Çift 1:1 (12,065/12,606) 1:1 (9,008/9,540) 
22. Çift 1:1 (10,050/10,602) 1:1 (10,600/10,646) 

23. Çift 1:1 (8,802/9,012) 2:3 (8,760/11,956) 
24. Çift 1:1 (9,016/9,656) 1:1 (12,686/12,900) 
25. Çift 1:1(12,300/12,056) 1:1 (9,990/10,646) 

26. Çift 1:1 (10,650/10,700) 1:1 (8,840/9,010) 
27. Çift 1:2 (6,945/12,915) 1:1 (11,042/11,682) 

28. Çift 1:1 (11,706/11,908) 1:1 (10,600/10,846) 

29. Çift 1:1 (11,056/11,756) 1:1 (9,560/10,002) 

30. Çift 1:1 (10,700/10,958) 1:1 (110,704/11,908) 
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Tablo 10. Tekrarlayan düşük çiftlerinde 16p11.1-q11.1 için polimorfizm yüzdeleri. 

Kromozom 16 Sentromer 

 

Olgular 
 

 1:1 (%) 
 

 1:2 (%) 
 

2:3 (%) 
 

Kadın (30 kişi) 
 

96,4 
 

3,3 
 

- 

 

Erkek (30 kişi) 
 

93,3 
 

- 
 

6,7 
 

Toplam (60 kişi) 
 

95,0 
 

1,7 
 

3,3 

 

Çalışma grubundaki 30 çiftten (60 kişi) oluşan olgunun 16p11.1-q11.1 bölgesi 

için yapılan analiz sonuçları; 30 kadında yapılan sentromerik heterokromatin bölge 

yoğunluk ölçümlerine göre; 1:2 oranlı heterokromatin bölge artışı olan 1 olgu (%3,3) 

saptanmış, 2:3 oranlı heterokromatin bölge artışı gözlenmemiştir. 1:1 (normal) oranlı 

sonucu olan 29 olgunun (%96,4) analizi yapılmıştır. Erkeklerde ise sentromerik 

heterokromatin bölge yoğunluk ölçümlerinde; 2 olguda (%6,7) 2:3 oranında 

heterokromatin bölge artışı tespit edilmiş, 1:2 oranında heterokromatin bölge artışı 

gözlenmemiştir. 28 olguda ise (%93,3) 1:1 (normal) oranlı bulgular elde edilmiştir. 

Toplamda 60 kişideki polimorfizm yüzdeleri; 1:2 oranı için %1,7, 2:3 oranı için 

%3,3 olarak hesaplanmıştır. 1:1 oranlı normal sonuca sahip olgular için ise %95,0 

olarak hesaplanmıştır ve bu bulgular tekrarlı düşük çiftleri için polimorfizm olarak 

değerlendirilmiştir. 

 

  Tablo 11. Hasta ve kontrol grubunda saptanan yapısal ve sayısal kromozom 

aberasyonlarının yüzde dağılımı.  

Gruplar Normal (%) 16. kromozom heterokromatin 

polimorfizmi (%) 

Hasta 

(n=60) 
 

 

95 

 

5 

Kontrol 

(n=20) 
100 - 

 

Toplam 
 

96,25 
 

3,75 
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Tablo 12. 16p11.1-q11.1 bölgesi için hasta grubu ve kontrol grubunda elde edilen 

sonuçların istatistiksel hesaplaması. 

 Kromozom 16 alfa satellit  

 16q1216p11.1-q11.1 

polimorfizmi 
Normal 

TGK Kadın (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 CI     : 0,16-78,9 

     p                 : 0,6577                             p               : 0,4167 

Cinsiyet ayırımı olmadan yapılan hesaplamalarda; 

  Odds ratio : 2,49 

  %95 CI    : 0,12-50,41 

   p               : 0,5509 olarak saptanmıştır (Szumilas 2010).  
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                    Şekil 25. İnterfaz görüntüsünde 16p11.1-q11.1  

                    bölgesine ait 1:2 oranındaki FISH sinyali. 

 

 

 

 

                     
                      Şekil 26. Şekil 25’deki interfaz görüntüsüne ait sinyal 

                   yoğunluk ölçüm grafiği 1:2 (6,945/12,915). 
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      Şekil 27. Metafaz görüntüsünde16p11.1-q11.1  

      bölgesine ait 2:3 oranındaki FISH sinyali. 
 

 

 

 

 

        
          Şekil 28. Şekil 27’deki interfaz görüntüsüne ait  

         sinyal yoğunluk ölçüm grafiği 2:3 (7,895/11,600). 
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               Şekil 29. Metafaz görüntüsünde 16p11.1-q11.1  

                bölgesine ait 2:3 oranındaki FISH sinyali. 
 

 

 

 

             
             Şekil 30. Şekil 29’daki metafaz görüntüsüne ait sinyal 

             yoğunluk ölçüm grafiği 2:3 (8,760/11,956). 
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4.3. XY (alfa satellite) Çalışma Grubu 

Tekrarlayan gebelik kayıpları olan 30 çiftimize projemizde kullanılan üçüncü ve 

son sentromerik probumuz Xp11.1-q11.1 ile Yp11.1-q11.1 bölgesine spesifik olan 

XY alfa satellite probtur.  

Tablo 13. Tekrarlayan düşük çiftlerine oluşturan bireylere ait XY bölgesine ait 

oranlar. 

       ÇİFTLER Kromozom XY alfa satellit 

 Kadın  Erkek 
1. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 

2. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
3. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
4. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
5. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 

6. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
7. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
8. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
9. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 

10. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
11. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 

12. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
13. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 

14. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
15. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
16. Çift  X/X 1:1 X/Y 1:1 

17. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
18. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 

19. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
20. Çift X/X 1:1 X/X/Y 1:1:1 
21. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
22. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 

23. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
24. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
25. Çift X/X 1:1 X/X/Y 1:1:1 
26. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 

27. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
28. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
29. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 

30. Çift X/X 1:1 X/Y 1:1 
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Tablo 14. Hasta grubunda saptanan yapısal ve sayısal kromozom aberasyonlarının 

yüzde dağılımı . 

Kromozom XY alfa satellit 

Gruplar 
 

Normal (%) Yapısal Anomaliler  

(%) 
Sayısal Anomaliler 

(%) 
Hasta 

(n=60) 
 

96,6 
 

- 
 

3,4 

 

FISH analizleri sonrasında elde edilen yukarıdaki tabloda elde edilen verilere 

baktığımızda kadın olgularda X/X oranlarında herhangi bir sorun olmadığı 

sentromerik bölge yoğunuk oranlarının 1:1 şeklinde olduğu görülmektedir. Erkek 

olgulara baktığımızda X/Y sentromerik yoğunluk oranlarının 1:1 olduğu ancak 2 

olguda düşük oranlı Klinifelter sendromu mozaisizmi olduğu tespit edilmiştir. 

Olgulardan birinde toplamda (metafaz ve interfaz) 100 hücre sayımı yapılmış ve 3 

tanesinde XXY olduğu ve %3 Klinifelter mozaisizmi olduğu gözlenmiştir. Bu 

mozaisizm ısh(DXZ1x2)(DYZ1x1)[3](DXZ1x1)(DYZ1x1)[97] şeklinde ifade edilir. 

Diğer olguda ise toplam 100 metafaz ve interfaz hücresi sayılarak 5 tanesinde XXY 

olduğu ve %5 Klinifelter mozaisizmi olduğu tespit edilmiştir. Bu mozaisizm 

ısh(DXZ1x2)(DYZ1x1)[5](DXZ1x1)(DYZ1x1)[95] şeklinde ifade edilir. Elde edilen 

bu sonuçlar FISH analizinin düşük oranlı mozaisizmler için etkili bir yöntem olduğu 

görülmüştür. TGK’da sayısal anomalilerin sebep olabileceği görülmüştür.  
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     Şekil 31. XX bir olguya ait metafaz FISH görüntüsü. 

 

 

 

 

 

 

   
    Şekil 32. Farklı bir XX olguya ait metafaz FISH görüntüsü. 

 

 

 

 

 



59 
 

 

.          

        Şekil 33. XY bir olguya ait metafaz FISH görüntüsü 

 

 

 

 

 

          
         Şekil 34. XY olguya ait metafaz ve profaz FISH görüntüsü. 
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       Şekil 35. XXY olguya ait metafaz FISH görüntüsü. 

 

 

 

 

 

        
      Şekil 36. XXY/XY metafaz/interfaz FISH görüntüsü. 
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         Şekil 37. İnterfaz hücresindeki XXY FISH sinyali. 

 

 

 

 

           
        Şekil 38. İnterfaz hücresinde görülen XXY FISH sinyali. 
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4.4. Subtelomerik Prob için Çalışma Grubu 

Tekrarlayan gebelik kayıplarına kromozomlarda meydana gelen telomerik 

kayıplarının etkisini tespit edebilmek için 5 çiftimize subtelomerik FISH yöntemi ile 

analiz yapılmıştır. Çalışmamıza aldığımız kadın olguların yaş ortalaması 35,8 (34-

38), erkek olguların ise 38,4 (37-40) şeklindedir. Toplamda 5 çiftimize (n=10) 

yapılan analiz sonrasında tüm sonuçların normal olduğu herhangi bir delesyon, 

translokasyon, telomerik bölgelerde herhangi bir artış ya da azalış gözlenmemiştir. 

Tekrarlayan gebelik kaybı nedeni olabilecek bir kromozomal değişimin tespit 

edilememesi hasta sayısının az olması ile orantılı olabilir. 

 

 

             
  Şekil 39. Metafaz görüntüsünde 4 numaralı kromozomun  

  p ve q kollarındaki subtelomerik sinyal görüntüsü. 
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         Şekil 40. Metafaz görüntüsünde 5 numaralı kromozomun  

         p ve q kollarındaki subtelomerik sinyal görüntüsü. 

 

 

 

 

 

       
       Şekil 41. Bir metafazdaki 6 numaralı kromozomun p ve q 

       subtelomerik bölgelerine ait sinyaller. 
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         Şekil 42. Bir metafazdaki 12 numaralı kromozomun p  ve q 

          subtelomerik bölgelerine ait sinyaller. 

 

 

 

 

 

          
          Şekil 43. Bir metafazdaki 16 numaralı kromozomun p ve q  

          subtelomerik bölgelerine ait sinyaller. 
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       Şekil 44. Bir metafazdaki 14 numaralı kromozomun q  

       subtelomerik bölgelerine ait sinyaller. 

 

 

 

 

 

       
       Şekil 45. Bir metafazdaki 21 numaralı kromozomun q  

       subtelomerik bölgelerine ait sinyaller. 
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         Şekil 46. Bir metafazdaki XY numaralı kromozomun p ve q 

         subtelomerik bölgelerine ait sinyaller. 

 

 

 

   

           
           Şekil 47. Bir metafazdaki XY numaralı kromozomun p ve q 

            subtelomerik bölgelerine ait sinyaller. 
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5. TARTIŞMA 

 

Tekrarlayan gebelik kayıpları, birbirini takip eden en az üç gebeliğin düşük ile 

sonuçlanması durumudur. Bu kayıplar genellikle gebeliğin 20. haftasından önce 

meydana gelen ve çocuk sahibi olmak isteyen çiftleri her açıdan olumsuz etkileyen 

bir olaydır. Tekrarlayan düşüklerin nedenlerinin önemli kısmını kromozomal 

aberasyonlar oluşturmaktadır. Kromozomal değişimler sayısal veya yapısal olarak 

farklı şekillerde meydana gelmektedir. Gamet oluşumu sırasında gerçekleşen 

anomaliler eğer fenotipe yansıyor ise gebelik düşük ile sonlanabilir. Telomerik bölge 

olarak adlandırdığımız ve çoklu tekrar dizileri taşıyan kromozomların uç 

bölgelerinde meydana gelen farklılıklar anomali sebeplerindendir. Kromozomlarda 

heterokromatin bölge olarak adlandırılan bölgelerde de bazı artış veya azalışlar 

görülebilir. Bu bölgede genellikle tekrarlı DNA dizileri olduğundan meydana gelen 

değişiklikler polimorfizm olarak nitelendirilir ve fenotipe yansımaz. Tekrarlayan 

düşükleri olan çiftlerde %3-5 oranında yapısal kromozom anomalisi görülmektedir. 

En sık rastlanan şekli resiprokal translokasyondur. Bunların gebelikleri %61-72 

oranında düşükle sonuçlanır. Daha az rastlanan kromozomal anomaliler robertsonian 

translokasyon, inversion, sayısal anomalilerdir. Tekrarlayan düşüklere sebep 

olabilecek herhangi bir kromozomal aberasyon varlığının araştırılması amacı ile 

projemiz kapsamındaki çalışmalarımız tamamlanmıştır. En az üç veya daha fazla 

tekrarlı düşük öyküsü olan 30 çift (n=60) ile birlikte sağlıklı en az iki çocuğu olan ve 

daha önce hiç düşük yapmamış 10 çift (n=20) projeye dahil edilmiştir. Sitogenetik 

analiz sonuçları normal çıkan hastalarımıza 9, 16, XY satellit bölgelerine spesifik 

prob ve subtelomerik problar ile FISH yöntemi kullanılarak analizleri yapılmıştır. 

Hasta grubunu oluşturan kadın olguların (n=30 kişi) yaş ortalaması 33,8 (29-36) iken 

erkek olguların (n=30 kişi) yaş ortalaması ise 36,1 (33-39)’dir. 30 çiftin (n=60) 

toplamda yaş ortalaması 34,95 (29-39) ’tir. Kontrol grubundaki 10 çiftimizin (n=20 

kişi) yaş ortalaması ise 38,2’dir.  

Hasta grubu ve kontrol grubundan oluşan olgulara 16p11.1-q11.1 bölgesi için 

sinyal yoğunluk ölçümleri yapılmış ve toplamda (80 kişi), elde edilen ölçüm 

sonuçlarında %3,75 oranında 16qh+’liği olduğu saptanmıştır. Bu sonuç 

heterokromatin bölge polimorfizmi olarak belirlenmiştir.  
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 Kromozom 9q12 bölgesi için yapılan FISH sinyal yoğunluk ölçüm sonuçlarında 

toplamda (n=80), %25 olguda 9qh+ olarak saptanmıştır. Bu sonuç oransal olarak 

değerlendirildiğinde göz ardı edilmemesi gereken bir yüzde olduğu düşünülmektedir. 

Metafaz kromozomları ve interfaz hücrelerinde 9q12 bölgesi homoloğu ile 

karşılaştırıldığında alınan yoğun sinyal tekrarlayan düşüklere sebep olabilecek bir 

kromozomal değişim olarak nitelendirilebilir. Kromozom Xp11.1-q11.1 ve Yp11.1-

q11.1 alfa satellit bölgeleri için yapılan analiz sonrasında kadın olgularda (n=30 kişi) 

herhangi bir sayısal anomali saptanmaz iken erkek olgularda (n=30 kişi) %6,7 

oranında sayısal anomali tespit edilmiştir. Toplam elde edilen sayısal anomali oranı 

%3,4’tür. Saptanan bu anomali düşük oranlı mozaisizm gösteren (bir olgu için %3, 

diğer olgu için %5) Klinefelter sendromu’dur. Bu sendrom genellikle infertiliteye 

sebep olmaktadır. Ancak düşük oranlı bir mozaisizim olarak görülmesi bireylerin 

fertil olabileceği ancak tekrarlayan düşük etkeni olabileceğini göstermektedir. Bu 

çiftlerin preimplantasyon genetik tanı ile embriyo seçimi yapılarak sağlıklı 

embriyolar ile sağlıklı bir gebelik süreci geçirmeleri önerilir. Subtelomerik prob ile 5 

çifte (10 kişi) yapılan analiz sonrasında kromozomların stabilitesini sağlayan 

telomerik bölgelerde herhangi bir artış, azalış, delesyon veya translokasyon 

görülmemiştir. Bu analiz hasta sayımızın az olması sebebi ile bizi tekrarlayan düşük 

etkeni olabilecek yönlendirici bir sonuca ulaştırmamıştır. Daha spesifik sonuçlar için 

hasta sayısı arttırılmalıdır.  

Tekrarlayan gebelik kayıpları olan 57 çiftin (114 kişi) dahil edildiği bir 

çalışmada her bir olgunun kromozomal subtelomerik bölge için FISH yöntemi ile 

analizleri yapılmıştır. Elde edilen sonuçlarda %6,1 oranında hatalı eşleşmelerin 

olduğu saptanmış, kromozomal telomerik kayıplar tespit edilmemiştir. Ancak 

subtelomerik kayıpların tekrarlayan düşüklerden çok mental gerilik ile ilgili olduğu 

ileri sürülmüştür. (Benzacken ve ark., 2002). Diğer yandan yine tekrarlayan gebelik 

kayıpları olan 5 çiftin (10 kişi) dahil edildiği çalışmada klasik sitogenetik yöntemler 

ile çalışma tamamlanmış ve 2 subtelomerik bölge değişimi tespit edilmiştir. Eğer 

subtelomerik FISH ile analizleri olsa idi tespit edilen anomali sıklığı veya telomerik 

kayıp oranı daha fazla olabilirdi. Ayrıca bu çalışma ile tespit edilen anomalinin 

mikroskobik olarak net görülebilirliği ispatlanmamıştır (Yakut ve ark., 2002). 
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Subtelomerik translokasyonların tekrarlayan gebelik kayıplarında etkileri 

üzerine yapılan bir çalışmada, subtelomerik translokasyonların daha çok mental 

retardasyon ve konjenital anomalilere neden olduğu daha çok bu hasta gruplarında 

yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Monfort ve ark., 2006). Tekrarlı düşük öyküsü 

olan 70 çifti (140 kişi) kapsayan subtelomerik FISH çalışması sonrası yapılan analiz 

sonuçlarında, herhangi bir translokasyon, telomerik artış veya azalış tespit 

edilememiştir (Durak ve ark., 2010). Klasik sitogenetik bant yöntemleri kullanılarak 

yapılan bir çalışmada 16qh bölgesinde meydana gelen artışların tekrarlayan gebelik 

kayıpları ve infertiliteye sebep olabileceği ileri sürülmüştür (Chatzimeletiou ve ark., 

2006). İnfertilite ve tekrarlayan düşük çiftlerine (842 çift) heterokromatin polimorfik 

varyant oranlarının tespiti için klasik sitogenetik yöntemlerle yapılan çalışmada 

erkeklerde %28,82 ve kadınlarda %17,19 oranlarında heterokromatin polimorfizm 

tespit edilmiştir. Bu oranların tesadüfi olmadığı ve özellikle infertiliteye sebep 

olabileceği açıklanmıştır (Madon ve ark., 2005). Toplam 434 çiftin dahil edildiği bir 

başka araştırmada sitogenetik analizleri yapılmış, sayısal ve yapısal kromozom 

anomaliler incelenmiş ve %23,7 kadın olguda, %17,5 erkek olguda 9. kromozomun 

heterokromatin bölgelerinde qh pozitifliği saptamışlardır. Bu polimorfizm olarak 

değerlendirilmiştir. Bu tür varyasyonların tekrarlayan düşük çiftleri ve infertilite 

çiftlerinde sık rastlanabilecek bir polimorfizm olabileceği öne sürülmüştür (Alp ve 

Oral, 2006). Heterokromatik polimorfik varyasyon taşıyıcılarının tekrarlayan gebelik 

kaybı olan olgularda önemli olmadığı yapılan bir başka çalışmada ileri sürülmüştür 

(Blumberg ve ark., 1982). 114 tekrarlı düşük öyküsü olan çiftin çalışma kapsamına 

alındığı bir çalışmada klasik sitogenetik bant teknikleri kullanılarak analiz 

yapılmıştır. Analiz sonrasında %34,2 oranında 9qh heterokromatin polimorfik artış 

saptanmıştır. Bu artışın polimorfik mi ya da tekrarlayan gebelik kaybı ile mi ilişkili 

olduğunu anlamak için ileri tetkik önerilmiştir (Obut ve ark., 2013). 

Subtelomerik bölge için yapılan çalışmalarda tekrarlayan düşük sebebi 

olabilecek herhangi net bir bulgu elde edilemediği raporlanmıştır. Subtelomerik 

analizlerin daha çok mental retardasyon veya konjenital anomaliler için spesifik bir 

tarama olabileceği üzerinde durulmuştur. Bizim projemiz kapsamındaki 

hastalarımızdan elde ettiğimiz subtelomerik FISH analizlerinde tekrarlayan düşük 

etkeni olabilecek herhangi bir kromozomal anomali gözlenmemiştir. Hasta sayısının 
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az olması sebebi ile telomerik bir farklılık tespit edilmemiştir. Sayıyı arttırarak daha 

farklı çalışmalar yapıldığında tekrarlayan düşük etkeni olabilecek bir sonuç elde 

edilebileceği düşünülmektedir. Kromozom 16 için klasik sitogenetik yöntemler 

kullanılarak yapılan farklı çalışmalarda qh artışının bir polimorfik varyasyon olduğu 

raporlanmıştır. Bizim çalışmamız 16. kromozomun p11.1-q11.1 bölgesine spesifik 

prob ile yapılmış ve elde edilen değerler düşükleri olmayan kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında odds ratio 2,4 olarak hesaplanmıştır. İstatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamasının sebebi 16qh+’liğinin az görülmesi ve bu nedenle daha büyük hasta 

ve kontrol gruplarıyla çalışma yapılmasının gerekmesidir. Yine de bulduğumuz 

16qh+’liğinin abortus etiyolojisinde önemli bir rolü olabileceğine dair bir ip ucu 

oluşturmaktadır. Kromozom 9 için yapılan diğer araştırmalar klasik sitogenetik bant 

teknikleri kullanılıp ileri tetkikler yapılmadığından netlik kazanmamıştır. Ancak 

birçok araştırıcı 9qh bölgesindeki değişimin daha çok infertilite etkeni olabileceğini 

tekrarlayan gebelik kayıplarındaki etkisinin daha az olabileceğini ileri sürmektedir. 

Bizim 9q12 bölgesi için FISH tekniği ile yapmış olduğumuz çalışmada elde ettiğimiz 

bulgular istatistiksel olarak anlamlıdır. 9qh+’liği kontrol grubuna göre abortus riskini 

20 kat arttırmaktadır (p < 0,05). Bu çalışma 9qh+’liğinin abortus çiftlerinde FISH ile 

değerlendirildiği, net ölçümlerle ortaya konduğu ve sağlıklı kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığı ilk bilimsel çalışma olup bugüne kadar gözardı edilen bu bulgunun 

abortus etiyolojisinde ne kadar önemli rol oynadığını göstermektedir.  

Literatür bilgilerine göre bugüne kadar 9qh+ olguların çocuklarında 9. 

kromozomun diğer bölgelerine ait delesyon veya duplikasyon görülmemesi bu 

anomalinin klinik önemi olmadığını düşündürmüştür. Ancak bu kişilerin 

gebeliklerinde triploidi veya trizomileri için risk artabilir, bu oluşum 

“Interkromozomal effect” ile açıklanabilir. Bu oluşum gözönüne alınarak abortus 

çiftlerinde 9qh bölgesi için sperm FISH çalışması ve düşük materyalinde anöploidi 

taraması yapılması önerilmektedir. XY probu ile yaptığımız FISH çalışmaları 

sonrasında tespit ettiğimiz %3 ve %5 oranlarında XY/XXY mozaisizmleri görülen 

olgulara baktığımızda 9. kromozomun heterokromatin bölge polimorfizmi olduğu 

görülmüştür. Bu olgular düşük oranlı mozaisizmden dolayı fertil bireylerdir. Ancak 

9qh+’liği açısından yapılan diğer çalışmalarda infertiliteye sebep olduğu 

vurgulandığından acaba bu bireyler mozaik olmasaydı infertil bireyler olsa idi tespit 
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edilen qh+’lik infertilite sebebi olabilir miydi? Bunun infertil bireylerde çalışılması 

önerilir. Projemiz kapsamında yapmış olduğumuz tekrarlayan düşük çiftlerinde 9, 16, 

XY ve subtelomerik bölgelerin FISH ile analizi daha önce uygulanmamış ancak ileri 

tetkik olarak önerilmiş bir yöntemdir.    

Sonuç olarak; 9q12 bölgesi için yapılan FISH analiz sonrası elde edilen değerler, 

tekrarlayan düşükleri olan kadın olgular ile kontrol grubu dikkate alınarak yapılan 

istatistiksel hesaplama sonrasında p değeri 0,0654 saptanmıştır. Bu değer istatistiksel 

olarak anlamlılık sınırında olmamakla birlikte kontrol grubuna göre belirgin olarak 

artmış bir risk (15,48 kat) saptanmıştır. Daha büyük kontrol grubu ile ileri 

çalışmalara ihtiyaç vardır. Erkek olgular ve kontrol grubu dikkate alınarak yapılan 

istatistiksel hesaplama sonrasında p değeri 0,0246 ve cinsiyet ayırımı olmaksızın 

yapılan hesaplamada p değeri 0,0374 olarak saptanmıştır. 9q12 polimorfizmi için 

saptanan bu değerler istatistiksel olarak anlamlıdır ve düşük riskini 20,75 kat 

arttırdığını göstermektedir. 16p11.1-q11.1 polimorfizmi için cinsiyet ayırımı 

olmadan tekrarlı düşük çiftleri ve kontrol grubu kullanılarak yapılan istatistiksel 

hesaplama sonrasında elde edilen p değeri 0,5509 olarak saptanmıştır. İstatistiksel 

olarak anlamlılık sınırında olmasada bu polimorfizm düşük riskini 2,49 kat 

arttırmaktadır. 
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İlgi Alanları-Laboratuvar Deneyimi 

• Sitogenetik/Moleküler Sitogenetik 
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karyogram analizi. 
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