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OZET

Bu c¢alismada  konvensiyonel  sitogenetik  ydntemlerle
karyotipleri normal bulunmus, bes ve daha fazla spontan dustikleri
olan ¢iftlerde, molektler sitogenetik bir yéntem olan Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) teknigi uygulanmis ve kromozomlarn telomerik

bolgeleri kriptik translokasyonlar ac¢isindan arastirilmistir.

Calismaya toplam 5 cift dahil edilmistir. Olgularin tiimiine GTG
bantlama ile kromozom analizi yapildiktan sonra normal karyotipe
sahip bireyler immunolojik, endokrin ve anatomik faktérler acisindan
incelenmistir. Degerlendirilme sonucunda normal bulunan olgulara
telomere 06zgl c¢oklu prob seti kullanilarak Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) teknigi uygulanmstir,

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

olarak degerlendirilen sinyalin fazlalgi veya yoklugu gézlenmistir.

Bu ¢alismanin sonucunda, karyotipi normal bulunan ve nedeni
bilinmeyen tekrarlayan dustkleri olan ¢iftlerin, telomere 6zgi1 coklu
prob seti kullanilarak kriptik translokasyonlar acgisindan
degerlendirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikrmstir. Ayrica bu ciftterin daha
sonraki hamileliklerinde prenatal tani uygulanabileceginden ailelerin

saglikli fetusa sahip olmalarnna imkan saglanabilecektir.
-

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




ABSTRACT

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

using conventional cytogenetic techniques.

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

were evaluated to be clinically normal.

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

absence of signals.

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

possible to help these families to have healthy fetuses.

L . ' . .
Key Words: Cryptic Translocation, FISH, Telomeric Probe, Recurrent Miscarriages.
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GIRIS VE AMAC

Yeni dogan bebeklerin yaklagik % 3-4'inde konjenital anomali
bulunmaktadir. Konjenital anomali ile dogan bireyde ise 1/250
'.:1k11k1a dengesiz kromozom abnormaliteleri gézlenmektedir. Bunun
janlnda, bitln gebeliklerin % 15-20’si habitliel disiik ile
éonlanmaktadlr ve bu dislklerin %50si de kromozomal

ébnormaliteden kaynaklanmaktadir (1-3).

Habitliel digtklerde en sik gézlenen fotal kromozom
© abnormalitesi trizomiler olup, 13, 18 ve 21 nolu kromozomlarin
. trizomisi % 9 oraminda gbriilmektedir. Diger en yaygin gozlenen
~ kromozomal aberasyonlar ise monozomi X ve poliploidilerdir (4,5) .
HabitGel disiige neden olan vapisal kromozomal
abnormalitelerin % 3-8ni  ebeveynlerde bulunan resiprokal
translokasyonlar olusturmaktadir. Genetik materyallerinde herhangi
bir kayip olmayan translokasyon tastyicisi ebeveynler, fenotipik
olarak saglikli bireylerdir. Fakat bu bireyler 2 /3 oraninda dengesiz
gamet tagiyan ogul doller olusturabileceginden, bu gameti iceren
fetus, yiiksek siklikta habititel diisiik ile kaybedilir (6-9) .

Habitliel dasiklere neden olan pek ¢ok kromozom
abnormaliteleri konvensiyonel sitogenetik yontemlerle
belirlenebilmektedir. Ancak kromozomlarin telomerik bélgeleri
Giemsa bantlamalarda negatif boyandigindan, bu bolgelerde yer alan
kriptik translokasyonlarin belirlenebilmesi i¢in, molekiiler sitogenetik
bir ydntem olan FISH teknigi kullanilmaktadir. Bu teknikte

kullanilan problar her bir kromozomun telomerik bdlgesine Gzglil




dizilerle hibridize olacagindan, bu bélgeleri kapsayan kromozomal

yéni diizenlenmeler floresan mikroskop altinda gozlenmektedir (4,10).

: Bu calismada; 5 veya daha fazla dlisQge sahip ciftlerde
kromozomlarin  telomerik  kismunda gorilebilecek  kriptik
*translokasyonu, biitin kromozomlarin telomerik bdlgelerine 0dzgt
problar kullanarak, molekiiler sitogenetik bir yoéntem olan floresan in
situ hibridizasyon (FISH) teknigi ile saptamak ve belirlenen
kromozomal abnormaliteler hakkinda aileleri bilgilendirerek gelecekte

‘saglikli ¢ocuklara sahip olabilmeleri i¢in genetik danisma vermek,

amaclanmistir.




GENEL BILGILER

insan genomunun, diploid konumda yaklasik 6 ile 7 milyar baz
;;.g1{t1 icerdigi ve 23 kromozom ¢iftinde lineer olarak organize oldugu
| ihnrnektedlr Canliifin strekliligi i¢in, canhnin tasidii genomun

diizenli ve stabil olarak kusaktan kusaga aktarilmas: zorunludur

2 1. Kromozomlarin Temel Yapisi

_ insan metafaz kromozomlar1 sentromer pozisyonlan ve
boylarma gbre metasentrik, submetase.ntrik ve akrosentrik olmak
tizere 1ic farkh sekilde bulunurlar. Bir kromozomda bir sentromer ve
iki telomer bdlgesi bulunur. Bu iki yapi kromozomlarn dogru

bolinmesi ve devamlihginda son derece dnemlidir.

2.1.1. Sentromer

Sentromer bdlgeleri, bir kromozomun merkezinde yer alarak,
kromozomu uzun ve kisa kol olmak tizere ikiye ayiran ve tekrarlayan
diziler iceren konstitif heterokromatin yapidan olugur. Bir
kromozom, iki kromatidini bir arada tutan sentromer ile, metaiaz
evresinde ig iplikciklerine tutunmakta ve anafaz evresinde
kromatidlerin iki ayri kutuba hareketinden sorumlu olmaktadir. Bu
nedenle, hiicre béliinmesi sirasinda genetik materyalin yavru

hiicrelere it miktarda dagihminda anahtar rol oynarlar (11-13).

etoiin S i
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2. Telomer

'Télomer'ler', dkaryotik organizmalarda lineer kromozomlarn her
uc tasminda yer alan 6zgll, DNA tekrar dizilerinden ve bu
krarlayan dizilere baglanan proteinlerden olusan yapilardir. Insan
éﬁerik DNA’si, kromozomun ucuna dogru 5'—3' yoniinde
érlégmis, korunmus, basit tekrarh (TTAGGG): 2-20 kblik dizilerden
olusur (14). Telomerik DNA dizileri ve yapusi, cesitli 6karyotik tirler

arasinda benzerdir. Ornegin Tetrahymena’da GGGGTT, Euplotes’de
GGGGTTTT, Plazmodium'da AGGGTT(C/T), Homo sapiensde ise
ﬁAGGG olarak bulunmustur (15).

Telomerler, kromozom replikasyonu, ntikleer yikuim, kromozom

stabilitesi, gen ekspresyonu, insan timér formasyonu, hucre

Sﬁlﬂnmesi ve yaslanmada gérev almaktadirlar (16). Telomerlerin en

6hemli ozelliklerinden birisi de, olduk¢a farkh Skaryot tirleri iginde

bile tekrarlayan DNA dizilerinin korunmus olmasidir.

Replikasyon sirasinda kesikli zincirde kiigiik DNA fragmentleri
eslesmeden kaldigi zaman telomerik tekrarlar herbir hicre siklusu
boyunca kaybedilir (17). Telomerin tim uzunlugu genetik kontrol
altindadir. Immortal hicrelerde, degredasyon ve tam olmayan
replikasyon yiiziinden telomerik DNA'min kaybi, telomerik dizilerin

uzamasinda rol oynayan telomeraz enzimi ile énlenmektedir (18).

Telomeraz, kisa bir RNA komponenti iceren buyltk bir
ribontikleoproteindir. Bu enzim, TTTGGG tekyarlannm sentezi i¢in
primer olagak Guanin ve Timin bazlarimi iger'eﬁ telomer zincirinin 3'-
OH grubunu kullanir. Telomeraz enziminin RNA komponenti,
Guanince zengin tekrarlayan dizinin sentezlenmesi icin kalip gdrevi
yapar. Clinkii bu dizinin komplementeri enzimin yapisinda bulunur.

Enzim, arahkh olarak ilerler. Kalip RNA, DNA primeri Uzerinde




esir ve birka¢ niikleotid primere eklenir ve sonra enzim tekrar
aglanmak icin transloke olur. RNA Uzerinden sentezlenmis olan
NA ' zincirinin komplementeri, DNA polimeraz ile tamamlandiktan
onra DNA ligaz ile fosfodiester bag kurularak telomerik dizinin
entezi tamamlamur (19).

Telomere baglh proteinler, telomeraz enzim kompleksinin
lomere baglanmasini dolayisiyla aktivitesini, telomerik tekrar
dizilerinin kaybmnin énlenmesini ve telomer boyunun korunmasini

aglarlar. Ayrica bu proteinier telomerlerin tek ve cift dal uclarin:

sapka gibi sararak ve t-ilmek olusturarak onlan yikilmaktan
orurlar. Bu telomere bagh ﬁr'oteinierin bir kismi telomer tek
sincirinin uzamasim saglarken, bir kisrmi da agir uzamasini engeller.
‘Ornek olarak, Trf1P ve Trf2P proteinleri verilebilir. Bu iki protein tim
insan kromozomlarmn telomer bélgesinde bulunmaktadir. Ancak
- Trf1P telomer uzamasini baskilarken, Trf2P kromozomlar arasinda
filzyon olusmasim engeller ve boylelikle telomerlerin  yapisinin

korunmast saglanmuis olur (20).

Subtelomerik bélgelerin  biiytiklagii ve kompleks olusu, bu
bolgelerin molekiiler seviyede analiz edilmesini zorlagtirmaktadir. Bir
kromozomun subtelomerik dizisi, baska bir kromozom ve kendi
homologu ile yaklagik % 95 oramnda aymdir. Ornegin 4p' nin telomer
bolgesinde bir zinc finger geni bulunmaktadir. Bu genin 3. ekzonu
13p, 15p, 21p ve 22p’deki telomerik dizilerle homoloji gosterirken, Xq
ve Yq subtelomerik bolgesinde yer alan interlékin 9 reseptdr geni
kismi olarak 16p, 9p ve 10q telomerleri ile homoloji gostermektedir.
Bu y‘t').ksel'{'l derecedeki dizi benzerligi, telomerik bolgeler arasindaki
yerdegisimini etkilemektedir. Bu olay sonucunda da kromozomal yeni

olusumlar meydana gelebilmektedir (21).




Klinik sitogenetikte, telomerik bolge igerdifi genler nedentyle
snemli bir bélgedir. Ciinkt bu bdlgedeki cogu bantlar G-negatiftir ve
- bu bolgedeki kriptik translokasyon ve delesyonlar konvensiyonel
: sitogenetik yontemlerle tanimlanamamaktadir {22). Bu nedenle
molektiler sitogenetik bir yéntem olan FISH, daha detayh inceleme
gerektiren problemli olgularda telomerik bolgelerin incelenmesinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (23).
2.2. Kromozom Aberasyonlari

Spontan dusuklerin yaklagik olarak yarisindan kromozomal
abnormaliteler sorumlu oldugundan, konjenital malformasyonlara
sahip fetiisler kaybedilmektedir. Tim hamileliklerde % 7.5 oranda
kromozom aberasyonlarn gozlenmektedir. Otozomal veya seks
kromozom abnormalitelerine sahip fetislarin ise yaklasitk % S
dogmaktadir. Bu nedenle kromozom aberasyonlarinin  canli
dogumlarda sikhigir % 0.6' dir. Erken spontan diistiklerde % 60, geg
spontan dustklerde % 5 oraninda kromozomal abnormalite
goriilmektedir. Kromozomal abnormaliteler, sayisal ve yapisal olmak

tizere iki basglik altinda toplanmaktadir {24).
2.2.1. Yapisal Abnormaliteler

Yapisal abnormaliteler kromozom kiriklari sonucu ortaya
cikmaktadir. Bir kromozom kirildig: zaman iki kararsiz yapigkan ug¢
meydana geldiginden genellikle tamir mekanizmasi, gecikmeksizin bu
iki ucu tamir etmektedir. Bununla beraber, ayni kromozom tizerinde
yada farkls kromozomlar tizerinde birden fazla kirik meydana gelirse o
zaman tamir mekanizmas: bir yapiskan ucu digerinden ayirt
edemediginden uglarda yanhs eslesme olasihigi ortaya cikmakta ve
béylece yeni dilizenlenmis kromozomlar olusmaktadir (25). Yapisal

kromozom bozukluklan alt: ana baslik altinda toplanmaktadir.
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2.2.1.1. Translokasyon

Translokasyon, kromozomlar arasinda kromozomal materyalin
._jrer degistirmesidir. Bu degisme genellikle DNA 'da hicbir kayba
neden olmaz ve birey klinik olarak normaldir. Bu translokasyona
dengeli translokasyon adi verilir. Ancak bu durum gelecek nesil i¢in
tibbi acidan onemlidir. Cunkd dengeli translokasyon tasiyicilart
; kromozomal olarak dengesiz ddller verme riskini tagirlar (16) Olus
mekanizmasina gbre translokasyonlar {i¢c ana grupta olup resiprokal,

Robertsonian ve insersiyon seklinde gorulmektedir.

Resiprokal Translokasyon

iki non homolog kromozom arasinda kromozom materyalinin
karsilikli yer degistirmesi sonucu olusmaktadir. Yeni doganda 1/500
oraninda gdzlenmektedir. Ancak translokasyonun gercgeklestigi kirik
noktasinda yer alan genlerde bir mutasyon meydana gelirse yada
mikroskobik olarak gézlenemeyen cok kiguk bir delesyon olursa veya
translokasyon sonucu bagka bir kromozomal bolgeye yerlesen gen
yeni pozisyofru nedeni ile inaktif hale gelirse, ogul déllerde anormal
klinik bulgular ortaya cikabilmektedir.

Aralarinda resiprokal translokasyon gerceklesen kromozomlar

1. mayoz béliinme sirasinda homolog bélgelerin affinitesinden dolay1

VISR P LY




1f esme egilimindedirler. Dolayisiyla 1. mayozun pakiten evresinde
akiten konfrigasyonu adi verilen quadrivalent bir yap: olustururlar.
_ mayotik bélinme meydana geldiginde bu quadrivalent yap: degisik
éé'regasyon modelleri gosterir. Bunun sonucunda 1/6 oraninda
rmal, 1/6 oraninda dengeli tastyici, 4/6 oraninda ise dengesiz
_gametler olusur. Bu gametlerin déllenmesi sonucu olusan zigot
‘genellikle spontan diistiklerle kaybedilir Dengesiz kromozomal
“anormallik bulunduran fetlis dogsa bile mental retardasyon ve agir

onjenital malformasyonlar gértlir (26,27).

Rutin sitogenetik bantlama yontemleri ile belirlenen bu
‘translokasyon bélgeleri, kromozomlarin telomerik bolgelerinde yer
aldifinda ¢ok ufak bolgeleri kapsadigindan ve benzer oldugundan
bazen tanimlanamamaktadir. Bu nedenle bu tip translokasyonlar son
zamanlardaki yayinlarda kriptik translokasyon olarak

isimlendirilmektedir.
Robertsonian translokasyon

{ki akrosentrik kromozomun kisa kollarimin kaynagmasi
sonucu meydana gelmektedir. Yeni doganlarda 1/1000 oraninda
gbzlenmektedir. Bu tip translokasyonun biytk cogunlugu % 74
oraninda 13 ve 14 nolu kromozomlar, % 8 oraninda 14 ve 21 nolu
kromozomlar, geri kalan % 8’si yaygin olmayan non- homolog

akrosentrik kromozomlar arasinda gortilmektedir.

Robertsonian translokasyon tasiyicilarinda spermatogenezis
hatas: olushaktadir. Genelde fertilitede herhangi bir azalma
olmamasina ragmen aymni ailede ayni tip translokasyon tasiyicis: olup

da infertilite gozlenen bireyler bulunabiimektedir (28).




{nsersiyon

. Bu translokasyon tipinde bir kromozomda meydana gelen
'a'fahkh iki kirilma, o kromozomdan ara par¢anin ayrilmasma neden
éiﬁr. Ayrilan bu ara segment diger bir kromozomda tek bir
wromozomal kirik tarafindan olusmus aralia girer. Ayrilan parca
yanﬁnﬁ degistirmeden yani Tlzerindeki DNA dizilerinin sirasi
degismeden diger aralifa giriyorsa buna direk insersiyon denir. Eger
ters dénerek diger aralia giriyorsa ters insersiyon denir. Ayrica
kromozomdan ayrilan ara segment aym kromozomda meydana gelen
baska bir aralifa da girebilir. Buna intrakromozomal insersiyon denir

- (16).
2.2.1.2. Delesyon

Delesyon bir kromozomun kisa yada uzun kolunda segment
kaybidir. Bu segmentin buyukligiine ve Uzerinde tasidif islevsel
genlerin sayisina bagh olarak ortaya c¢ikan klinik bulgular degisir.
Kaybolan segmentin kromozomal lokalizasyonuna gore delesyonlar

terminal ve ara delesyon olmak tizere iki sekilde goruitur.

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

segment kaybolur (29)

2.2.1.3. Duplikasyon .

-
Bir kromozomal segmentin bulundugu kromozom tizerinde iki
kere kendini tekrarlamasi ile duplikasyon meydana gelir. Duplike
olmus segmentin pozisyonuna ve yerine gbre duplikasyonlar U¢

grupta toplanmaktadir.
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t-Tandem duplikasyon: Duplikasyona ugrarms segmentin orijinal
 kromozom bdlgesine aym sekliyle yerlesmesidir.

-Ters duplikasyon: Duplikasyona ugramig segmentin ters dbénerek
drijinal kromozom bélgesine yerlesmesidir.

-3';3-Disp1aced duplikasyon: Duplike olan segmentin aym: kromozomun

- farkl1 bir bélgesine yerlesmesidir.

Duplikasyonlarin ortaya cikisinda iki mekanizma
gozlenebilmektedir. Birincisinde, homolog kromozomlar st tlste
gelerek cakisirlar ve cakisan bdlgeden kromozomlar kirilir. Kopan
segmentin diger kromozoma yerlesmesi sonucu duplikasyon ortaya

cikar. Ikincisinde ise esit olmayan kros-over goriliir (30).
2.2.1.4. Inversiyon

Bir kromozomda olusan iki kirik sonucunda arada kalan
segment 180° dénerek aym yere yeniden yapisir. Iki kirik, kollardan
sadece birinde olmussa genlerin sirasi degisir fakat yapis1 degismez
(Parasentrik inversiyon). Sentromeri de icine alacak bigimde kollarin
her ikisini kapsayan inversiyon gerceklesirse, hem yap: hem de gen
sirasi degigir (Perisentrik inversiyon). Perisentrik inversiyonlar icinde
yanhzca 9pll;ql3 Dbolgelerini  iceren perisentrik inversiyon
polimorfizm olarak bilinmektedir. Bunun disinda kalan inversiyonlar
dengesiz kromozomal yeni duzenlenmeler bulunduran ogul déller
olusturabilmektedir (31, 32).

2.2.1.5. Halka Kromozom
Halka kromozom 1/25000 sikhikla gortiltir. Bunlarn yarns:

akrosentrik kromozomlardan kaynaklanir. En yaygm goriilen
seklinde, kromozomun her iki ucunda terminal bélgede kirdmalar
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meydana gelir. Bu kinlmalar sonucu birlesmeye egilimli iki yapigkan

'iusur'.. Bu uclarnn birlesmesi sonucu halka kromozom meydana
elir. Bu sekilde olusan halka kromozom mitoz béliinmede stabil
d‘eéildir.. Ayrica bazi neoplastik hastaliklarda, érnegin astrocytomada
elomer-telomer birlesmesi ile halka kromozom olusumu

erceklesmektedir (33).
.2.1.6. Izokromozom

Kromozomlar mayoz [, mayoz II veya postzigotik mitoz
evresinde sentromerlerinden boyuna béllinerek iki ayri kutba gbg
~ederler. Kromozomlar boyuna degil de enine bélindukleri zaman bir
“kutba kromozomun kisa, bir kutba ise uzun kolu gider. Sentromer
: hangi kolda ise o kol replike olur ve béylece aymi kolun tekrarim
iceren izokromozom tipi yapisal anomali meydana gelir. Olusan

izokromozom monosentriktir.

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

esnasinda gorulmektedir (34).
2.2.2, Sayisal Diizensizlikler

Insan esey hiicrelerinde 23 adet kromozom bulunur. Haploid
sayr insantm somatik hiicrelerinde iki katina ¢ikar, yani diploiddir.
Temel kromozom sayisindaki artis yada azaliglar olarak bilinen
sayisal duzensizlikler Oploidi ve andploidi seklinde ikiye
ayrimaktadir.
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2.2.1. Oploidi

Normal haploid saymin tam kati: kadar artmasi ile ortaya gikan
loidide temel kusur, hucrede cekirdek boéllinmesi oldugu halde

i’tbplazma bolinmesinin olmamas:dir. Oploidinin olusumuna dair iki

ekanizma vardir,

1-Endomitoz: Hiicre bélinmesine hazirlik olarak kromozomlar
_1{;3t1 kadar cogalir. Mitoz béltiinmenin ilk iki evresi olan profaz ve
.'n-i.etafaz gerceklesir, fakat anafaz ve telofaz olusmaz. Hucre ve
_3-_éitopiazma bélitnmesi de gerceklesmediginden kromozom sayilart her
'_bélﬁnmede kati kadar artmus olur. Bu olay endomitoz olarak

‘adlandurihr.

_ 2-Endoreduplikasyon: Endomitozda oldugu gibi kromozomlar
kat1 kadar artar ya da diger bir deyisle kromatidler boluntr, fakat
hucre bolinmesi gergeklesmedigi icin, sentromerlerinden birbirine
tutunmus durumda ¢ok sayida kromatidden olusmus kromozomlar
ortaya ¢ikar. Bu olaya endoreduplikasyon denir. Endoroduplikasyon
insanda kanserli dokularda ve spontan digik materyalinde siklhikla

gbérilmektedir.
2.2.2.2. Anoploidi

Temel kromozom sayisinin katlari kadar olmayan 2n+1 yada
2n-1 seklindeki artma ya da eksilmelere andploidi denir. Andploidi
olgular1 6ploidi olgularindan daha sik gdrilmektedir. Andploidinin

ortaya cikisinfla iki mekanizma vardur.

1-Kromozomlarin Anafazda Geri Kalmasi: Hucre boliinmesi

sirasinda kromozomlar sentromerleri ile ig ipliklerine tutunarak
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plara cekilirken, anafaz evresinde geri kalmasi durumudur. Geri

. bu kromozom homologunun bulundugu yavru hiicreye katiir.
.:.lec":'e olusari yavru htucrelerden birisi ayni kromozomdan iki tane

uiﬁﬁdururken, digerinde bu kromozom hi¢ bulunmayacaktir.

endini iki katina ctkaran kromozomlar, metafaz evresinde ekvatoral
uzlemde toplanirlar.  Sentromerlerinden uzunlamasma  ikiye
b ﬁnerek her kromatid ayri bir kutba gider ve bdllinme olayr
tamamlanir. Kimi zaman kromozomlar uzunlamasina bdélinemez ve
ir kutba iki kromatidli kromozom giderken diger kutba kromozom
"fmez.. Bu olaya kromozomlarin ayrilamamast denir. Bu olay hem
fmtoz hem de mayoz boliinmede gérulebilir. Mitoz bélinmede
kromozomlann ayrilamamas: sonucunda, kusurun ortaya ciktig
zamana bagh olarak, kromozom sayis1 hiicrelerin bir kisminda fazla,
bir kisminda ise normalden az olacaktir. Sonugta bireyin hiicrelerinin
bir kismi monozomik bir kismi trizomik olacaktur. Kromozom

ayrilamamasimun bu tlrine mitotik kromozomlarin ayrilamamasi

denir.

Mayoz bolinme swasinda ortaya c¢ikan kromozomlarnn

ayr‘llamamam daha dnemli olup, daha sik gézlenirz. Kromozomun ikiye

birinde séz konusu kromozom hi¢ bulunmazken d1ger hiicrede bir
yerine iki tane bulunur. Iki kromozomlu gamet normal kromozomlu
gamet ile birlesecek olursa trizomik zigot olusacaktir. Buna karsilik,
béliinme hatast sonucunda ilgili kromozomu tastyamayan gamet
normal kromozomlu gamet ile birlegsecek qursal monozomik zigot

olusacaktir.

Mayoz boliinme sirasinda kromozomlarda ayrilamama Mayoz 1

veya Mayoz II'de gerceklegebilir. Eger ayrimama Mayoz I'de olursa
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- lromozom tasiyan gamet maternal ve paternal homolog

ozomlarm her ikisini de tastyacaktir. Eger ayrilmama mayoz

olursa, ekstra kromozom ya anneden yada babadan gelecektir

zomal Aberasyonlarm Belirlenmesinde Kullanilan -
S

Kromo
vontemler

' Standart sitogenetik yontemler ile insan kromozomlarinin timu
ahlp olduklar 6zgil bant bdlgelerine gore tanimlanmaktadir. Rutin
s1tdgenetik analizlerde kromozom  Uzerinde 400-500 bant
g lenebﬂmektedir‘ Bu yontemle ancak kromozomal bdlgesine baglh
-ak 5-10 Megabazhk DNA igeren yeni olusumlar belirlenebilir.
Oysa ki yuksek rezolusyon yontemleri (HRB) ile 830- 1000 bant
g lenmektedir. 1990’h yillarda 2 Megabazdan daha kuglik yeni
usumlar belirlemek icin gelistirilen Floresan In Situ Hibridizasyon o

(F_ISH) yontemi, glnumiizde pek ¢ok alanda yaygn olarak
kullamlmaktadir (24, 39).

»

2.3.1. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Molektiler biyolojik tekniklerdeki hizli ilerlemelerle son yillarda,
‘belirli bir DNA parcas! smursiz sayida cogaltilabilmekte, nukleotid

dizileri cok kisa sure icerisinde kolaylikla saptanabilmekte, ayni

" tekniklerin modifikasyonlan: ile izole bir gen degistirilebilmekte ve
tekrar kiilttirdeki hiicrelere geri verilebilmektedir Tam bu yontemler
in vitro sartlarda uygulanirken, doku, hucre yada kromozomun

oldugu yerde incelenmesine olanak saglayan yegane yéntem In Situ

Hibridizasyon (ISH) teknigidir (40).

ilk baslangicta radyoaktif madde kullanilarak uygulamaya
konulan bu yontemde radyoaktif maddenin pahalilifi, yar1 6mrd,
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511; etkisi ve uzaklastiriimas: gibi énemli sorunlar yeni arayislara
en olmustur ve
ukléoud analoglannim  direk  ve indirek
a baslanmasiyla, FISH bugiin en ¢ok tercih edilen yontem

an6ploidi ve yapisal kromozom

tok
1991 yilindan beri floresan ile isaretlenmis

ISH yontemlerinde

kullamlmay
1line geh’mﬁtlr FISH yontemi

abflormahtelermm belirlenmesinde, gen amplifikasyonu, gen

italanmasi, seks tayini, prenatal tami ve kanser sitogenetigi gibi

pircok alanda kullanilmaktadr (41-46).

: Bu teknigin uygulanmasmnda en gnemli asama prob segimidir.
Kullanilacak probun incelenecek materyale, degerlendirilecek

anomali tipine ve bélgesine uygun olmas:1 gerekir. FISH tekniginde

‘baslica kullanilan problar sunlardir:

Tekrarlayan dizi problari (satellit problary
Lokusa 6zgi problar

T{m kromozomu boyayan problar

Banda 6zgl problar
Telomer bolgesine $zgl problar (40).

Cogu kromozomlara spesifik olan sentromerik satellit DNA

problart ve tim kromozom boyama problar1 (wcp) konvensiyonel

metodlarla saptanamayan kromozomal yeni olusumlari

belirleyebilmek i¢in kullamlmaktadir. Tiim kromozom boyamast ve
ters kromozom boyamas: ki¢lk kromozomal bolgeleri iceren yeni

olusumlar: belirlemede kolaylik saglasa da telomerik bolgelerdeki

degisimler gbzden kacabilmektedir. Bu yﬁzden ozellikle sebebi

bilinmeyen.mental retardasyon ve tekrarlayan duguk endikasyonlari
olan bireylerde telomerik bolgelerdeki kriptik translokasyonlarin
ortaya ¢ikariimasinda herbir kromozomun telomerik bolgesine 6zgu
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rob seti kullanilarak FISH yonteminin uygulanmasl son

a uyuk snem kazanmustir (7,47,48).

ntan Diigikler

H stanmn kendisi, hekim veya bir bagkas: tarafindan ,‘;
1zin gorilen bitun diigtikler, spontan dusuk olarak '
ak saptanabilen spontan

gulMaks
yul édﬂmektedu Poptilasyonda klinik olar
o 10-20 olarak belirtilmektedir (49). Ulkemizde yilda

lizerinde spontan duguk olmaktadir. Ancak

guk orani
aklaslk 1 milyonun
de ortaya ¢ikan distiklerin klinik olarak tammlanmasi

am olarak sdyleyebilmek

rken dénem
ldukc;a zor oldugundan dusik oramni t
umkun degildir. Clnku bunlar kadinlar tarafindan adet

uzens1zhg1 olarak tanimlamr
dlandmhr . Cok erken gebelikleri saptayabilen hassas gebelik testleri
gebeliklerin  yaklasik o 40-50’sinin disikle o

ve menstural diisiikler olarak

kﬁﬂamld@mda,
-sonuclandigl ileri stirtilmektedir (50, 51).
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1 Ciftlerde gariilebilecek, tekrarlayan erken gebelik kaybi riski Tablo 1'de

Daha onceki Kayip Sonraki Gebelikte
Sayis1 Kay1p {%)

0 % 12

n az bir canlt - 5757
‘dogum yapan 5 T
kadnlar 3 %, 32

4 % 26

2 veya daha fazla % 40-45

canli dogum

;ﬁhayan kadinlar

'_.1. Patoloji ve patogenezi

Diistiklerin ¢ogu, embriyo 6ldiikten 1-3 hafta sonra gergeklesir.

__je. idua bazalis’de kanama vardur. implantasyon yerinde nekroz ve

inflamasyon olur. Ovum implantasyon alanmindan kismen ya da

tamamen ayriir ve bu durum uterus i¢inde yabanci cisim olarak |

a1g11an1p uterus kramplarina yol agar, serviks acilir, gebelik (irind |

Gebelik irint embriyo 6ldiikten sonra uzunca bir siire uterus

kavitesi disina atilmamigsa {missed abortus), ovum etrafindaki kan

'plhtﬂan saglam, sert bir kapsil olusturur. Buna kornedz mol veya

Breus Mol (kan moli) denir. Tim disiiklerde plaserital villuslarda

hidropik dejenaraﬁ‘yon vardir. Bazen amniyon sivist absorbe olur,

_fetus kurur ve hapsin¢ altinda kalarak parsiimene benzer (fetus

' papiraceus} bir yapt gosterir. Bu duruma daha ¢ok ikiz gebeliklerde

- fetusun bir tanesi oldiigiinde rastlanir (52).
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pt_iyoloji

Spontan dustiklerde etiyoloji fotal, maternal ve paternal
Jer olarak 3’¢ ayriimaktadir.

. Fotal Faktorler

{Ik 6-8 haftadaki spontan diistiklerin % 50-80’inde fetiise ait

ge'rietik bozukluk ya da bir malformasyon saptanmaktadir. 8-12
aftalar arasinda bu oran % 25%¢ dliser. Ortalama olarak, 12. haftaya
'-adér_ olan duglklerde kromozom anomalisi ve ona bagh
_'férmasyon orani % 50°dir. Malformasyonun nedeni kesin olarak
1_i_r;memekle birlikte, trofoblastin implantasyonu swasinda bir
ozukluk oldugu disltnilmektedir. Maternal viral hastaliklarin ve
Ltbféksik ilaglarin implantasyonu bozdugu iddia edilir. Ovum ve
rmatozoadaki bir genetik bozuklugun malformasyonun nedeni

labilecegi ileri stirtilmektedir (50).
.4.2.2. Maternal Faktérler

Akut enfeksiyonlar: tamima kriteri, infektif ajana kars: spesifik

Immunoglobulin M (IgM)nin uygun gebelik haftasinda kordon

-'_lgamnda yluksek oranda saptanmasidir. Bir gebe kadinda bir patojen
_:.a'jana karsi imminoglobulin G (IgG)’nin saptanmasi ise sadece o
_'ajanla daha once karsilasmis oldugunu ve organizmanun bir yanit
:01u§tuxdugunu gostermektedir. Annenin aktif enfeksiyon gecirdiginin
gosterilmesi icin anne kaninda IgM’nin titrz;syonunun arttiginin
¢ gﬁsterﬂme:i gerekmektedir. Akut sistemik enfeksiyonlarin, &zellikle
Listeria, Vibrio, Salmonella ve Vaksinia infeksiyonlarinda dusiige

neden olabilecegi one sirilmektedir. Ik trimesterde gecirilen
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oksoplazma, Rubella, Sitomegalovirts, Herpes tip 2,
.+ enfeksiyonlar1 abortusa yol acabilmektedir (33).

faternal faktor olarak toksik etmenlerden anestezik gazlar
rtuS oranini ve hem de fotal anomali riskini yaklagik olarak 2
rmaktadir. Ayrica kolcisin, antineoplastik ilaclar, Riteolitik
_oétrojen vb.) gibi kimyasal maddeler ve belirli dozun Uzerinde
;&yasyon distge yol agabilmektedir Cevresel faktér olarak
_01.5.::' e sigaranin da abortus oranimi arttirdif: iddia edilmektedir.

9,54).

2.3, Paternal Faktdrler

Babanin oligospermisinin veya hiperspermisinin, sperm DNA

sinin anormal miktarda azalmasma yol acarak duslige neden
ecegi ileri siiriimektedir. Ayrica spermdeki kromozomal

Orirlaliteler‘ de spontan diistie neden olmaktadir {33).
2;4. Genetik Faktorler

Canli dogan 100 bebekten bes tanesinde kromozom anomalisi
ardir. Zigotlardaki gergek kromozom anomalisi orami ¢ok daha
zladir. Ancak, kromozomal bozuklugu olan zigotlarm % 90°dan

daha fazlas: diistikle atilmaktadir.

Spontan diisiiklerde daha ¢ok andploidi tarzinda kromozom
anomalisi gozlenmektedir. Ik trimester dustiklerinde en ¢ok
rastlanan” kromozom  bozuklugu trizomilerdir.  Kromozom
anomalilerinin yaklagik % 50’sini otozomal trizomiler olugturur. En
sik 13, 16, 18, 21 ve 22 nolu kromozomlarn trizomisi gézlenir. Bunu
% 20 olguda monozomi X (Turner sendromu), % 15 olguda triploidi ve
% 5 olguda tetraploidi izlemektedir. Ayrica anne ya da babada dengeli
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on taswyicihigi var ise ogul déllerde kismi trizomi ve kismi

yon gozlenebﬂmektedu (56).

5. Habititel Diigiik

Arka arkaya U¢ spontan dustik oldugu zaman kadinin

kra_rlayan dilsik yapma sansi artmaktadir. Bu durum habitiiel
§uk (tekrarlayan diisiik) olarak adlandirilmakta olup klinik olarak
tamimlanabilen hamileliklerde % 0.4-0.9 oramnda gézlenmektedir
57) Arka arkaya 3 dusuk yaptiktan sonra saglikli bir gebeligi
___sﬁfdﬁrebﬂme sans1 % 65-70 iken, 5 ardigik dtisiikten sonra dogumla

sonlanan gebelik sans: % 40-50'ye inmektedir (58).

Habitiiel diisiik nedenlerinin arasinda immiinolojik, endokrin,

anatomik, genetik faktdrler yer alabilmekle beraber bazen nedeni

 bilinmemektedir.
“2.5.1. immiinolojik Problemler

Habittiel distk olgularinin buyuk bir cogunlugunda yapilan

testler sonucunda bir etiyolojik faktor belirlenememistir. Bu nedenle

bu sorunun altinda, immiinolojik bir kéken oldugu duistinilmektedir.

Bu immiinolojik nedenler iki grupta toplanabilir.
Otoimmiinite (Kendi Antijenleri)

Otoimmiin hastalign olan kadinlarda, dﬁsﬁgler'm normal

poptilasyona gdres daha sik oldugu bilinmektedir. Buradan yola
cikarak yapilan calismalarda bazi abortus olgularinda serumda
otoantikorlann varhg  bildirilmektedir. Bu  grup antikorlar
antifosfolipit antikorlar1 olarak adlandirilmaktadir. 1gG ve IgM
olabilen bu antikorlar, hucre membranlarindaki

yapisinda
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olipitlere karst {retilmislerdir. Bu antikorlardan en iyi bilineni

pus antikoaguilandir.
joimmiinite (Yalanci Antijenler)

“ annede ve fetusda Insan Lokosit Antijeni (HLA) ve
ofoblastlarda bulunan TLX antijen sistemi annenin antijenik
yap1s1y1a uygun olmadig halde annede cocuga kargt immun yamt
ralmemektedir. Bunun nedeni, antijenlerin blokan faktorler
__t.éz.-afmdan baskilanmasidir. Efer anne ve baba dolayisiyla da cocuk
.. arasinda antijenik benzerlik varsa bu blokan faktdrler Gretilemez ve
bu durumda anne fetisa kars1 antikor {iretir. Bu da abortusa neden
olur. Dolayistyla anne ve babanin antijenik yapt benzerligi
oldugundan tekrarlayan dustiklere neden olacaktir. Buna karsiik
son yillarda birgok arastiricinn goriisll, anne ve babanm antijen
sistemlerinin birbirine benzerhgmm aslinda bir habitdel duasuk
nedem olmadigidir. Bu arastirmalar HLA sistemleri birbirine
benzeyen insanlarda ayni gen bozukluklarinn olabilecegi ve resesif
gen bozukluklarmin bulundugu bu kisilerin cocuklarinda da
~hastahgin tipki akraba  evliliklerinde oldugu gibi sik ortaya
- cikabilecegini ileri strmektedir. Bu nedenle bu gruba sokulan

hastalarin  etiyolojilerinin altinda gen defektlerinin  oldugu
dastiniilmektedir (59, 60).

2.5.2. Endokrin Faktorler
Hipotiroidizm, hipertiroidizm, hiperprolaktinemi veya diabetes

mellitiis gibi endokrin sistem hastaliklarmm habitiiel diisie neden

olabilecegi dne stirtilmektedir (50, 61).
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tomik Nedenler

el diisiigu olan kadinlarin yaklasik % 12-15° inde bir

maiformasyonu bulunmaktadir. Bu uterus abnormalitelerinin
emkal yetmezlik gelmektedir. Bunun nedeni tam olarak
ﬁ{ck]e birlikte, hormonal, konjenital veya travmaya bagl
.éﬁisabilecegi diustinilmektedirler. Uterus miyvomlar1 ve

. ‘{okalizasyonlari nedeniyle dustige yol acabilmektedir.

Genellikle fazla sayida yapilan kiirtaj, gecirilmis enfeksiyonlar
p__" stpartun komplikasyonlar sonrasinda gelisen intrauterin

- (Asherman sendromu) ve Millleriyan kanal anormallikleri

habitiiel dustklere neden olmaktadir { 62-64).

2.5.4.Cevresel Faktorler

~ Sigara, alkol ve asir1 kahve tiiketimi habitlel diistik riskini
't."rmaktadzr' Riskteki artis icilen sigara sayisiyla orantihdir.
Anestetik gazlar ve retrakloretilen de diisiige yol acan etkenler olarak
ne sirtilmiistiir. Isotretionin (Accutane) kullamumimin kesin olarak

_Siaontan distik insidansini artirdigt vurgulanmaktadir.

2.5.5. Genetik faktorler

Habittiel abortuslarn yaklasik olarak % 50-70'1 fetal kromozom
anormallikleri ile iligkilidir. Bu anormallikier, n{éternal yada paternal
gametogenezis sirasmndaki yéda zigot boltinirken ortaya cikan
hatalarin sonucu olusmaktadir. Spontan duisiiklerde oldugu gibi
habitiiel ditstiklerde de en ok gériillen fotal kromozom anomalisi 13,

e S i

16, 18, 21 ve 22 nolu kromozomlarin trizomileridir {yaklagik %S0).
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cer bir sik gbzlenen abnormalite ise Turner sendromuna yol agan X
o-ﬁi{jzom monozomisidir. Geriye kalan anomalilerin ¢cogunlugu ise

iploidlerdir.

Dengeli translokasyon habitiel dustkleri olan giftlerde en sik
rilen yapisal kromozom abnormalitesidir (% 3-8). Seks kromozom
'zéisizmi, halka kromozomlar: ve inversiyonlar karsilasilan diger

anormallikler icinde yer almaktadur.

_ Ebeveynlerde kromozom yapisinin belirlenmesi, genetik
__:anio';-malliklere bagli olarak kaybedilen gebeliklerin yanlizca bir
'hémml ortaya koymaktadir., Ayrica kromozom anormallikleri
"oiihaksmn olusabilecek letal gen bozukluklar:, aciklanamayan

tekrarlayan gebelik kayiplarina neden olabilmektedir { 50, 65).

Spontan ve habitllel dustklerde genetik faktdrler énemli bir
:_Iieden olarak gézlendiginden, ebeveynlerden birinde dengeli
translokasyon tipi yapisal kromozom abnormalitesi bulundugunda,
annenin spontan yada habitliel disltik yapmasi dogal bir sonug
5.01ar'ak beklenilmektedir. Ebeveynlerdeki bu translokasyonlar
.belir'lenirken izlenen yol, rutin konvensiyonel sitogenetik analizler
olmaktadir. Son yillarda ise pekcok laboratuvarda FISH ydntemi,
- sitogenetik  ydntemlerle belirlenemeyen kromozomal  yeni
dizenlenmeleri ortaya c¢ikarabilmek ic¢in, klinik tanilarina gore

pekcok hastada rutin uygulanmaktadir.
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MATERYAL VE METOD

Akdeniz Universitesi Tip Fakultesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dalina en az beg ve Gizeri spontan duisuk nedeni ile

basvuran S ¢ift, caligmanin materyalini olusturdu.

QOlgular, spontan diisiige neden olan endokrin faktérler,
anatomik faktdrler ve immunolojik nedenler acisindan incelendikten

sonra, Genetik Bilim Dalina kromozom analizi icin gonderildi.

Birinci asamada kromozom analizi icin periferal kandan
lenfosit Kkaltiri kuruldu, sayisal yada yapisal herhangi bir
kromozomal anormallik gézlenmeyen ve karyotipleri 46,XX ve 46,XY
olarak belirlenen ciftler daha detayli aragtirma icin ayrildi. Ikinci
asamada karyotipleri normal bulunan bu ciftlerde molekiler
sitogenetik bir yéntem olan Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

teknigi ile kromozomlar yeniden incelendi.

5
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3.1. Periferal Kan Kiiltiiri

3.1.1. Besi Ortamlarinin Hazirlanmas:

Mc Coy’s SA Medium (Biological Industries)

160 ml

: % 15 Fetal Dana Serumu (Biochrom)} 15 ml
% 0.75 Fitohemaglutinin (Biochrom KG) 0.75 ml
% 0.1 Penisilin-Streptomisin {Irvine Scientific) 1 ml

| % 0.1 L-Glutamin (Irvine Scientific) ' 1ml
RPMI Medium 1640 (Irvine Scientific) 100ml
% 15 Fetal Dana Serumu {Biochrom) 15 ml

% 0.1 Penisilin-Streptomisin (Irvine Scientific) I ml

% 0.1 L-Glutamin (Irvine Scientific) 1 ml

% 0.75 Fitohemaglutinin (Biochrom KG) 0.75 ml

3.1.2, islemler

Bes ve daha fazla dusiigli olan hastalardan, heparinize edilmis

2cc'lik enjektérler kullanilarak vendz kan alindi.

Steril kapakh kiiltiir tiiplerden birine RPMI besi ortam digerine
ise besi ortamlarindan kaynaklanabilecek kontaminasyonlardan
sakinmak amaci ile farkl bir besi ortami olan Mc Coy’s 5A’dan
S'ser ml kondu. Hazirlanan bu tiplere S’er damla (yaklasik 0.5 ml)
kan ilave edildi.

Taplerin agizlar1 hava ile temas: engellemek amaciyla sikica
parafilmle sarildi.

"

Daha sor_}\ra 37°CMik etiive konularak 72 saat hticrelerin {iremesi
saglandi.
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3.2. Kromozom Eldesi (66)
~ 3.2.1. Kullanilan Soliisyonlar

Kolcisin Soliisyonu

10 mg/m! Kolgisin (CIBA);

1 Kolcisin tableti 10 ml bidistile suda céziildi. Hazirlanan bu stok
soltisyondan 1 ml ahnarak temniz bir tiipe aktarildi ve bunun tzerine
0 ml bidistile su ilave edildi. Boylece final konstrasyonunun 10
mg/ml olmasi saglandi. Bu kullamm solisyonu +4°C’de

buzdolabinda saklandi.

Hipotonik Soliisyonu;

0,075 M KCl1 (Merck);

0.5592 gr KCI tartildi ve 100 ml bidistile suda c¢ozildd. Solisyon
37°C etiivde saklandi

Fiksatif Soliisyonu;

Absolii Metanol (Merck};

Glasial Asetik Asit (Merck};

Once 1 kisim glasial asetik asit sonra tzerine 3 kisim absold
metanol konularak 3:1 oraninda fiksatif soliisyonu haziriandi.

(Fiksatif soliisyonu kullammdan once taze hazirlandi.)

26
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" Lamlarin Temizligi

Lamlar beyaz sabun ile iyice yikandiktan sonra ilk 6nce tek tek
musluk suyundan gegirildi, daha sonra bol su ile iyice durulama
~ islemi gergeklestirildi. En son bidistile su ile birkez daha yikandiktan
- sonra Dbidistile su icerisinde +4°C’de buzdolabinda sogumaya
" prrakild:. Soguk ortami saglamak i¢in yayma islemi yapilacagi zaman

- lamlar buzdolabindan ¢ikanldl

3.2.2. islemler

o Kultirin 70. saatinde hazglamis oldugumuz  kolgisin
soltisyonundan her tiipe 0.05 ml kolcisin ilave edildi. Tupler
tekrar 37°C’de ettivde 2 saat bekletildi. |

o 72. saatte etiivden ahnan steril tiipler, pipet aracilig: ile hafifce
pipetaj yapildiktan sonra konik santrifijj tuplerine aktarildi.

e 1500 rpm’da 7 dakika santriftij edildi.

e Dokelti atildi  Hafifce pipetaj yapildi Cokeltinin homojenize
olmasi saglandi.

o Cokelti tizerine etivden yeni gikartiimis olan hipotonik
soltisyonundan 8 ml konarak pipetaj yapildi.

e 370Cde etiivde 9 dakika bekletildi.

e Etiivden alinan tipler 1500 rpm’de 7 dakika santriftjj edildi.

e Dokelti atildi ve hafifce pipetaj yapildi. Hazirlanmis olan fiksatif
soliisyonundan yaklasik 3 ml almarak ¢okelti tizerine hizla ilave
edilerek pipetaj yapildi.

e 1500 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. .

e Fiksatif if¢ yikama islemi 3 kez tekrarlandu.

e Son santrifiijden sonra ¢dkeltinin konstrasyonuna gore cok az

fiksatif birakilarak yayma iglemine gegildi.

27
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_Buzdolabindan ¢ikarilan lamlar gazli bezle kurulandiktan sonra
. tzerine hohlanarak nemli ortam sagland: ve ¢dkeltiden bir damla
damlatilarak havada kurutuldu. Preparatlar 60°C’de 1 gece
.bekletiler'ek yaslandirildi. Geriye kalan cokelti tizerine taze fiksatif

- soliisyonu konularak, FISH yéntemi icin -20°C’de sakland:

3.3. Tripsin ve Giemsa ile G Bantlama (GTG)
3.3.1. Kullanilan Soliisyonlar

- Tripsin;

0.1 gr tripsin (Sigma), 0.9 gr NaCl (Merck) tartild:, bir adet pH: 7
tampon tableti (Russell ) ilave edilerek 100 ml bidistile su igerisinde
hi¢ partikiil kalmayacak bir bicimde ¢6ztldii ve +40C’de
buzdolabinda sakland;.

Sorensan Tamponu;
A soliisyonu: 11.98 gr NasHPQ4. 12H,0 (Merck) 1000 ml bidistile su
icerisinde ¢éziildii.

B soliisyonu: 9.08 gr KH,PO, (Merck) 1000 ml bidistile su icerisinde
¢ozuldi.

A solisyonundan 57.1 ml, B soliisyonundan 42.9 ml alinarak,
100 mllik sérensan kullanim soltisyonu hazirland.

6.8’ ayarlandi. +4°C’de buzdolabinda saklandi

Soltisyon pH

Giemsa Boya Soliisyonu;

N

Sérensan sglﬁsyonundan 96 ml alinarak icine 4 m! Giemsa (Merck)

boya ilave edildi . Iyice karistirilds.




K'silol {(Merck);

Entellan (Merck);

3.3.2. islemler

600C’de etiivde bir gece yaslandirilan preparatlar disari ¢ikartildr
Buzdolabinda bulunan tripsin disari ¢ikartilarak sicakhgmn 25°C
olmasi saglandi.

Giemsa boya soliisyonu taze hazirland:.

Istk mikroskobunda diyafram kapal iken acgik veya koyu
olmalarina bagh olarak preparatlar, S0-70 saniye tripsin
soliisyonunda tutuldu.

Tripsin icerisinden ¢ikarllan preparatlar musluk suyundan
gecirildi.

3-5 dakika Giemsa boya soliisyonu igerisinde bekletildi.

Giemsa boyadan c¢ikarilan preparatlar tekrar musluk suyundan
gecirildi.

Preparatlar kurutma kagidi (Whatman 40} ile kurutuldu.

30 dakika ksilol icerisinde bekletilen preparatlar bir damla

entellan damlatilarak lamel ile kapatildi

3.4. Mikroskobik Analiz

Her olgudan elde edilen tim preparatlar ik mikroskobunda

(Nikon) 100X objektifte, en az 20 metafaz incelenerek analiz edildi.

Sayisal veya yapisal anormallik gézlenmeyen ) olgularin -20°C’de

saklanmis olan materyallerine molekiiler sitogenetik bir yontem olan

FISH teknigi uygulandi.
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75,3 gr. Sodyum Kkiorit (Merck), 88,2 gr. Sodyum sitrat {Merck] e
artildi ve 1000 ml distile suda céziildii

2xSSC (Saline Sodyum Sitrat Tamponu) Seliisyonu;

Stok 20XSSC soliisyonundan 10 ml alindi ve 90 ml distile su ile 100
ml’ye tamamland;.

Dehidratasyon Soliisyonu;

% 70lik, % 85k ve % 1007k eti] alkol serileri hazirlandi.

| 0,4xSSC Soliisyonu;

“Stok 20xSSC soltisyonundan 2 ml alind;,

98 ml distile su ile 100
‘ml’ye tamamlandi.

2xSSC Tween 20 (%0.05 ) Soliisyonu;

Stok 20xSSC solusyonundan 10 mi alindi, 90 ml distile su ile 100

ml’ye tamamland: ve {izerine 50ul Tween 20 eklendi.
¢ Tiim soliisyonlar pH 7.0°ye ayarlanda.

3.5.2. Kit Icerigindeki Hazir Soliisyonlar;

Hibridizasyon Jamponu; (Cytocell)
Formamid, dekstran siilfat ve 1XSSC icermektedir.
DAPI-Antifade soliisyon; (Cytocell)




fI-fISH Tekniginin Uygulanmasi

200C’de saklanmus olan olgularin tipleri cikartilarak 1 kez daha

200 rpm’da 7 dakika santrifiyj edildi.
:"'femizligi 5

Lamlar % 1001tk metanolde 2 dakika bekletildi
Metanolden cikarilan lamlar yumusak bir bezle kurutuldu.

ideal Hiicre Yogunlugunun Belirlenmesi

Lam tizerinde esit olarak bélinmus 24 kare bulunmaktadir.

Bjtinlardan 72%si otozomal, 2’si ise seks kromozomlarina aittir. Lam

uéerinde bulunan karelerden birincisine 1lpl hucre stispansiyonu
damlatild1 ve kurutuldu. Faz-kontrast mikroskopta incelendi. 107Tuk
objektifte eger her karede en az 5 metafaz, her alanda en az 20
_"'c;ekir'dek var ise ideal hiicre yogunlugu var olarak kabul edildi. Hicre
:yogunlugu cok fazla ise, taze fiksatif ile hiicre stispansiyonu dilue
edildi. Hiicre yogunlugu cok distk ise, hilcre siispansiyonu 10
dakika 1600 rpm'da santrififj edildi. Dokelti uzaklastmildi. Taze
hazirlanmis ancak daha kiiguk hacimde fiksatifle muamele edildi.

Lamin Hazirlanmasi
e ideal hiltre yogunlugu saglandiktan sonra birer kare atlanarak
her alana tipteki karistmdan 1pl damlatild:. Hepsi kuruduktan

sonra arada kalan diger karelere tekrar tiipteki karigmmdan 1pl

damlatildi ve kurutuldu.
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'oékop altinda hiicre suspansiyonunun buatin karelere

{amlatilip damlatiimadig son kez kontrol edildi.

e multiprob sisteminin hibridizasyon i¢in hazirlanmasi

g

_eparat saklama kutusu 37°C ik su banyosuna konuldu ve

C'ye gelmesi beklenildi.
H ‘bridizasyon tamponundan 30 plt alinarak ependrof tiiptine
akf&rﬂdl Bu ependrof tiipu ve multiprob igeren lam 37°Chk su

anyosuna konuldu.
etafaz yaymasl i¢eren lam oda sicakliginda 2xSSC'de 2 dakika

bekletildi.

0xSSC’den cikartildiktan sonra buzlukta % 701k, % 8571k ve %
_IOO’h‘ik alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi.

_'Alkol serisinden ¢ikartildiktan sonra lam havada kurutuldu,
370C ik etitvde yaklasik 10 dakika bekletildi.

.37 oC’deki multiprob iceren lamin 24 kuyucugunun herbirine daha
snce 37°C'de kalan hibridizasyon probundan L’er pl damlatildi.

amin Multiprob Lam1 Uzerine Yerlestirilmesi

370C’de bulunan lamin 1 nolu kuyucugu, multiprob laminin sar1
isaretli bolgesine gelecek sekilde kapatild.

o lyice yerlestiginden emin olunduktan sonra metafaz yaymasi
iceren lam altta kalacak sekilde ters cevrildi. Béylece multiprob
iceren lam Ustte kalmusg oldu.

Metafaz yayma51 iceren lam ve multiprob “igceren lam ¢ifi  su

banyosunda 37¢C’de 10 dakika inktibe edildi.
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gﬁﬁ Thermal cyclerin (Techne) sabit 1s1 blogu Uzerinde 750C’de 2
a_s'ekletiler'ek denatiirasyon gerceklestirildi.

rat saklama kutusunun kapag kapali, su banyosunun kapag1

a@lfk' pirakilarak 37°C’de su banyosunda 1 gece hibridizasyon i¢in
kild

bridizasyon Sonras: Yikamalar

Lam cifti dikkatlice birbirinden ayrild1 ve metafaz yaymasi igeren
a_m, 700C’deki 0,4xSSC’de 2 dakika bekletilerek ilk yikama islemi
ger‘geklegtirildi..

ikinci yikama islemi ise oda isisindaki Tween 20 iceren 2xSSC
solisyonunda 30 saniye tutularak yapildi.

aylm ve Goriintiilleme

oliisyonun partikillerinden arindirmak i¢in lam, kurutma
: kagldma egik bir bicimde 20 saniye kadar tutuldu. Bu arada lyice
kurumamasina dikkat edildi. |

20pl DAPI-Antifade soltisyonundan 24x60 mmlik lamelin iki
ucuna damlatildi ve lamin tizerine hava kabarcigl kalmamasina
- dikkat edilerek kapatildi

 Filtre kagidi ile zemin kurutuldu.

- Daha iyi sinyal almabilmesi icin preparat 10 dakika karanhkta
bekletildi

Preperatlag yesil spektrum ve kirmizi Spei(trum kullanilarak
floresan mikroskop altinda incelendi.

Kromozomlarin kisa kollari yesil sinyal aliwrken, uzun kollar:

kirmmizi sinyal aldi.
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erilmektedlr..

BULGULAR

dokuz arasinda degisen habitliel dastge sahip 5 cift,
§man1n materyalini olusturdu. Bu ciftlerde maternal yas
_gjnam 30.4 iken, paternal yas ortalamasi 33 olarak bulundu. 5
ﬁn yanhzca bir tanesinin saglikli cocugu vardt. Ciftlerin dusuk

ayilarl ve distiklerin mevdana geldigi dénemler Tablo Il’de

6'“:11- Olgularin Gebeliklerinin Sonlanma Zamanma Bagh Olarak Gebelik

arin Dagihmi
1. ¢ift 2.¢ift 3.cift 4.cift 5.c¢ift
gebelik | 1.donem | 1. donem 3. donem| 2. dénem 1. dénem
ebelik | 1 donem | 1. donem | 1. dénem 1. donem 1. dénem
gebelik | 1. donem | 1. dénem | 1.donem | 7aylik premattire | 1. dénem
dogum,neonatal
ex
gebelik | Saglikh | 1. donem 2. donem 2, donem 1. dénem
cocuk
gebelik | 1.dénem | 1. dénem |2. donem 2. dénem 1. dénem
gebelik |2. donem | 1.dénem | 1. donem 2. dénem 1. dénem
gebelik 1. donem 1. donem 1. donem
gebelik 2. donem 1. dénem
b
9.gebelik 2. dénem 1. donem
10.gebelik hamile

¥ S i




sftlerin  sitogenetik cahgmalari,  Genetik - Bilim - Dall

atuvarinda yapid: ve GTG bantlama yontemi ile yapﬂan

L_'ab(')'r
krofn'oz()m analizi sonunda bireylerin karyotipleri normal bulundu
kil I)
Wy

THER I N 1| £ s
3 it x 8 48 %

Sekil I. FISH ile kriptik translokasyon t(3q ;10p) gbzlenen olgunun GTG ve HRB ile
belitlenmis normal ve kismi karyotipi




sitogenetik olarak normal bulunan bu olgular Kadin Dogum
nabilim Dalmda anatomik, endokrinolojik, biyokimyasal ve
immfinolojik faktdrler acisindan tekrar ele alindi. Akis semas:

':téblo II'de, elde edilen sonuglar ise tablo [V’de verilmektedir.

Tablo III. Habitilel Diistikleri Olan Ciftlerde Diisiige Neden Olabilecek
Sebeplerin Arastirilmasmnda [zlenen Yollar

Genetik Bolumi
Kadin Dogum Poliklinigine (Sitogenetik Analiz)
Hasta [—»p Basvuru L
Esi 46, XY , l
: Karyotipi 46,XX
Endokrinolojik Tetkikler Anatomik Sebepler
(LH/ FSH/ Testesteron/ <+ . :
Normal i Histerosalpingografi
‘Aglik kan sekeri/ T3/T4/ TSH) Horma’ ise

) Immiinolojik Testler
Normal ise
% p| (Antifosfolipit antikor: APTT,
antikardiolipin IgG, IgM)

- | Normal ise l
Genetik Boliimit Bilinmeyen
FISH <4— Nedenler




gablo IV. Olgularmn Laboratuvar ve Klinik Sonuclar:

1 olgu |2olgu |3 olgu 4 olgu |5 olgn

Karyotip normal | normal | normal | normal normal

Anatomik normal | normal | normal | normal normal
sebebler

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

- Biyokimyasal normal | normal | normal | normal normal
tetkikler

Immunolojik | normal normal | normal | normal | normal
testler

%

V'de, olgularin daha dnce yapilan GTG vintem

yapilan FISH analiz sonuclari ise Tablo VI'da gorilmektedir..

» Sitogenetik calisma sonrasinda elde edilen hasta ¢okelti materyali,
_n0oC’de sakland: ve 5 ¢ift tamamlandiktan sonra telomere spesifik
coklu prob kullandarak FISH yontemi uygulandi 5 gifte ait her

kromozoma o6zgll telomerik sinyallerin varhgt yada yoklugu Tablo
i ve bunu takiben




5 V. Telomere Ozgit Coklu Prob Seti Kullaniarak Uygulanan FISH Yonteminde

mozoma Ait Sinyallerin Gosteriimesi

1.Cift 2.Cift 3.Cift 4.Cift 5.Cift
| A B A B A B A B A B
I——
+ + + + + + + + + +
S—
1q| + + + + + + + + + +
I
2p1 * + + + + + + + + +
.'2 + + + + - F + + + - ¥ +
q
3p + + + + ¥ + + + + +
i
3q| * + + - + + + + + +
N
4p + + + + + + + + + +
4q ! + + + + + + + + + +
5p + + + + + + + + + +
5q + + + + + + + + + +
6p + + + + + + + + + +
6q + + + + + + + + + + ]
Pl 0t + + + + + + + + + |
7q| + + + + + + + + + + :
8p + + + + + + + + + +
8q + + + + + + + + + +
9p + + + + + + + + + +
9q + + + + + + + + + +
10p| + + + - + + + + + +
10gq + + + + + + + + + +
11lp; + +" o+ + + + + + + +
11q| + + + + + + + + + +
12p| + + + + + + + + + +
12q} + + + + + + + + + +
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+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + | ++ + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + . + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + +

+ + + +

A=Disi B=Erkek
- =sinyal var - =si;1yal yok

p=kisa kol
++ * = polimorfizm

- * = polimorfizm

-, F

g=uzun kol




wio VI GTG ve FISH Analiz Sonuglar:

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

FISH ile elde edilen sinyallerin floresan mikroskopta incelenmesi
sonucunda; 2. ciftin erkek bireyinde, 3 nolu kromozomlarindan
birinin uzun kolu ile 10 nolu kromozomlarmdan birinin kisa kolu
arasinda kriptik translokasyon saptandi {Sekil IIj. 3.¢iftin 2 nolu
kromozomlarindan birinde uzun kolda sinyal gbzlenmezken 20
nolu kromozomlarindan birinin kisa koluna ait sinyal farkh bir
kromozom lzerinde gbzlendi {Sekil III). 4. ¢iftin disi bireyinde her
iki 15 nolu kromozomun uzun kollarinda ikiser ¢ift sinyal
gozlenirken, S5.¢iftin disi bireyinde ise 2 nolu kromozomlardan

birinin uzun kolunda sinyal gdzlenmedi (Sekil IV)
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Sekil II. 2cifte gozlenen kriptik translokasyon t(3q;10p)nun telomer
-5
spesifik coklu prob kullamlarak FISH ile gdsterilmesi
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Sekil III. 3 ciftte gdzlenen kriptik translokasyon t(20p;?) ve 2g
polimorfizminin telomer spesifik coklu prob kullamlarak FISH ile
gosterilmesi
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TARTISMA

Genetik etiyoloji basta spontan dustikler olmak Uzere, zeka
geriliginde ve primer ve sekonder seks karakterlerindeki gelisme
yetersizlifinde rol oynayan ana faktorlerden birisidir. Klinik olarak
sebebi belirlenemeyen ve genetik temeli olan bu hastaliklann
tanisinda  kromozomlarin konvensiyonel sitogenetik yontemlerle
incelenmesi rutin olarak kullanilmaktadir. Ancak, konvensiyonel
yontemler bazen, marker kromozomlarin, derivatif kromozomlarin,
kompleks karyotiplerin ve kuguk de nova dengesiz yeni
diizenlenmelerin belirlenmesinde yetersiz kalmaktadur. Ozellikle
kromozomlarm u¢ kistmlarn GTG bantlamada boyanmadigl icin
telomerik bélgelerdeki kuguk kromozomal degisiklikleri belirlemek
oldukca giictiir. Molekiiler sitogenetik bir yontem olan FISH ile bu
sorunlar ¢ozimlenebilir duruma gelmistir. Telomerik bélgelerdeki
kriptik kromozomal aberasyonlari belirlemede herbir kromozomun
telomerik bolgesine dzgu ¢oklu prob seti kullanilarak yapilan FISH
calismalann son yillarda buyuk onem kazanmistir (67). Fakat
kullamlan ydntemin bazi dezavantajlarni da bulunmaktadir. Bu
yontemle D ve G grubu kromozomlarin sadece uzun kollarinda sinyal
alindigindan satellit DNA'y1 iceren kromozomal yeni diizenlenmeler,
uniparental isodizomi ve kuglk subtelomerik tandem duplikasyonlar
gozden kacabilmektedir (21).

Dezavantajlarina ragmen telomere 6zgu (,;oklu prob seti, daha
once konvensiyonel sitogenetik analizlerle Dbelirlenmis bilinen
abnormalitelerin  karakterizasyonunda, mental retardasyonda,
infertilitede, hematolojik malignansilerde, preimplantasyon

genetiginde, dengeli translokasyon tastyicisi bireylerde prenatal




tamuda ve tekrarlayan dustikleri olan ¢iftlerde  sikhikla
kullamilmaktadir (41).

Bacino ve arkadaslarinin idiopatik mental retardasyonlu
hastalarda yaptiklar1 c¢ahsmada, nedeni bilinmeyen mental
retardasyon gézlenen bir olgunun ve ebeveyninin konvensiyonel
yontemlerle incelenen karyotipleri normal bulunmustur. Bunu
takiben telomere 6zgli prob kullanilarak yapilan FISH ile babada 2
nolu kromozomlardan yanhzca birinde sinyal alimirken, diger sinyalin
E grubu kromozom tizerinde oldugu gdzlenmistir. Sonucta babanin
2;17 translokasyon tasiyicist oldugu belirlenmistir. Olgunun
preparatlari incelendiginde ise 2 nolu kromozomda tipki babadaki
gibi tek sinyal gézlenmis, 17 nolu kromozomu bulunduran karede
yapilan incelemede ise 17 nolu kromozomun her iki homologunda ve
ayrica 2 nolu kromozom tizerinde de sinyal alinmustir Bu durum,
babada gbzlenen 2;17 translokasyonundan kaynaklanan dengesiz
gamet olusumunu ortaya ¢ikarmustir. Sonugta olgunun 2q terminal
bolgesi igin kismi monozomi, 17q telomerik bélgesi icin ise kismi

trizomi gosterdigi bulunmustur (68).

Elke Holinski - Feder ve arkadaslarinin submikroskobik
delesyonun yaygin olarak neden oldugu mental retardasyonun
nedenini tespit edebilmek icin yapmus olduklan bir calismada, 5
kusak igeren 10 olguda GTG, HRB ve M-FISH yéntemi ile herhangi
bir kromozomal aberasyon goriilmemistir. 5 kusak boyunca hem
erkek hem de disi toplam 10 bireyde gézlenen hafiften orta dereceye
degisen mental retardasyon ve non-spesifik dismorfik 6zelliklerin,
otozomal dpminant kaliim modeline uygun gegis gbsterdigi
dustnulmis ve buna dayanarak yapilan baglant: analizlerinde 16p13
bélgesinde fenotiple iligkili baglanti bulunmustur. Bunun tizerine
telomer spesifik prob kullanilarak uygulanan FISH, olgularda
16pl3’'de delesyon ve 3q terminal bdlgesinde duplikasyon




gozlemislerdir. Bu kismi delesyon ve duplikasyonun dengeli 3;16
translokasyonundan kaynaklandigini FISH aracihfiyla
saptamislardir. Bu sonu¢ GTG, HRB ve M-FISH ile saptanamayan
kriptik translokasyonlarin ancak telomerik prob kullanilarak
uygulanan FISH ile ¢dztimlenebilecegini gdstermistir (69).

Wakui ve arkadaslan tarafindan yapilan bir diger ¢alismada 5
¢ift ele alinmis, bunlardan 4TUntn ilk c¢ocuklarimin konjenital
anomalili dogdugu, linin ise tekrarlayan duastkleri oldugu
belirlenmistir. Bu  ¢iftler konvensiyonel sitogenetik yodntemlerle
incelendiginde her ciftte bir ebeveynin dengeli translokasyon tasiyicist
oldugu, konjenital anomalili gocuklarinda da bu translokasyonlardan
kaynaklanan parsiyel trizomi veya parsiyel monozominin varlig
belirlenmistir. Godzlenen dengeli translokasyonlar t(4;16), t(4;7),
t{5;10), t(1;5) ve t(7;13) olup, hepside telomerik bélgeleri igerdiginden
sitogenetik yontemlerle belirlenmis bu translokasyonlarm telomer
spesifik prob kullanilarak FISH yoéntemi ile de tanimlanip
tamimlanmadigim gdstermek i¢in yaptiklari calismada, sitogenetik
bulgulart dogrulayan sonuclar elde etmislerdir. Sonu¢ olarak
aragtiricilar, FISH ile dogrulugu ispatlanmis bu kromozomal
abnormaliteleri tasiyan ebeveynlerden olusabilecek dengesiz
kromozomal abnormaliteye sahip fetuslarin prenatal tam ile

kolaylikla ve kisa stirede saptanabilecegine karar vermislerdir {47).

Yapilan bu ¢aligmada ise konvensiyonel sitogenetik yontemlerle
herhangi yapisal ve sayisal anormallik bulunmayan, sayilari bes ve
dokuz arasinda degisen habitiel diisiikleri olrn\us o ciftte telomere
6zgi ¢oklu erob seti kullanarak FISH teknigi uﬁgulanmlstu: 2.ciftin
erkek bireyinde 3 nolu kromozomun uzun kolu ve 10 nolu
kromozomun kisa kolu arasinda kriptik translokasyon gozlenirken, 3.
¢iftin disi bireyinde 20 nolu kromozomlardan biri p kolunda yesil, g

kolunda kirmizi sinyal alirken, diger homologt.inun q kolunda kirmizi
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sinyal gézlenmis ancak p kolunda olmasi gereken yesil sinyal, baska
bir kromozom tizerinde belirlenmistir. Yesil sinyal alinan kromozom,
boy ve morfoloji agisindan D grubuna benzerlik géstermistir. Teknik
olarak da satellit iceren kromozomlarin kisa kolunda sinyal
alinmayip, yanlizca uzun kolunda sinyal alindifindan, bu gézlenen
sinyalin D grubunda yer alan kromozomlardan birinin kisa kolu
tizerinde olabilecegi diistincesi ortaya c¢ikmistir. Bu kromozomun,
gercekten D grubu kromozom olup olmadifimi géstermek icin, bir
diger FISH teknigi olan Spektral Karyotipleme (SKY) uygulanmasi
gerekmektedir. Bu yontem hentz Turkiye’de yapilmadigindan,
yurtdisindaki merkezlerle baglanti kurularak, bundan sonraki
basamak olarak kromozomun orijininin belirlenmesi hedeflenmistir.
Ayrica bu ebeveynde ve S¢iftin ebeveynlerinden birinde 2 nolu
kromozomun uzun kolunda sinyal yoklugu saptanmustir Sinyalin
yoklugunun gergekten delesyon mu yoksa polimorfizm kodkenli mi
oldugunun anlasilabilmesi i¢in, sinyal belirlenemeyen bireyin
ebeveynlerinin de ¢alisiimas: gerekmektedir. Ancak, bizim olgumuz
fenotipik olarak saglikli bir birey oldugu icin delesyon distintilmemisg
ve aile calismasma gerek duyulmamustir. Bunun yamsira, 4.¢iftin
ebeveynlerinden birinin 15 nolu kromozomunun uzun kolunda
sinyal artisi olarak gézlenen kros-hibridizasyon saptanmistir. Bu
olguda kross-hibridizasyon, 15 nolu kromozomun her iki
homologunda ve kromozomun kendi icinde gbzlenmisgtir. Bu durum
olguda klinik tablo yaratmadifindan, sinyaldeki artig patolojik bir
bulgu olarak degerlendirilmemistir (21).

Guntmuze kadar spontan distiklerin énemli bir nedeni olan
dengeli ksomozomal translokasyonlar, gerek konvensiyonel
yontemlerle, gerekse FISH yéntemi kullanilarak belirlenmistir. Ancak,
konvensiyonel sitogenetik yontemlerle herhangi yapisal ve sayisal
anormallik bulunamayan bes ve uzeri habitliel distige sahip

ciftlerde, telomere &zgli c¢oklu prob seti kullamilarak kriptik




'-{ranslokasyonun varhigi ilk defa bu ¢alismada gdsterilmigtir. Bu
nedenle literatiirde bildirilen bagka olgular ve sonuglarn ile kiyaslama
yapﬁamamwtu'.. Sonug olarak bu ¢alisma, nedeni bilinmeyen ¢oklu
‘habitilel distiklerin bir kismunmi aydinlattigy icin ¢ok anlamhdir.
‘Ayrica, nedeni bilinmeyen habittiel dustklerin genetik nedenlerle
Emeydana gelen kismmin ¢dzllmesine olanak saglamas: ve ailenin
daha sonraki hamileliklerinde hekim ile igbirligi icerisinde saglikh bir
fetusa sahip olmalarimin  saglanmasi, c¢alismanin Onemini

arttirmaktadar.
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