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OZET

Demir, Z. Nick Translasyon Yontemi ile Isaretlenmis Ozgiin DNA dizilerinin
Kompleks Kromozom Anomalilerinin Aydmlatilmasmnda Kullanilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik AD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.
2008.

Bu calismada; klasik sitogenetik yontemlerle ve ticari problarla yapilan FISH
caligmalar: ile agiklanamayan kompleks kromozom anomalilerinin aydinlatilmasinda,
anomaliye 0Ozgiin BAC klonlarinin Nick translasyon teknigi ile isaretlenerek
kullanilabilir hale getirilmesi amaglandi.

Bu calisma kapsaminda oncelikle 9., 13. ve 22. kromozomlarin katildigi
kromozom anomalileri kullanildz.

Calismaya alinan anomalilerin kirik noktalarma 6zgiin 31 BAC klonu secildi.
Laboratuarimiza ulasan 30 BAC klonu 6ncelikle cogaltilarak stoklandilar. Daha sonra,
stoklanmis 20 Kkiiltirden BAC lar izole edildi ve Nick Translasyon yontemiyle
isaretlenerek prob haline getirildiler.

Ozellikle kirik noktalarmin aydmlatilmas: amaciyla calismaya alinan 8
kromozom anomalisinde, 0zgiin problarla FISH ¢aligmalar1 uyguland1 ve sitogenetik
taniya katki saglandi.

Calismalar sonunda; BAC-FISH tekniginin

1. laboratuar kosullarinda uygulanabilir oldugu ancak bakteri klonlarinin iiretilmesi
ve izolasyonu asamasinda uygun laboratuar kosullarinin goz Oniinde
bulundurulmasi gerektigi

2. en Onemli asamalarindan biri klonlarin izolasyonu olup problarin kalitesini
etkiledigi ve diger Onemli etmenin preparatlarin kalitesi oldugu ve
hibridizasyonun basarisimi etkiledigi

3. uygun BAC klonlarimin kullanimi kosulu ile kompleks kromozom
anomalilerinin aydimnlatilmasinda ek bilgiler sagladig: saptandu.

BAC-FISH tekniginin referans merkezi olarak calisan ve daha siklikla kompleks
kromozom anomalilerinin aydinlatilmasi sorunu ile karsi karsiya kalan laboratuarlar i¢in
uygun ve uygulanabilir bir teknik oldugu kararina varildi.

Anahtar Kelimeler : BAC-FISH, Nick translasyon, kromozom anomalileri, plasmid
izolasyonu.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-27/15122006



XV

ABSTRACT

Demir, Z. Usage of Distinctive DNA Sequences That Labeled by Nick Translation
Method For Identifing Complex Chromosome Abnormalities. Istanbul University,

Institute of Health Science, Deparment of Medical Genetics. Master Thesis. Istanbul.
2008

In this study, we aimed to reveal the use of specific BAC clones labeled by Nick
translation in identification of complex chromosome abnormalities, which could not be
defined by classical cytogenetic methods and commercial FISH probes.

Primarily, abnormalities of chromosome 9, 13 and 22 were used within this
study.

31 BAC clones peculiar to brake points of abnormalities were chosen and 30
BAC clones were cultured and stocked. 20 BACs were rendered as FISH probes
following isolation from stock cultures and labeling by Nick translation method.

FISH studies using distinctive probes was performed on 8 chromosome
abnormalities, especially selected for identification of break points, and contributed to
cytogenetic diagnosis.

By this study, the following keypoints were achieved:

1. applicability of BAC-FISH needs special laboratory conditions, especially at
stage of cloning and isolating of bacterial cultures,

2. 1isolating is one of the most important stage and it affects the probe quality. The
other important step is slide preparation and this is effective on the hybridization
success,

3. using of suitable BAC clones; contribute identification of complex chromosome
abnormalities.

In conclusion, BAC-FISH technique is suitable and applicable for laboratories
that are working as reference center and which usually challenges with complex
chromosomal abnormalities

Key Words: BAC-FISH, Nick translation, chromosome abnormalities, plasmid
isolation.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-27/15122006



1. GIRIS VE AMAC

Kromozom anomalileri, mindr ve major konjenital anomalilerin,
mental retardasyonun ve spontan diisiiklerin en Onemli sebeplerindendir.
Kromozom anomalisi, bir kromozom ile iligskili ya da 2 veya daha fazla
kromozomun katilimi ile olusabilir. Bu anomaliler, sitogenetik agidan “sayisal”
veya “yapisal”, klinik bulgu verip vermemelerine gore de “dengeli” ya da
“dengesiz” olarak siniflandirilir (77). Genetik materyalde artis veya azalisa yol
acan kromozomal diizenlenmeler, genomik dengesizlige yol agtigindan fenotip
te etkilenmektedir. Delesyonlar, duplikasyonlar, izokromozomlar, disentrik
kromozomlar, halka kromozomlar ve marker kromozomlar bu grubu
olusturmaktadirlar.

Kromozom anomalilerinin sikligi, incelenen populasyonun klinik
ozelliklerine gore degisir. En yiliksek kromozom anomali orani zigot
asamasinda olup intra uterin yasam stiiresi uzadik¢a bu oran azalir ve canl yeni
dogan evresinde = 1:200 diir (53). Anomalinin tipi de yasam siiresi ile iligkilidir.
Dengeli anomaliler klinik bulgu vermediklerinden erigkin normal bireylerde
saptamirken, letal sayisal anomaliler spontan abortus materyallerinde, trizomi
21 ve cinsiyet kromozom anoploidileri ise yenidoganlarda en siklikla
gorilmektedir.

Kromozom anomalilerinin tamisinda kullanilan klasik bantlama
teknikleri sayisal anomalilerin ve basit yapisal anomalilerin tanisinda yeterli
olmaktadir. Klasik teknikler, mikrodelesyon/duplikasyonlar ile ender goriilen
kompleks anomalilerin aydinlatilmasinda yetersiz kalmaktadir. Son 20 yilda bu
anomalilerin aydinlatilmasinda en etkin teknik Floresan In Situ Hibridizasyon
(FISH) olmustur. FISH teknigi kromozomlarin belli bolgelerine o6zgiin
DNA/RNA dizilerinin (prob) enzimatik yolla floresan veren maddelerle

isaretlenerek, bunlarin interfaz ya da metafaz kromozomlar: ile hibridize



edilerek hedef bolgenin degerlendirilmesi esasmna dayanir (58). Teknigin 24
saat gibi kisa bir siirede sonug¢ verebilmesi, prenatal tamda sik goriilen 5
kromozom anodploidisinin taramasina yoOnelik yeni bir uygulama alam
olusturmustur. Hematolojik ve solid doku kanserlerinde 6zgiin ve ¢cogu zaman
tedaviyi yonlendirebilecek bazi kromozom anomalileri, FISH teknigi ile interfaz
hiicrelerinde ya da kalitesi hemen her zaman periferik kan kiiltiirlerine gore
daha disik olan metafaz kromozomlarinda arastirilabilir. Molekiiler
genetikteki gelismeler 06zgiin DNA dizilerinin klonlanlanarak tek iplikli
oligoniikleotidler olarak elde edilmelerine de olanak saglamistir. Bu
oligontikleotidlerin isaretlenerek prob olarak kullanilmasi ise rutin teknikler ile
gosterilemeyen, sub mikroskobik delesyonlarin (DiGeorge Sendromu,
Prader-Willi/Angelman sendromu, Williams sendromu vb) tams: daha
kolaylagmuistir.

Glintimiizde, 5 kromozom anoploidisi taramasi, kanser problar,
mikrodelesyon sendrom problari, subtelomerik bolge ve tiim kromozom
boyama problari gibi daha siklikla kullanilan problar uluslararasi ticari firmalar
tarafindan tiretilmekte ve satisa sunulmaktadir. Ancak ender goriilen sendrom
ve anomaliler ile ©zel olarak arastirilmasi gereken, yapisal kromozom
anomalilerinin kirik noktalarinin ve bu bolgelerde lokalize olan gen
bolgelerinin aydinlatilmasinda gerek duyulan problar yeterince kullamc
bulamadigindan firmalar tarafindan tiiretilmemektedir. Bu nedenle arastirma
laboratuarlar1 kendi kullanim amaglarina uygun problar1 kendileri hazirlamak
zorunda kalmaktadirlar.

Istanbul Universitesi, Istabul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dals,
Sitogenetik laboratuvarinda incelenen olgularin 6nemli bir kisminin kromozom
anomalileri agisindan yiiksek riskli multipl konjenital anomali ve mental
retardasyon (MKA/MR) olgular: ile ultrasonografik olarak anomali saptanan

fetuslardan olugsmasi kromozom anomali ve kompleks anomali oraninin



yiikselmesine yol agmaktadir. Referans merkezi de olunmasi nedeniyle diger
merkezlerde saptanan kompleks anomaliler, aydinlatilmasi amaciyla
merkezimize yonlendirilmektedir. Yukarida soz edildigi gibi bu anomalilerin
aydinlatilmasinda ticari problar ¢ogu zaman yetersiz kaldigindan gerek
duyuldugunda anomaliye 0zgiin prob/larin hazir edilebilmesi amaciyla
takiiltemiz kosullarinda BAC klonlarinin tiretilmesi, gerektiginde izolasyonu ve
nick translasyon ile isaretlenerek kullanilabilir hale getirilebilmesi planland. Ik
asamada, eldeki tam olarak agiklanamamais olgular degerlendirildi ve 9., 13. ve
22. kromozomlar ile ilgili problarin hazirlanmasina karar verildi.
Aydinlatilmasinda ticari problarin yetersiz kaldig1 kompleks kromozom
anomalilerinde, anomaliye Ozgiin problarin laboratuarimizda hazirlanarak
kullanilmas1 sayesinde anomalilerin aydinlatiimasinin yani sira bilimsel
literatiire ve {iilkenin doviz kaybinin Onlenmesine katkida bulunulacaktir.
Ayrica Tiurkiye'deki diger laboratuarlarda saptanan kompleks kromozom

anomalilerinin aydinlatilmasinda da laboratuarimiz referans merkezi olacaktur.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Kromozom Anomalileri

Normal insan diploid somatik hiicresinde 22 c¢ift otozom ve bir cift
cinsiyet kromozomlari gonozom olmak {iizere 23 ¢ift, toplam 46 kromozom
vardir (24). Kromozom kurulusu disiler i¢in 46,XX, erkekler iginse 46,XY” dir.
Kromozom iftini olusturan, biri anneden digeri ise babadan gelen
kromozomlar “homolog kromozomlar” olarak adlandirilir. Somatik hiicrelerde
diploid (2n=46), gamet hiicrelerinde ise haploid (n=23) kromozom bulunur.
Kromozomlarin gerek sayisinda gerekse yapisinda olusan degisiklikler
“kromozom anomalisi” olarak isimlendirilirler. Genetik bilgiyi degistirmeyen
anomaliler klinik bulguya yol a¢gmaz ve “dengeli kromozom anomalisi”;
genetik bilgiyi degistiren ve klinik bulgulara yol aganlar ise “dengesiz

kromozom anomalisi “ olarak adlandirilir (77).

2.2. Kromozom Anomalilerinin Siniflandirilmasi

Kromozom anomalileri, sayisal veya yapisal olabilir, tek ya da g¢ok
sayida kromozomu, yalnizca otozom veya cinsiyet kromozomunu ya da hepsini

birden ilgilendirebilir ve farkl sikliklarla saptanir (Tablo 2-1)

Tablo 2-1: Fetal veya postnatal yasamun farkh evrelerinde kromozom anomalilerinin
sikligi-Thompson (77)’dan

Anormal Ik trimester 35 yas iizeri annelerin Canh
karyotip abortus fetiisleri dogumlar
D 12 1/50 1/160
Anomalilerin
yiizdesi
Sayisal Anomaliler 96% 85% 60%
Yapisal
Anomaliler
Dengeli - 10% 30%
Dengesiz 4% 5% 10%




2.2.1. Sayisal Kromozom Anomalileri

Genellikle gamet hiicrelerinde oogenez veya spermatogenezde I. ya da
II. Mayoz boliinme sirasinda, ender olarak da postzigotik mitotik boliinmelerde
olusan hatalar (nondisjunction veya anafaz lag) sonucunda, diploid sette
kromozom sayisinda artis ya da azalma ile kendini gosteren anomaliler “say1sal

kromozom anomalisi” olarak tanimlanir (24).

Sayisal anomaliler; anoploidi ve poliploidi olamak {izere iki grupta

degerlendirilir (32).

2.2.1.1. Andploidiler

Anoploidiler, mayoz veya mitoz boliinmede meydana gelen ayrisma
hatalarinin  yol agtigi, diploid bir hiicrede tek bir kromozomun artmasi
(2nt1=trizomi) ya da eksilmesi (2n-1=monozomi) ile olusur (24). Klinik olarak
gosterilmis  gebeliklerin en az %3 ile %4’inde andploidi oldugu
bildirilmektedir. Molekiiler genetik ¢alismalar, trizomilerin mayoz I ve II de
meydana gelen non-disjunction, monozomilerin ise anafazda geri kalma ile

olustugu gosterilmistir (77).

1nsanoglunda ilk tanimlanan kromozom anomalisi olan trizomi 21,
1/700’1iik insidansla canli dogumlarda en sik goriilen trizomidir. Bunu cinsiyet
kromozom anoploidileri 47,XXY, 47, XYY ve 47 XXX izler. 18. ve 13.
kromozomlarin trizomileri canli dogumlarda goriilebilse de daha ¢ok spontan
abortus olgularinda goriliir. Canli dogumlarda goriilen tek monozomi Orneg,
Turner Sendromu’ na yol agan X kromozomu monozomisidir (45,X). Otozom

monozomileri letaldir ve bu nedenle canli dogumlarda goriilmez.



2.2.1.2. Poliploidiler

Kromozom haploid set sayisimin (n=23) katlar1 halinde artis1 ile ortaya
cikan (triploidi=3n, tetraploidi=4n) sayisal kromozom anomalilerine poliploidi

denir (24). Poliploidiler, daha ¢ok spontan abortus materyallerinde goriiliirler.

2.2.2. Yapisal Kromozom Anomalileri

Yapisal kromozom anomalileri, kromozomlarda olusan kirilmalar
sonucunda kaybolma, artma ya da yeniden diizenlenmelerle ortaya ¢ikarlar.
Yapisal kromozom anomalilerinin yenidogandaki siklig1 yaklasik 1/450"dir (81).
Yapisal anomaliler ailevi olabilecekleri gibi, yeni de (de novo) olusabilir. Yeni
olusumlar iyonize radyasyon, bazi viral enfeksiyonlar ve bazi kimyasallar gibi
kiriga neden olan ajanlarla indiiklenebilecekleri gibi kendiliginden de olusabilir

(77).

2.2.2.1. Dengeli Yapisal Kromozom Anomalileri

Dengeli yapisal anomalilerde, kromozom setindeki genetik bilgide
herhangi bir eksiklik veya fazlalik olusmadigindan fenotipin etkilenmesi
beklenmemektedir. Ancak, de mnovo olusan kromozom anomalilerinin,
sitogenetik olarak dengeli goriindiikleri halde molekiiler diizeyde dengesiz
olmalar1 durumunda klinik bulgulara yol acabildikleri bilinmektedir.
Inversiyonlar ve translokasyonlar dengeli yapisal kromozom

anomalilerindendir.

2.2.2.1.1. inversiyonlar

Bir kromozomda 2 kirik ile olusan segmentinin ters donerek, aym
bolgeye girip birlesmesiyle meydana gelen kromozom i¢i yapisal anomaliler
inversiyonlar olarak adlandirilir. Anomali, segment sentromer igeriyorsa
“perisentrik inversiyon”, sentromer igermiyorsa “parasentrik inversiyon”
olarak adlandirilir. Perisentrik inversiyonlarda kromozomun p/q kol oraninda

degisim oldugundan sitogenetik tani olduk¢a kolaydir. Parasentrik



inversiyonlar ise kol oraninda degisim olmadigindan ancak bant yapisindaki
degisim ile taninabilirler. inversiyonlar genellikle tasiyicilarda anormal bir
fenotipe neden olmazlar, ancak tasityicilarin dengesiz gamet olusturma riski

yliksektir.

En sik goriilen inversiyon, 9 numarali kromozomun pllql2
heterokromatin bolgesini igeren perisentrik inversiyondur. Bu inversiyon
fenotipi etkilemediginden ve ayrica fetal kayiplar veya dengesiz karyotipli
cocuklarin dogmasina iliskin 6nemli bir risk olusturmadigindan normal

varyant veya polimorfizm olarak kabul edilir (24, 77, 22).

2.2.2.1.2. Translokasyonlar

Bir kromozomun veya kromozom segmentinin ayni karyotip iginde
baska bir kromozom {izerinde bulunmasi translokasyon olarak tanimlanr.
Resiprokal, Robertsonian ve insersiyonal olmak {izere {ii¢ ana grupta

incelenirler.
2.2.2.1.2.1. Resiprokal Translokasyonlar

Homolog olmayan iki kromozom arasinda karsilikhi parca degisimi
“resiprokal translokasyon” olarak adlandirilir. Genellikle en az iki kromozom
arasinda, iki kirik olusumu ile meydana gelir ve toplam kromozom sayisi
degismez. Genellikle dengeli anomalilerdir ve klasik bantlama teknikleri ile
taninabilirler. Resiprokal translokasyonlar, yaklasik olarak 600 yenidoganda 1

gortliirler (4).
2.2.2.1.2.2. Robertsonian Translokasyonlar

Iki akrosentrik kromozomun kisa kollarim kaybederek sentromer ya da
sentromere yakin bolgeden birlesmesiyle olusur. Akrosentrik kromozomlarin

kisa kollarinda, pl1l bolgesinde satellit DNA’lar I, II, III, IV, ve 3; pl2



bolgesinde 185 ve 28S ribozomal RNA’y1 kodlayan genlerin tekrar dizileri; ve
p13 bolgesi (-satellit DNA ve telomerik diziler ile sonlanmaktadir (5, 54). Bu
nedenle kisa kol kayiplarinda fenotipin etkilenmesi beklenmemektedir. Dengeli
Robertson tipi translokasyon tasiyicilarinda total kromozom sayis1 45’dir. Genel
populasyonda goriilme sikliklart 1/1000’dir. Tim akrosentrik kromozomlar
arasinda Robertson tipi translokasyon kombinasyonlar1 saptanmakla birlikte en
sik gortilen iki tip 13q14q (~1/1300) ve 14g21q translokasyonlaridir. Bunlar tiim

Robertsonian translokasyonlarin yaklasik %85’ini olusturmaktadir (68, 25).

Dengeli Robertson tipi translokasyon tasiyicilari fenotipik olarak normal
olmalarina karsin dengesiz gamet verme olasiliklar1 yiiksektir; trizomik ve
monozomik zigotlar ortaya ¢ikar. Homolog kromozomlarin Robertson tipi

translokasyonlari i¢in tasiyici olanlarin saglikli {irtin sans1 yoktur.

2.2.2.1.2.3. Insersiyonal Translokasyonlar

Insersiyonal translokasyonlar, iki kirk noktast ile serbest kalan intersisyal
bir kromozom pargasinin, olusan tiglincii bir kirik noktasina girerek birlesmesi
ile olusur. Bu olay aymi bir kromozom iizerinde ya da farkli kromozomlar

arasinda olusabilir (22).

2.2.2.2. Dengesiz Yapisal Kromozom Anomalileri

Genetik materyalde kayba ve/veya artisa yol acan yeniden
diizenlenmelerde, klinik bulgular ortaya c¢ikar ve bulgularin siddeti olaya
katilan kromozom bélgesinin biiyiikliigii ve o bolgedeki fonksiyonel genlerle
dogrudan iligkilidir. Bashca dengesiz yapisal kromozom anomalileri;
delesyonlar, duplikasyonlar, marker ve ring kromozomlar, izokromozomlar ve

disentrik kromozomlardir.



2.2.2.2.1. Delesyonlar

Delesyon bir kromozom parcasinin kayb: ile kismi monozomi
olusmasidir. Klinik etkileri genellikle, delesyona ugrayan parcanin biiytikligii
ve bu parcadaki genlerin sayis1 ve islevine baghdir. Cok biiyiik delesyonlar,
ozellikle total genomun %2’sinden fazlasmin kayba ugradigi kromozom
anomalileri genellikle yasamla bagdasmazlar. Sitogenetik olarak gortilebilen
otozomal delesyonlarin yeni dogandaki siklig1 yaklasik olarak 1/7000'dir (77,
52).

Delesyonlar, terminal veya intersisyel olabilir. Delesyonlar, basit olarak
kromozom kirilmas1 ve asentrik kismin kaybolmasi ile ya da homolog
kromozomlar veya kardes kromatidler arasinda esit olmayan crossing over
sonucu olusabilirler. Dengeli translokasyon veya inversiyon tasiyicilarmmn

verdigi dengesiz gametlerde de delesyonlar ortaya ¢ikabilir.
2.2.2.2.2. Duplikasyonlar

Duplikasyon, bir kromozom segmentinin genomda 3 kez bulunmasi ve
parsiyel trizomiye yol agmasidir. Duplikasyonlar da delesyonlarda oldugu gibi,
esit olmayan krosing-over sonucunda olusabilir ya da translokasyon veya
inversiyon tasiyicilarinin gebelik {irtinlerinde goriilebilir. Duplikasyondan
etkilenmis fenotipler delesyondan etkilenmis fenotiplere oranla daha hafiftir

(24).
2.2.2.2.3. Halka Kromozomlar

Aynmi bir kromozomun iki kolunda olusan 2 kirtk noktasinin
birlesmesiyle olusan halka seklinde kromozomlardir. Sonu¢ olarak her iki
kolunda terminal uglarinin delesyonu s6z konusudur (24). Ender goriilmelerine

karsin insandaki her kromozomun halka kromozomu bildirilmistir. Eger halka
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kromozom bir otozom kromozomdan olusursa klinik tablo agir, fakat cinsiyet
kromozomlar ile ilgili ise daha hafif bulgu verir. Halka kromozomu en sik X

kromozomunda gortiliir.
2.2.2.2.4. izokromozomlar

[zokromozom, sentromerin her iki tarafinda ayni kromozom kolunun
bulundugu kromozomlardir. Genomda, kromozomun bir kolu i¢in monozomi,
diger kol i¢in trizomi s6z konusudur. Karyotipte, homolog kromozom giftine ek
olarak bir izokromozom bulunuyorsa, bu kromozom kolu igin olgu

tetrazomiktir (24, 77).
2.2.2.2.5. Disentrik Kromozomlar

Disentrik kromozomlar, sentromer igeren iki kromozom pargasinin
(farkl1 kromozomlardan veya bir kromozomun iki kromatidinden) sentromeri
bulunmayan pargalarin1 kaybederek u¢ uca eklenmeleriyle olusan nadir
gortiilen bir kromozom anomalisidir. Bu kromozomlar, parasentrik inversiyon
tastyicilarinin dengesiz iriinlerinde de goriilebilirler. Disentrik kromozomlar,
cift sentromer tasimalarina ragmen, sentromerlerden biri inaktiftir ve mitotik

olarak stabildir (77).
2.2.2.2.6. Marker Kromozomlar

Marker kromozomlar, normal kromozom setine ek ve c¢ogunlukla
mozaik olarak bulunan, klasik sitogenetik yontemlerle tammnamayan
kromozomlardir. Genel populasyonda goriilme sikliklar1 yaklasik olarak 2000
kiside 1'dir (71). Marker kromozomlar etkilenmis bireylerde saptandigi gibi
normal fenotipli bireylerde de goriilmektedir. Bunun nedeni sentrik
heterokromatinden olusan marker kromozomlarin fenotipi etkilememesidir.

Okromatin materyali tasiyanlar ise agir klinik bulgulara neden olurlar. Bu



11

nedenle marker kromozomlarin kokenlerinin belirlenmesi ve Okromatin
materyal tasiyip tasimadiklarinin belirlenmesi son derece oOnemlidir. Bu

arastirmada molekiiler sitogenetik yontemler kullanilmaktadar.

Marker kromozomlar, X/Y ya da otozom kromozomlarindan koken
alabilir. Otozomal kokenli markerlar iginde en siklikla (~ %40)goriilen 15’inci
kromozom kokenli olan disentrik kromozomlardir (39). Cogunlukla inv
dup(15) olarak belirtilen bu markerlar, 15’inci kromozomun kisa kolunu iki
kopya olarak ters bigcimde tasiyan cift satellitli markerlardir. Tiim inv dup(15)
markerlar ¢ift sentromerlidirler (68). Marker kromozomun 6kromatin materyali
icerip icermedigine bagli olarak fetal anomali riski ¢ok diisiikten %100’e kadar
genis bir dagilim gosterebildiginden genetik damismada problemlere yol
agabilir (77).

2.2.2.2.7. Mozaisizm

Mozaisizm, bir organizmada ayni zigottan kaynaklanan ancak genetik
yapilari farkli birden fazla hiicre dizisinin birlikte bulunmasidir. Bu durum,
zigotun gecirdigi mitoz boliinmelerde yeni bir mutasyon olusmasindan
kaynaklanir. Mozaisizm, tek gen ya da kromozomal, ya da dokusal olabilir.
Fenotipik olarak etkilenmis bireylerde yapilan calismalarda, lenfositlerde
normal bir kromozom seti (6rnegin, Pallister-Killian sendromunda oldugu gibi)
saptanmasina karsin fibroblast kiiltiirlerinde farkli kromozom yapis1 gosteren
hiicre dizisi goOsterilmistir Mozaisizmin bireyin gelismesine olan etkilerini
degerlendirmek, 6zellikle prenatal tanida saptandiginda cok giigtiir. Bu etkiler,
kromozom anomalisinin tiirii, non-disjunction olaymn zamani, anomalili

hiicrelerin oranlar1 ve etkilenen dokulara bagli olarak degisir (24, 55, 56, 78).
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2.3. Kompleks Kromozom Anomalileri (CCRs)

Kompleks kromozom anomalileri (complex chromosomal
rearrangements: CCRs), en az iki kromozomda en az {i¢ kirikla olusan yeniden
diizenlenmelerdir. Cogunlukla de novo olusan bu anomaliler nadiren ailevi de
olabilmekte, dengeli yada dengesiz olarak goriilmektedir. de novo CCRs siklikla
multipl konjenital anomali ve mental retardasyonlu bireylerde, dengeli
anomaliler ise kotii obstetrik Oykilti ciftlerde saptanmaktadir. Kirik

noktalarinin sayisi artikca etkilenme olasiligi da artmaktadir (22, 14, 27).

FISH calismalarinin yaygin olarak kullanilmasindan o6nce kompleks
kromozom anomalileri, kirik noktalarinin sayisi, ailevi yada de novo olusu ve
anomaliye katilan kromozom sayisi gibi kriterlere gore simiflandirilmistir.
Kleczkowska ve ark. (36) kompleks kromozom anomalilerini kdokenlerine gore
ailevi veya de novo olarak, Kousseff ve ark. (40) ise kirik sayisina gore
gruplandirmiglardir. Kousseff ve arkadaslarina gore; 3-4 kirikla olusanlar “I1.
grup”, en az 5 kirik ile olusanlar ise “2. grup” olarak siniflandirilmaktadir (36,

40).

FISH calismalarimin yaygin olarak kullanilmas: ile birlikte en kabul
goren siniflandirma Gardner ve Sutherland (22) tarafindan yapilmistir. Bu
siniflandirmaya gore kompleks kromozom anomalileri 3 gruba ayrilmaktadir.
Bu gruplar;

¢ Three way exchange (Ug kiriklr degisim): 3 kromozomun katildigi, 3

kirikla olusan yeniden diizenlenmeler

e Complicated CCRs (Komplike CCRs) : Kirik sayisinin  anomaliye
katilan kromozom sayisindan daha fazla oldugu komplike yeniden

diizenlenmeler

e Simple CCRs (Basit CCRs) : 2 bagimsiz, basit

diizenlenmenin bir arada goriildiigii anomalilerdir (22).
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2.4. Kromozom Anomalilerinin Tan1 Yontemleri

Insan organizmasinda nukleusu olan, bdliinebilme yetenegini
kaybetmemis tiim dokular kromozom c¢alismalarinda kullanilabilir. Metafaz
kromozomlar1 spontan mitotik aktivitesi olan dokulardan (kemik iligi hiicreleri
ve koryon viluslarin sitotrofoblast hiicreleri) direkt olarak, diger dokulardan ise
in vitro hiicre kiilturleri sonrasinda elde edilir. Elde edilen metafazlar, klasik
bantlama teknikleri ile degerlendirilir. En yaygin bantlama yontemi G bantlama
olup gerekli durumlarda diger (Q, C, R bantlama, NOR boyama) teknikler de
uygulanir. Prometafaz kromozomlar1 metafaz kromozomlarina oranla daha
uzun olduklarindan daha fazla bandin izlenmesine ve < 5 mb biiytikliigiinde
anomalilerin taninmasina olanak saglamaktadir. “High Resolution Banding
Technique” (HRBT) olarak adlandirilan bu teknik 6zellikle yapisal kromozom
anomalisi beklenen olgularda uygulanmaktadir.

1980°li yillarin sonlarinda, molekiiler genetik alanindaki gelismeler
sonucunda elde edilen 6zgiin DNA parcaciklarinin tel iplikli hale getirilerek
florokromlarla isaretlenmesi ve prob adini alan bu yapilarin kromozomlarla
hibridizasyonu esasina dayanan FISH yontemi, klasik uygulamalarla

taninamayan pek ¢ok kromozom anomalisinin taninmasini saglamistir (30, 58)

2.4.1. Klasik Bantlama Yontemleri

2.4.1.1. G Bantlama

Kromozom analizlerinde en yaygin kullanilan bantlama yontemidir.
Teknigin temeli, kromozom {izerindeki yapisal histon ve non-histon
proteinlerin bir proteaz (tripsin, pankreatin vb.) yardimi ile denatiirasyonunun
ardindan Giemsa (GTG) veya Leischman (GTL) ile DNAnin Adenin ve Timin
bazlarindan zengin heterokromatin bolgelerinin koyu boyanmasi esasina
dayanir. Guanin ve Sitozin bazlarindan zengin Okromatin bolgeler ise agik
boyanir. GTG bantlama ile haploid genomda metafaz evresinde yaklasik 400-
500 bant gortilebilmekte ve bu da yaklasik 5-10 Mb’lik (bant basina yaklasik 50
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gen) kromozomal degisimlerin taninabilmesini saglamaktadir. HRBT teknigi

ile, izlenebilen bant sayis1 daha da artmaktadr.

2.4.1.2. Q Bantlama

DNA'nin AT bazlarinca zengin bolgelerinin segici olarak quinacrine veya
atebrin gibi AT-0zgilin floresanli boya maddeleri ile boyanarak floresan
mikroskobu altinda parlak bantlarin elde edilir. Q bant ad1 verilen bu teknik ile,
tim sentromerler, 1, 9, 16. kromozomlarin perisentromerik bdlgeleri,
akrosentrik kromozomlarin sentromer ve satellit bolgeleri ile Ygh bolgeleri
parlak boyanir ve bu nedenle heteromorfizm c¢alismalarinda kullanilir (11, 12,

50).

2.4.1.3. C Bantlama

Kromozomlarin asid ve baryum hidroksid gibi bir alkali ile muamelesi
ile 6kromatik bolgelerin yapisinin bozulmas: saglanir ve bunu takiben Giemsa
ile boyanmasi ile kromozomlarin sentromerik bolgeleri ile basta 1, 9, ve 16 nolu
kromozomlar olmak {izere perisentromerik bolgeler ve Y'nin q kolunun
terminal bolgesi koyu boyanir. Gen igermeyen ve transkribe olmayan
konstitutif heterokromatini pozitif boyayan bu teknik polimorfizm ¢alismalars,
sentromere yakin kromozom anomalilerinin ve marker kromozomlarinda

okromatin varliginin arastirilamsinda kullanilir (75).

2.4.1.4. R Bantlama

R bantlama teknigi, GTG ile koyu boyanan kromozom bdélgelerinin agik,
acik boyanan kromozom bdlgelerinin ise koyu boyanmasini saglar. Boyama
icin floresanli bir boya olan akridin turuncusu veya Giemsa kullanilir.
Okromatin bolgelerinin koyu boyanmasini saglayan bu teknik, G bantlama ile
acitk boyanan ve saptanmasi zor olan terminal degisimleri belirlemek igin

kullanilir. Inaktif olan X kromozomunun daha soluk boyanmasini saglayan bu



15

teknik, translokasyon tipi yapisal X anomalilerinde bu kromozomun inaktif

olup olmadig: gosterir.

2.4.1.5. NOR Boyama (Nuclear Organiser Region)

Akrosentrik kromozomlarin satellit bolgeleri nukleolus
organizasyonundan sorumlu (Nucleolar Organizer Region), rRNA kodlayan
genlerin ¢ok sayida kopyasini igerir. Bu bolgeler giimiis nitrat ile koyu boyanur.
Kisiden kisiye farkli boyanma 0Ozellikleri gosterebilen bu bdolgelerin
boyanmasinda kullanilan NOR boyama teknigi, polimorfizmlerin gosterilmesi
ve marker kromozomlarin satellit icerip igermediginin anlasilmasinda

kullanilir.

2.4.2. HRBT (High Resolution Bantlama Teknigi)

Metafaz kromozomlarinin sahip olduklar1 bant seviyesi kromozom
analizlerinde ancak 5 mb’ den daha biiyiik anomalilerin taninmasina olanak
saglamaktadir ancak bu teknik, >550 bant iceren prometafaz hatta profaz
kromozomlarinin incelenmesini miimkiin kilmaktadir ver bu da daha ytiksek
bant seviyesinde analiz yapilabilmesini saglamaktadir. {lk olarak 1976’da Yunis,
tarafindan gelistirilen bu yontem, lenfosit hiicre kiltiirtiniin metotraksat ile
senkronize edilerek kromozomlarin daha az kondanse olduklar1 prometafaz
evresinde elde edilmesi temeline dayanir (89). Senkronizasyon igin, hiicre
dongiisii erken bir evrede, kimyasal bir madde (MTX ve BrdU) ile bloke edilir.
Daha sonra bu blok kaldirilarak tiim hiicrelerin es zamanh boliinmeye
uyarilmas: saglanmaktadir. Sitogenetik laboratuarlarinda HRBT'nin daha sik
kullanilmaya baslanmasi ile birlikte kromozomlarin bazi yapisal yeniden
diizenlenmeleri alt bantlar diizeyinde tanimlanabilmis ve baz1 genetik

sendromlarin kromozomlardaki mikrodelesyonlarla iliskisi ortaya ¢ikarilmaistir.
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2.4.3. Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Kromozom anomalilerinin saptanmasinda kullamilan klasik bantlama
yontemlerinin, kompleks anomalilerin (mikrodelesyon ve duplikasyonlar,
inversiyonlar, insersiyonlar vb.) aydinlatilmasinda yetersiz kalmasi tizerine
arastiricilar yeni teknikler gelistirme yoluna gitmislerdir. Bu amagla gelistirilen
yontemlerden birisi de kromozomlarin belli bolgelerine 6zgiin DNA dizilerinin
(prob) enzimatik yolla floresan veren maddelerle isaretlenerek DNA ile hibrid
olusturmasi ve mikroskopta goriintiilenmesi esasina dayanan “floresan in situ

hibridizasyon= FISH” teknigidir (58).

Bu yontemin ¢ikis1 1969 yilinda birbirlerinden bagimsiz ¢alisan Gall (30)
ve Pardue’nin (58) yapmis olduklar1 ribozomal problarim1 Xenopus laevis
nukleusundaki DNA’ya hibridize etmeleri ile baslamistir. John ve ark. (33),
radyoaktif izotoplarla isaretlenmis problarini, denatiire edilmis sitolojik
preparatlarda hedef hiicre DNA’s1 ile hibridize etmisler ve otoradyografiden
sonra hibridizasyon bdlgelerinin giimiis partikiillerle isaretlendigini
gostermislerdir. %I, 3H, S gibi radyoizotoplar teknigin kullanildig1 ilk
donemlerde problarin isaretlenmesinde kullanilmaktayds, ancak radyoizotoplar
bir¢ok agidan dezavantaja sahiplerdi. Radyoaktif molekiillerin hibridizasyon
alam disina sagilmalari, zararli olmalari, Omiirlerinin kisa olmasi ve radyoaktif
isaretlemenin uzun zaman almas: arastiricilar1 yeni isaretleme tekniklerinin
gelistirilmesine yonlendirmis ve niikleik asitlerin isaretlenmesinde nonizotopik

tloresan ve enzimatik 6zellikli molekiiller kullanilmaya baslanmaistir.

Rigby ve ark. (62) 1977 yilinda DNA klonlama teknikleriyle elde edilen
problarin isaretlenmesi igin yeni bir teknik gelistirdiler. “Nick translasyon” ad1
verilen bu teknikle problarin radyoaktif ve non-radyoaktif molekiillerle

isaretlenmesi saglandi (62).
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Tk radyoaktif olmayan isaretlemeyi Langer 1981 yilinda  nick
translasyon yontemiyle biotin kullanarak gerceklestirmistir. Bu sistemin esasi
dTTP nin biotinlenmis analogu olan biotin ( d ) UTP ile yer degistirmesine
dayanmaktadir (41, 42). Biotinin yanisira digoksigenin, sulfonat ve floresin gibi
floresan isaretleme molekiillerinin de kullamilmaya baslanmas: ile In situ

hibridizasyon teknigi, Floresan In Situ Hibridizasyon teknigi adini almistir.

Sitogenetik ile molekiiler genetik arasinda bir koprii olusturan FISH
teknigi sitogenetik tanida onemli bir tamamlayici olarak hizla kullanim alani
bulmustur. Molekiiler genetikteki ilerlemeler ¢cok sayida 6zgiin DNA dizilerinin
klonlanmasina olanak saglamis ve bu sayede belirli bolgelere 6zgiin tek iplikli
DNA oligoniikleotidleri (prob) elde edilmistir. Bu problarin, metafaz
kromozomlarinda ya da interfaz nukleus DNA’sina hibridizasyonu sayesinde
ozgun bolgeler goriintiilenebilmistir. FISH, standart bantlama teknikleri ile
tanimlanamayan 5mb dan kii¢iik kromozom anomalilerinin (submikroskobik
delesyonlar, duplikasyonlar, translokasyonlar, inversiyonlar ve marker
kromozomlar) aydinlatilmasinda vazgecilmez bir teknik olmustur.

Probun isaretlenmesi, prob ile hibridize edilecek materyalin fikse
edilerek preparatlara yayilmasi, prob ile hedef dokunun denatiire edilmesi,
denatiire edilen prob ile hedef DNA'min hibridizasyonu, hibridizasyon sonrasi
yikamalar ve immunokimyasal ve mikroskopi yontemleri ile hibridizasyonun

gortniir hale getirilmesi FISH tekniginin temel basamaklarini olusturur.

2.4.3.1. Problar

Problar, ilk olarak klonlama teknikleri ile olusturulmustur. Genomdan
izole edilen bir DNA parcasinin, uygun vektorlere yiiklenerek, bakteri
hiicrelerinin igerisine sokulup hiicre i¢inde ¢ogalmasi ile problar tiretilmistir.
Daha biiyilik fragmentler, kozmid, Bacterial Artificial Chromosomes (BAC),

veya Yeast Artificial Chromosomes (YAC) gibi amaca uygun vektorler igine
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yerlestirilerek bakteri veya maya gibi konak hiicreler igerisinde ¢ogaltilirlar

(51).

2.4.3.1.1. Prob Cesitleri

FISH tekniginde kullarmlan problar ¢ok cesitlidir. Kromozom tizerindeki
hedef bolgelerine gore problar baslica 3 sinifa ayrilirlar;
¢ Lokusa 6zgii problar (kozmid problar),
e Tekrarlayan dizilerden olusan problar (sentromerik veya alfa satellit
problar)
e Kromozomun tiimiinii veya belirli bir bolgesini boyayan problar

(painting veya whole chromosome painting problar) (13).

2.4.3.1.1.1. Lokusa Ozgii Problar

Interfaz nukleusunda ya da metafaz kromozomlarinda bir gene veya
genin icindeki bir bolgeye ait 6zgiin DNA dizilerinden olusan ortalama 15-
500kb biiyiikliigiinde problardir (Sekil 2-1). Daha ¢ok mikrodelesyonlarin ve
duplikasyonlarin saptamasinda (DiGeorge Sendromu, Miller-Dieker Sendromu,
Prader Willi/Angelman Sendromu vb) ve kirik noktalarinin belirlenmesinde

kullanilmakta ve ticari olarak satilmaktadir (80).

2.4.3.1.1.2. Tekrarlayan Dizi (Satellit) Problar

Insan DNA’s1 biiyiik dlgiide tekrarlayan diziler icermektedir. Bu tekrar
dizileri ve satellit bolgeleri total genomun %10-20’sini olusturmaktadir.
Kromozomlarin sentromerik ya da perisentromerik bolgelerinde 10° - 10° baz
cifti uzunlugunda tekrar dizileri vardir. Bunlar alfa-satellit, beta-satellit ya da
diger satellit DNA dizilerinden olusur ve ¢ogu, her kromozom i¢in 6zgtindiir
(48).

Tekrarlayan dizilere Ozgiin problar; “sentromerik”, “beta satellit”,

“klasik satellit” ve “telomerik” problar olarak gruplandirilir ($Sekil 2-1). Alfa
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satellitlere 0zgiin sentromerik problar biitiin kromozomlarin sentromerlerine
ozgun tekarlayan monomer dizilerdir. 1-170 kb biiyiikligiindeki bu problar
glgclii sinyal verirler ve bu 0zelliklerinden dolay1 interfaz FISH incelemeleri ile
fetal anoploidilerin hizli tamisinda kullanilmaktadir. Ayrica cinsiyete bagh
hastalik endikasyonu bulunan hastalarda hizl cinsiyet tayini igin, marker ve
halka kromozomlarda da sentromerik kokeninin arastirilmasi igin
kullanilmaktadir (76). Beta satellit problar, perisentrik heterokromatin
bolgelere, akrosentrik kromozomlara ve 9. kromozoma lokalize olurken,
biyolojik olarak kisiden kisiye farklilik gosterdiklerinden alfa satellit problardan
ayrilirlar. Klasik satellit problary, AATGG tekrar dizileri ile baglantili olarak 1,
9, 15 ve 16. kromozomlarin perisentrik heterokromatin bolgelerine ve Y
kromozomunun uzun koluna 6zgii DNA dizilerinden olusur (86, 82).

Okaryotik kromozomlar telomerlerle sonlanir. Insanlarda telomerler,
toplam 2-15kb biiyiikligiindeki 5-TTAGGG-3’ tekrarlarindan olusur. Bu dizi
kromozom ucunu korumak ve onarmak icin gerekli olan niikloeprotein
kompleksini olusturur (38). Telomerik problar bu tekrarlayan dizilere 6zgiin
problardir. Telomer bolgeleri, GTG bantlamalarinda agik renk boyanan
bolgelerdir ve bu nedenle olas1 kriptik degisimlerin taninmas: olduk¢a zordur
(37). Telomerlerin yapisinda tekrar bolgelerinin distalinde kromozoma 6zgiin
ve islevsel genler acgisindan zengin subtelomerik bolgeler bulunmaktadir. Son
yillarda, bu bdlgeleri iceren dengesiz yeniden diizenlenmelerin yol ac¢tig1 yeni
sendromlar tanimlanmaktadir. Telomerik bolgelerle yapilan ¢alismalar bu tiir
diizenlenmelerin mental retardasyonun 6nemli nedenlerinden biri oldugunu

gostermektedir (63).

2.4.3.1.1.3. Kromozomun Tiimiinii Boyayan (Painting) Problar

Bir kromozomun tiimiinti kapsayacak sekilde farkli bolgelerine 6zgiin

DNA dizilerinden olusturulan prob karistmi hazirlamir ve kromozomun p
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terminalinden q terminaline kadar timiiniin boyanmas: saglanir (Sekil 2-1).
Painting (whole chromosome paintig — wcp) problar, flow sitometri yardimiyla
tek tek izole edilen kromozomlarin PCR ile ¢ogaltilmasiyla, monokromozomal
hiicre hibritlerinden ve kromozom kiitiiphaneleri kullanilarak elde edilir (48,
46, 21).

Mikrodiseksiyon yonteminin giderek gelismesiyle painting problarin
tretimi ve kullanimi giderek yayginlasmistir. Bu gelisimin dogrultusunda
kromozomlarin her bir kolunu ayri renklerde boyayabilen “arm spesifik
problar” ve kromozomlarin belli bir bandini ya da her bandini ayri ayri

boyayabilen “bant spesifik problar” tiretilmistir (Sekil 2-1) (66).

= "”” ~  H

&/
d e f
pa
a-Painting prohlar d- Subtelomerik problar
h-Arm spesifik problar e-Band spesifik prohlar
¢-Seniromerik problar fLolus spesifik prohlar

Sekil 2-1: Prob cesitleri — Speicher (70)’den degistirilerek
2.4.3.1.2. Problarin Elde Edilmesi

DNA'min herhangi bir bolgesinin kopyalanmasi temel olarak 2 yolla
yapilabilir. Bunlardan ilki hiicre i¢i klonlama (cell-based cloning) digeri ise

polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction=PCR) teknigidir.
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Hiicre i¢i klonlama tekniginde hedef DNA molekiilleri bir vektore
yerlestirilir ve uygun konak hiicreye transfer edilir (transformasyon). Hibrid
molekiil (DNA-vektor molekiilii), konak hiicre igerisinde defalarca
replikasyona ugrayarak klonlanir. Daha sonra klonlanmis olan DNA molekiilii

bulundugu konak hiicreden ve baglandig: vektorden izole edilebilir (73).

PCR’la klonlama tekniginde ise klonlanmak istenen DNA dizisi i¢in bu
diziye 6zgilin primerler segilir ve bu primerler ile uygulanan PCR isleminin

dongii sayisimin artmastyla binlerce kopya elde edilmis olur (73).

In situ hibridizasyon igin gelistirilen ilk problar, hiicre ic¢in klonlama
teknigi kullanilarak elde edilmistir. Konak hiicre olarak yiiksek kapasiteli hiicre
boliinme 6zelliklerinden dolay: bakteri hiicreleri tercih edilmekle birlikte fungal

hiicreler de kullanilmaktadir (73).

Klonlanmasi istenen DNA dizisinin konak hiicreye girip replike olmasini

saglayan vektorler ise 2 ana gruba ayrilir

e Plasmidler : Dogada cogunlukla bakterilerde bulunmalarina ragmen
okaryotiklerde de olabilmektedirler (S. Cerevisiae). Plasmidler kromozomal
DNA dan ayri, kendi kendine ¢ogalabilen (self replicative) ¢ogunlukla cift
iplikli DNA yapilaridir. Cok az gen igeren kiigiik, dairesel, ¢ift zincirli DNA

molekiilleridir. Hiicre igerisinde fonksiyoneldirler.

e Bakteriyofajlar : Bakteri hiicrelerini enfekte eden viruslerdir. Dairesel ya da
lineer ¢ift zincirli 5-500 kbp DNA’ya sahiptirler. Plasmidlerden farkl olarak

hiicre disinda da fonksiyoneldirler (3).
Prob eldesinde siklikla kullanilan vektorler sunlardir:

Plasmidler, bakteriyofaj A, kozmidler, P1 bakteriyofaj, BAC, PAC, YAC'lar
(Tablo 2-2).
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Tablo 2-2: Vektorler ve DNA tasima kapasiteleri - Strachan (73)’den degistirilerek

Vektor Tasima kapasitesi
Plasmid Vektérler 0-10 kb
Bakteriyofaj A 9-23 kb
Kozmidler 30-44 kb
P1 Bakteriyofaj 70-100 kb
BAC (bacterial artificial chromosome) |[300 kb
PAC (P1 artificial chromosome) 150-300 kb
YAC (yeast artificial chromosome) 0.2-2.0 Mb

2.4.3.1.2.1. Plasmidler

Plasmid kelimesi ilk olarak Joshua Lederberg tarafindan 1952 yilinda
kullanilmis ve kromozom dis1 genetik element (extra chromosomal genetic
element) olarak tanmimlanmistir. Genellikle birka¢ kilobazlik DNA
parcaciklarinin tranformasyonunda kullanilmakla birlikte nadir olarak 5-10
kb’lik pargalarin tasinmasinda da kullanilabilirler. DNA tasima kapasitelerinin

diistik olmas1 dezavantajlaridir (64).
2.4.3.1.2.2. Bakteriyofaj A

Kendisine ait olmayan yabanci bir DNA parcasi tasimas:t durumunda dahi
hayat dongiilerine devam edebilen Bakteriyofaj A, icerisinde DNAnin oldugu
bas kismi ve tizerinde fiberlerin oldugu kuyruk kismindan olusur. Genomu gift
zincirli lineer DNA molekiiliinden olusmaktadir. Ve yaklasik 45-48 kb’lik bir
uzunluga sahiptir. Bakteriyofaj A genomu yaklasik 30 genden olusmaktadir. Bu
genlerin bir kismimin gorevi biiytime ve konak hiicreyi parcalamakla iligkilidir.
Biliyiime ve lizizle ilgili olmayan genler kesilip atildiktan sonra klonlanacak
DNA, A genomu igerisine eklenir ve hibrid genomun 2 ucuna tek zincirli 12
niikleotidlik (cos) u¢ olusturulur. Bu bakteriyofaj A genomu konak hiicreye
transforme edilerek konagin genomuna eklenir ve birlikte replike olur. Bu

yontemle 20 kb biiyiikliigiinde DNA pargalar: tagimnabilir (77, 64).
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2.4.3.1.2.3. Kozmidler

Kozmid vektorler, standart plazmidlere cos dizisi eklenerek olusturulur ve

boylece tasima kapasitesi 30—44 kb’a ulasir (73, 15, 64).
2.4.3.1.2.4. P1 Bakteriyofajlar

P1 bakteriyofajlarin 70-100 kb’lik tasima kapasiteleri vardir. Bu vektorler
genel olarak genomic DNA parcalarinin vektor kollar: ile birlikte ligasyonu
sonucu olusturulurlar ve dolayisiyla liner bir DNA molekiilii meydana gelir.
Bu da viral partikiiller i¢cinde daha iyi islenmeyi ve paketlenmeyi saglar.
Bakteriyofaj partikiillerinin siki paketlenmesi P1 bakteriyofajlarin DNA tasima
kapasitelerini arttirabilir (yaklasik 110 kb) (26).

2.4.3.1.2.5. Bakteri Yapay Kromozomlar (BAC: Bacterial Artificial

Chromosomes)

1992 yilinda Shizuya ve arkadaslar: tarafindan gelistirilen, antibiyotik direng
geni tagiyan ve Escherichia coli F factor’den (fertilite faktorti) tiiretilen dairesel
DNA molekiiltidiir. PAC’larla benzer 6zelliklere sahiptirler. 300 kb DNA tasima
kapasiteleri vardir. Yiiksek kapasiteleri ve stabil kalabilmeli sayesinde genom
kiitiiphanelerinin olusturulmasinda siklikla kullanilmaktadir. Kimerizm ve

DNA karasizligi oranlarinin diisiik olmasiyla YAC'lardan ayrilirlar. (3, 74, 69).
2.4.3.1.2.6. P1 Yapay Kromozomlar (PAC: P1 Artificial Chromosomes)

Yapisal olarak P1 bakteriyofajlara ozellik olarakta BAC’lara benzeyen
dairesel DNA molekiilleridir. 300 kb’ye kadar DNA’y1 tasiyabilirler. Oldukga
stabil bir yapiya sahiptirler. BAC'lara nazaran tasidiklar1 DNA daha verimli bir
sekilde izole edilebilir (64, 26).
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2.4.3.1.2.7. Maya Yapay Kromozomlar ( YAC: Yeast Artificial Chromosomes)

YAClar gercek maya kromozomlarina benzer yapida olan lineer DNA
molekiilleridir. Ortalama 1-2 Mb ile en yiiksek DNA parcas: tasima
kapasitesine sahip vektordiir. Telomer, sentromer ve replikasyon bolgesi olmak
tizere 3 ayr1 bolgeye sahiptirler. Yiiksek kapasitelerine ragmen kimerizm
oraninin fazla olusu, nadiren eklenen DNA’nin maya genomuyla karigsmasi
sonucu izolasyunun zorlagsmas:i ve karasizhigr gibi bazi dezavantajlar1 da

bulunmaktadir (73, 9, 65, 74).

2.4.3.2. Problarin isaretlenmesi

Radyoaktif olan problar otoradyografi ile non-radyoaktif olanlar ise
immiinokimyasal yollarla isaretlenmektedir.
Non-radyoaktif problarin isaretlenmesinde “direkt” ve “indirekt” olmak

tizere iki yontem kullamilmaktadir.
2.4.3.2.1. Direk Isaretleme

Arac1 molekiil direkt olarak proba baglanir ve hibridizasyondan hemen
sonra mikroskopta gozlenebilir ($ekil 2-2). En 6nemli nokta, prob ile araci
molekiil arasindaki bagin agir hibridizasyon ve yikama kosullarina
dayanabilmesidir. Ayrica aract molekiiliin hibridizasyonun duyarlilig: tizerine
negatif etkisinin olmamasi gerekmektedir (85). Bu yontemde kullanilan problar
kiicik DNA dizilerinden olustugundan, sinyaller kisa Omiirlii olmakta ve
goruntiilemede problemlere neden olmaktadir. Ancak ¢ok renkli FISH
uygulamalar igin elverisli olmasi ve hibridizasyon yontemini hizlandirmasi
nedeniyle direkt yontem, prenatal tanida ve preimplantasyon uygulamalarinda
tercih edilmektedir (18, 61, 84).

En sik kullanilan araci molekiiller;

Floresan 2'-deoksitiridin trifosfat 5' (d-UTP)

Rhodamin d-UTP ve Kumarine d-UTP’dir.
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2.4.3.2.2. indirekt isaretleme

Arac1 molekiil, kimyasal veya enzimatik olarak proba baglanir (Sekil 2-
2). Sinyalin gortiniir hale gelmesi immunohistokimyasal afinite reaksiyonlari ile
sagladigindan goriintiilleme dolayli yoldan gergeklesir (6, 57). Indirekt
yontemde siklikla Dbiotin-avidin, biotin-streptavidin, digoksigenin ve
dinitrofenol kullanilir (8, 41, 44). Direkt yonteme gore daha hassastir ve prob
boyunca baglanan hapten sayisi daha fazla oldugu igin sinyal ¢ok daha
kuvvetlidir. Ancak hibridizasyon sonrasi yikama asamalarinin direk
isaretlemeye gore biraz daha uzun ve non spesifik sinyallerin daha fazla olmas:

yontemin dezavantajidir.

T

P S A W
Proba | ] | Target

indirek Isaretleme Direk Isaretleme

] J

c ! =

d | }

ﬂ,. i v Hapten 2 Flucrophang

a-Prob ve hedef DINA

h-Prohlarn igareilenmesi (sol: indirek, sag: direk)

¢-Denatiirasyon

d-Hedef DA ve probun hirlegmesi (direk isaretleme igin son hasamalk)
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Sekil 2-2: Direk ve indirek Isaretleme - Speicher (70)’den degistirilerek
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2.4.3.3. Prob Isaretleme Teknikleri

2.4.3.3.1. Rasgele Secilmis Primerlerle DNA Isaretlenmesi (Random Primed
DNA Labelling)

Bu teknik aymi zamanda “oligolabeling” olarakta bilinmektedir. 10
ng’dan 3 ug’a kadar olan DNA fragmentleri bu yontemle isaretlenebilir (20).
Her 20-25 niikleotidde bir modifiye niikleotid (digoksigenin-, biotin-, veya
floresan-dUTP), yeniden sentezlenen DNA probunun igine sokulur. Boylece
probun yiiksek duyarlilikta isaretlenmesi saglanmis olur.

Random primed isaretleme reaksiyonu olas1 tiim hekzantikleotidlerin (6
niikleotid) karisiminin hibridizasyonuna dayahdir ($ekil 2-3). Baslangi¢ olarak
DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir ve yavasca sogutulur. Bu arada
kalip DNA dogrusal hale getirildikten sonra denatiire edilir ve hekzantikleotid
primerler tek tek komplementer bdlgelerine baglanirlar. Baslangi¢ olarak,
primer kalip DNA'nin 3’-OH ucuna baglanir ve bu baglanmay: takiben Klenow
enzimi, 523" polimeraz aktivitesi ile tek =zincirli DNA’yi kalip olarak
kullanarak yeni DNA’y1 sentezler. DNA sentezi biri isaretli olmak tiizere 4
dNTP'nin varhiginda meydana gelir. Ortamda bulunan isaretli niikleotidlerin,
yeni sentezlenen DNA’ya yerlesmesi ile kalip DNA isaretlenmis olur. Bir saatlik
reaksiyon sonrasinda 200-1000 bp uzunlugunda isaretlenmis DNA fragmentleri

elde edilir (73).

2.4.3.3.2. Nick Translasyon ile DNA Isaretlemesi

Rigby ve ark. (62) tarafindan gelistirilmis olan Nick translasyon yontemi
niikleik asitlerin radyoaktif ve non-radyoaktif molekiillerle isaretlenmesinde en
sik kullanilan tekniktir. Isaretlenecek dizi eklendigi vektorden ayrilmis bir
DNA pargast olacag: gibi rekombinant molekiiliin (vektor + DNA) tamami da

olabilir.
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Sekil 2-3: Rasgele Secilmis Primerlerle DNA Isaretlenmesi - Strachan (73)’den
degistirilerek

Prensip olarak c¢ift =zincirli DNA molekiiliiniin, isaretlenmemis iig
deoksiribontikleosit trifosfat, isaretlenmis bir deoksiriboniikleosit trifosfat ve
magnezyum iyonlarinin varliginda bovin pankreatik deoksiriboniikleaz I
(DNaz I) ve E.coli DNA polimeraz I (Pol I) ile inkiibe edilmesine dayanmaktadir
(Sekil 2—4) (59).

DNaz I hem cift zincirli hem de tek zincirli DNA’y1 hidrolize edebilen bir
endontikleazdir. Mg* varliginda c¢ift zincirli DNA'nin tek zinciri {izerinde
gelisigiizel gentikler olusturur. E.coli DNA polimerazi olan Pol I, bakteriyal
genomun sentezinden sorumludur. Ayrica Pol I hem 5-3" hem de 3’-5" yoniinde
ekzontikleaz aktivitesine sahiptir. Bu ytizden Pol I cift zincirli DNA’y1 kalip
alarak tek zincir tizerinde sentez yapabilir. Teorik olarak nick translasyon
olayinda DNaz I bir Pol I'in gorev yapabilmesi i¢cin DNA iizerinde g¢entikler
olusturarak serbest 3" hidroksi ucu ve 5 fosfat ucu olusturulur. Pol I'de ¢entik

atilmis zincir tizerinde 3’-OH ucunun primer olarak alir ve 5’-3’ yoniinde
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ilerleyerek kalip DNA’y1 baz alarak deoksiroboniikleotid degisimi yapar. Ayni
zamanda 5-3’ ekzoniikleaz aktivitesiyle de sentez yoniindeki nukleotidleri
ortadan kaldirir. Polimerizasyon islemi enzim aktivitesi bitene kadar devam
eder ve isaretli deoksiriboniikleotidin orijinal nukleotidle yer degisirmesi ile

sonuglanir (23).

Nick translasyonla isaretlenmis probun yapisi, en duyarli sonuglarin
aliabilmesi i¢in optimize edilmelidir. Bu ytlizden nick translayon isleminin
kontrolii i¢in denatiirasyon sonrasi jelde yiiriitme asamasinda, prob boylarinin
ideal olarak 200-500 bg¢ araliginda gozlenmesi amaglanmaktadir. Problarin
ortalama boylari, reaksiyon esnasindaki DNaz yogunluguna ve dolayisiyla

olusturulan ¢entiklere bagh olarak degiskenlik gostermektedir (73, 23).

Nick
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Sekil 2—4: Nick Translasyon ile DNA Isaretlemesi
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2.4.3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR ) ile Prob Isaretleme

PCR yoOntemi ile DNA veya RNA molekiilii 6zgiin olarak birka¢ milyon
kez c¢ogaltabilir. PCR yonteminde, DNA dizisi c¢ogaltilirken, isaretli bir
niikleotid kullanilarak (digoksigenin-11-dUTP gibi) isaretleme de yapailabilir.
Hizhh ve gilivenilir olan bu yontem, giniimiizde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

2.4.3.3.4. PRINS (Primed in Situ isaretleme)

PRINS, in situ hibridizasyonda kullanilan alternatif bir yontemdir (20).
PRINS yoOnteminde, isaretsiz sentetik oligoniikleotidler, uygun baglanma
kosullarinda denatiire edilmis metafaz yaymalarindaki kromozomlara
baglanirlar. DNA ¢ift sarmalinin tek bir zincirine baglanan primerlerin, 1siya
dayanikli DNA polimeraz kullanarak uzamasi saglanir (28). Primerlerin uzama
reaksiyonu sirasinda, polimeraz enzimi, yeni sentezlenen DNA nin i¢ine non-
radyoaktif isaretli niikleotidlerin girmesine izin verir ve bdylece, yeni
sentezlenen DNA isaretlenmis olur (29). Bu yontemle problar hem direkt hem

de indirekt olarak isaretlenebilir.

2.4.3.4. Dokularin Hibridizasyona Hazirlanmasi

Kromozom anomalilerinin tamisinda yaygin olarak kullanilan FISH
teknigi bir¢ok doku tizerinde uygulanabilmektedir. Kiiltiir edilmis veya
edilmemis periferik kan lenfositleri, trofoblast dokusu, amniyotik siv1 hiicreleri,
fetal kan ve parafin kesitlerindeki dokulardan hazirlanan oOrneklere
uygulanabilir. Prob ve hedef DNA arasinda iyi bir hibridizasyonun olmasi i¢in
preparasyon asamast oldukc¢a onemlidir. Sitoplazma ya da protein artiklari,
probun hedef bolgeye baglanmasini engelleyecegi igin yayma kalitesinin ¢ok iyi

olmas: gereklidir. Buna ragmen yayma ile birlikte olusabilecek artiklarin ise
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proteaz (pepsin), deterjan ve DNaz icermeyen RNaz uygulamalari ile ortamdan

uzaklastirilmalar1 gerekmektedir.

2.4.3.5. Denatiirasyon
Bu asama hibridizasyon icin ilk basamak oldugundan FISH tekniginin en

onemli asamalarindan biridir. Prob DNA'nin hedef DNA’ya yapisabilmesi igin
her iki DNA'min da tek zincirli hale getirilmesi yani denatiire edilmesi
gerekmektedir. Niikleik asitler, komplementer dizilerine, bazlar arasindaki
zayif hidrojen baglar ile baghdir. Bu baglar, hibridizasyondan 6nce, alkalin
ortamda ya da yiiksek pH ve 1s1 yardimiyla kirilarak DNA molekiilii tek zincirli
hale getirilebilir. Bir DNA’daki GC ¢iftinin molar orani arttik¢a, erime 1s1s1 (Tm)
da artar. Tm degeri, ortamda bulunan cift zincirli DNA’lardan yarisinin tek

zincirli hale geldigi, yani denatiire oldugu 1sidir (7).

2.4.3.6. Hibridizasyon
Hibridizasyon, denatiire edilmis DNA'nin, Tm degerinden daha diistik

bir 1s1da, komplementer zinciri ile eslesmesidir. Is;, pH, monovalent katyonlar
ve organik eriyikler, prob uzunlugu ve prob konsantrasyonu Tm degerini ve

renatiirasyonu etkiler (87).

2.4.3.7. Hibridizasyon Sonras1 Yikamalar

Hibridizasyon asamasindan sonra spesifik olmayan hibrid molekiilleri
ile, ortamdaki hibridize olmamis problar seyreltilmis tuz ¢ozeltisi

(formamid/SSC) ve deterjanlar (Tween) kullanilarak ortamdan uzaklastirilir.

2.4.3.8. Hibrid Molekiillerin Goriintiilenmesi

Direkt yontemle isaretlenmis floresan problar kullanildiginda,
preparatlar hibridizasyon sonrasi yikamalarin hemen ardindan floresan
mikroskopta degerlendirilebilir. Indirekt yontemle isaretlenmis problar ise

immunositokimyasal reaksiyonlardan sonra goriintiilenebilir. Floresanla
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isaretlenmis DNA’y1 goriintiilemek icin kullamilan karsi-boyalar (antifade)

genellikle kirmizi floresan veren PI ya da mavi floresan veren DAPI'dir (35).

Probun isaretlendigi molekiile ve fluokroma gore uygun filtre segimi

yapilir. En sik kullanilan fluokrom FITC (yesli) TRITC (kirmizi) ve AMCA

(mavi) dir. Cok renkli FISH uygulamalarinda ise birden fazla rengin

gorintiilenebilmesini saglayan filtre sistemleri kullanilmaktadir (Tablo 2-3).

Tablo 2-3: Sik kullamilan fluokromlar ve dalga boylari

Dalga Boyu

- Turkuaz Yesil Sar1 Turuncu -
FITC/ TAMRA/ | TexRed/C
Fluokrom | DAPI DEAC R110 R6G Cy3™ y3.5™
Eksitasyon | 550 426 494/500 524 552/550 | 590/581
Dalga Boyu
Emisyon ¢, 480 517/525 550 575/570 | 612/596
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Caligmanin materyalini, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, T1bbi
Genetik AD, Sitogenetik laboratuarinda MKA/MR endikasyonu ile kromozom
analizi yapilan ve 9., 13. ve 22. kromozomlarini ilgilendiren kompleks yapisal
kromozom anomalisi saptanan 15 olgunun ileri c¢alismalar igin fiksatifte
saklanmis hiicre kiiltiir Ornekleri olusturdu. Yeterli kalitede mitoz elde

edilmeyen olgulardan yeni kan 6rnekleri alinarak hiicre kiiltiirii yapild.

3.1.1. Geregler

e Laminal Air Flow

e Etuv (Heraeus)

e Bakteri kiiltiirti etiivia

e Zaman ayarl santriftij

e Sogutmali santrifiij (Hettich)

e Mikrosantrifiij (Heraeus)

¢ Isik-Floresan Mikroskobu ve 365/480 ve 540/550 dalga boyunda floresan
tiltreleri (Nikon, Olympus)

¢ Inverted mikroskop (Nikon)

e Hassas terazi (Metzler)

¢ Derin dondurucu (Bosch)

e Mikropipet (Eppendorf)

¢ pH metre

¢ Subanyosu

* Vortex

e (Calkalayic

e —85°C dondurucu

o Otoklav
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e Konik beher
¢ Plastik gode
e Hibridizasyon cihaz1 (Dako Hibridizer)

3.1.2. Stok Soliisyonlar

3.1.2.1. Periferik Kan Lenfosit Kiiltiir Medyumlari

e Peripheral Blood Karyotyping (Biological Industries)
e Chang MF (Irvine Scientific)

Medyum Hazirlanmasi: Peripheral Blood Karyotyping veya Chang MF +
%1 L-Glutamine (Biological Industries) + %1 PSA (Penisilin + Streptomisin

+Amfoterisin (Biological Industries))

—20 °C’de buzdolabinda saklanan medyumlar, kullanimdan 6nce 37

°C’lik etiivde 1sitilir.

3.1.2.2. Kromozom Eldesinde Kullanilan Soliisyonlar

¢ Kolsemit (Biological Industries): +4°C’de saklanir.

¢ Timidin (Sigma) : 1g timidin + 67 ml bazal medyum (Ham’s F10) +4

°C’de saklanuir.

¢ Hipotonik soliisyon: 0.075 M KCL (Merck) = 11.2g KCL + 2000 ml distile

su (37 °C’'lik su banyosunda saklanir)

¢ Carnoy fiksatifi: Methanol ve asetik asit (Riedel) 3:1 (v/v)

3.1.2.3. BAC Kiiltiir ve izolasyon Soliisyonlart
¢ Qiagen Hispeed Plasmid Maxi Kit igerigi:

P1, P2, P3, OBT, QC, QF, TE, RNase A soliisyonlar1

e LB Broth (MILLER) (Luria Bertani medium-Merck)
Hazirlanisi: Toz halindeki stok LB Broth'tan 25 gr tartilir ve 1 litrelik

siseye aktarilir. Uzerine distile su eklenerek 1 litreye tamamlanir. iyice
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karistirilarak toz halindeki LB'nin ¢oziilmesi saglanir ve 121 °C’" de 15 dakika
otoklavlanir. Otoklavdan c¢iktiktan sonra +4 °C’ de saklamir. Kullanilmadan

once yaklasik 550 pl kloramfenikol eklenir.
¢ Kloramfenikol (12,5 ug/ml)

e (Gliserol

3.1.2.4. Nick Translation ve Antibody Karigimi
¢ Roche DIG-Nick Translation Mix (- 20 °C’ de saklanir).

¢ Blocking buffer %10 Blocking reagent + 100 mM maleik asit ( pH 7,5)
(Boehringer Mannheim) (+4 °C’ de saklanur).

¢ Anti-Digoksigenin-Rodamin Fab fragments (ADR) (Roche, —20 °C’de

saklanir).
¢ Albumine ( BSA ) (Boehringer Mannheim, —20 °C” de saklanuir).
e Fetal calf serum ( FCS) (- 20 °C’" de saklanir).

e 1xPBS (oda 1sisinda saklanir).

3.1.2.5. FISH Soliisyonlar:
e 20xSSC (Standart Saline Citrate) (pH 7): 175.3 g NaCl (Merck) + 88.2 Na-
sitrat (Merck) + 1000 ml distile su (1 y1l +4 °C’de saklanabilir)

e 5M HCI: 20,8 ml HCI (Merck) + 29,2 ml distile su
e (0.25N HCI: 5 ml 5M HCI + 95 ml distile su

e Stok pepsin soliisyonu: 0.1 g pepsin (Merck) + 1000 ul distile su
e (0,4xSSC: 2 ml 20xSSC + 98 ml distile su

o 2xSSC: 10 ml 20xSSC + 90 ml distile su
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e Tween 20 stok soliisyonu (%10’luk) : 10 ml Tween 20 (Sigma) + 90 ml

distile su

e Tween 20 yikama soliisyonu (1000 ml) : 400 ml 2 x SSC + 590 ml distile su
+10 ml (%10’luk) Tween 20 stok soliisyonu

e (da sisindaki % 70, % 85 ve % 100 absolut etanol (Merck) serisi
¢ Hibridizasyon soliisyonu (Oncor Hybrisol VI - %65 formamid, 2XSSC)

e DAPI Antifade (0.125 ug/ml, +4 °C’ de saklanir).

3.2. Yontem

3.2.1. Periferik Kan Lenfosit Kiiltiirii

e Steril kosullarda Peripheral Blood Karyotyping ya da Chang MF
medyumlarindan 5 ml kan kiiltiir tiipiine konuldu. Uzerine 0,2 ml (3 damla)
PHA ve hastanin heparinize kan 6rneginden 0,3 ml (5 damla) konuldu.

e Tipiin agz1 ve kapag: alevden gecirildikten sonra sikica kapatilip hafifce
calkalanip 37 °C’ lik etiivde 72 saatlik inkiibasyona birakildi.

e 48. saatte, inkiibasyona birakilan kan kiiltiirlerine 0,2 ml timidin (filtre ile
3 damla) eklendi ve 37 °C’lik etiivde 18 saat inkiibasyona devam edildi.

e Siirenin bitiminde, kiiltiir etiivden ¢ikarilarak 1000 rpm de santrifijj
edildi. Stipernatant uzaklastirildi. Kiiltiir tiiptine 5 ml taze medyum eklenerek
etiive konuldu.

e 72 saatin dolmasindan 1-1,5 saat Once kiiltiirlere 0,2 ml kolsemid

eklendi.

3.2.2. Kromozom Eldesi

e 72 saatlik kiiltiir sonunda tiipler santrifiij edildi.

e Siipernatant uzaklastirildi ve tiiplerin dibinde hafif¢e vurularak pelletin

karismasi saglandi. Daha sonra tiipler 37 °C’de 1sitilmis 0.075 M KClI (hipotonik
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soltisyon) ile dolduruldu ve ortam kosullarina gore 7 ile 10 dakika aras1 bir stire

boyunca 37 °C’lik etiivde bekletildi (hipotonik sok).

e Hipotonik sok siiresi dolmadan tiipler santrifijje aktarild: ve siirenin

dolmasiyla birlikte 10 dakika 1000 rpm de santrifiij edildi.

® Santrifiijden sonra siipernatant uzaklastirilarak vorteks esliginde pellet
lizerine yavas damlalar halinde taze hazirlanmis ve buzdolabinda bekletilmis
Carnoy fiksatifinden eklenerek tiipler fiksatifle dolduruldu ve tekrar santrifijj
edildi. Bu islem 2 kez daha tekrar edildi. Son yikamadan sonra, hiicrelerin

tizerinde ~ 1 ml fiksatif kalacak sekilde siipernatant uzaklastirildi.

e Dip materyali Pasteur pipetle igine hava verilerek iyice karistirildi
Lamlarin tizerine yaklasik 3-4 damla dip materyalinden 4-5 damla da Carnoy
tiksatifinden damlatilarak ve preparatlar hazirlandi. Preparatlar hazirlanmasi
asamasinda ortamin 1sisinin 20-23 °C, neminin ise % 55-60 olmasina dikkat
edildi.

e Faz-kontrast mikroskobunda kontrol edilen preparatlarda mitoz

yayilmasi ve kalitesi uygun ise yayma islemine devam edildi.
¢ Gerekiyorsa yayma kosullar1 degistirildi.

® DPreparatlar havada kurutuldu.

3.2.3. BAC ve BAC Kiiltiirii
Calismada kullanilan BAC klonlar, italya, Bari Universitesi Mikrobiyoloji

Genetigi Departmani’'ndan Prof. Dr. Mariano Rocchi tarafindan laboratuarimiza
gonderildi. BAC klonlarinin stoklanmasi ve izolasyonu i¢in yapilan ¢alismalar,
bakteri kiiltiirti uygulamalarinin genetik laboratuarlarinda rutin olarak ¢alisilan

kiltirler i¢in kontaminasyon riskleri tasimasindan ve gerekli cihazlarin
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bulunmamasindan dolay:r fakiiltemizin Deneysel Tip Arastirmalar Enstitiisii

(DETAE), bakteri kiiltiirii laboratuarinda gergeklestirildi.
o izolasyon i¢cin Qiagen Hispeed Plasmid Maxi Kit'in kullanildi.

e Kitin hazirlanmasi: RNase A soliisyonunun P1 soliisyonuna eklenmesi
ve Pl’in stirekli +4 °C’de saklanmas1 gerekmektedir. Ayrica P3 soliisyonunun
kitin kullanilmadan once +4 °C’'ye koyularak sogutulmas: ve kullanildiktan

sonra tekrar dolaptan ¢ikarilmasi gerekmektedir.

¢ Oncelikle BAC'1n -80 °C’de uzun siireli saklanabilmesi i¢cin BAC-gliserol

karisimi (bug) stok kiiltiirler hazirlandi.

e Stok kiiltiirlerin olusturulmas: ig¢in 15 ml’lik tiiplere 10 ml LB Broth
eklendi. Hazirlanan tiipler kiltiirtinti olusturacagimiz BAC'lar ile kontamine

edildi.
¢ Kontamine edilmis tiiplerin kapaklar: hafif bir sekilde kapatilda.

e Tipler bir spora yerlestirilerek 37 °C sicakliga ve 180-200 devire
ayarlanmis calkalayicida 16-20 saat (gece boyunca) birakild:.

¢ Ertesi sabah tiipler kontrol edildi ve iireme saglanan kiiltiirler ayrildi.

Ureme oldugu, kiiltiirlerdeki yogunluk ve bulaniklik ile farkedilmektedir.

e Ozel bug tiiplerine 1 ml gliserol ve 1 ml BAC kiiltiirtinden eklenerek stok
hazirlandi. Bu stoklar =80 °C’de saklanda.

3.2.4. BAC izolasyonu

o izolasyon oncesinde her BAC 6rnegi i¢in baslangi¢ kiiltiirii olusturmak

gereklidir.

e Izolasyona baglamadan 6nce, her klon igin gerekli olan 1 1t LB broth

hazirlands.
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¢ Yiiksek hacimli 6rnekler kullanilacag: ve santrifiijjde ayn1 anda dort adet
500 ml'lik gode c¢evrilebildigi icin izolasyonun ikiser ikiser yapilmasi

gerekmektedir.

e Izole edilecek her BAC icin 1 adet 15 ml'lik tiip hazirland: ve igerisine 5
ml LB broth konuldu. Derin dondurucudan izolasyonu yapilacak BAC'lar

cikarildi ve buz i¢inde izolasyonun yapilacag: yere getirildi.

e Tipler BAClarla kontamine edildi ve stok BAClar luzla -80 °C derin

dondurucuya kaldirildi.

e Tipler ¢alkalayiciya koyuldu ve basglangig kiiltiirtiniin olusturulmasi i¢in

37 °C’de 180-200 devirde ortalama 8 saat inkiibasyona birakildi.

e Siirenin sonunda her 6rnek i¢in 2 adet konik beher hazirlandi ve bunlara
500’er ml LB konuldu. Tiipte inkiibe edilen 5 ml'lik bakteri 6rnegi iki behere de

2,5 ml gelecek sekilde paylastirilda.

e Bakteri Ornekleri eklenen beherler ayni 1s1 ve devirdeki calkalayicida

gece boyu (12-16 saat) inkiibe edild.i.

e Siirenin bitiminde tireme kontrolii yapildi. Ornekler santriflij edilmek
tizere Ozel plastik godelere doldurularak 3000 rpm’de +4 °C’de 20 dakika

siireyle santrifiij edildi.

e Santrifiijden sonra silipernatant atildi. Cokelen bakteri hiicrelerin

godenin alt taraflarindan vurularak karismasi saglandi.

¢ P1 soliisyonundan 10 ml eklendi ve hafif¢e calkalayarak pelletin iyice

¢Oziilmesi saglandi.

¢ Daha sonra orneklerin tizerine 10 ml P2 soliisyonu eklendi ve godenin
kapag1 kapatildi. 5-6 kez ters-diiz edilerek iyice karismasi saglandi. Oda
sicakliginda 5 dakika beklendi. Bekleme aninda enjektor seklindeki filtre

kartuslar (Qiafilter Cartridge) hazirlandz.
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e P2 soliisyonundan sonra +4 C’de bekletilmis olan P3 soliisyonundan
godeye 10 ml eklendi ve hizla ve giiglii bir sekilde karistirildi. Bekletmeden
ornek filtre igerisine dokiildii ve 10 dakika filtre icerisinde inkiibe edildi.
1nk1"1basyon sirasinda kullanilacak olan 2. filtre (Maxi Tip) ¢ikarild: ve altina bir
kap gelecek sekilde bir tutucu yardimiyla oturtuldu ve QBT soliisyonu ile

1slatild1 (bu soliisyonun filtreden aktig1 gozlenmeli).

e 10 dakikalik 1. filtredeki inkiibasyondan sonra filtrenin pompasi

takilarak sivinin tamama 2. filtreye akitild.

e Sivinin tamaminin aktigr goriildiikten sonra 2. filtreye 60 ml QC

soltisyonu konuldu ve soliisyonun filtreden ge¢mesi beklendi.

e Fitrenin altina siiziilen sivimin toplanmas: igin 50 ml lik falkon tiip
yerlestirildi. Filtreye eklenen 15 ml QF soliisyonu ile filtredeki DNA nin birlikte

talkon tiipiine ge¢gmesi sagland..

e Falkondaki DNA igeren soliisyonun {tizerine 10,5 ml oda sicakligindaki

izopropanol eklenerek 5 dakika bekletildi ve DNAnin ¢okmesi saglandi.

* Bekleme esnasinda kite ait 50 ml'lik enjektortin pompasi ¢ikarildr ve

enjektor ucuna 3. ve son filtre (QIAprecipitator Maxi Module) takildi.

e Siirenin sonunda Ornek, ucunda 3. filtre olan enjektore aktarildi ve
pompa takilarak izopropanoliin filtreden gecerek uzaklagsmasi, DNAmn ise
tiltrede kalmasi saglandi. Bu islem, izopropanolun tamamen uzaklastirilmas:

amaciyla 5-6 kez tekrar edildi.

e Islem sonunda filtre, kurutma kagidi tizerine almmarak kurumaya

birakildi (1-2 dakika).

¢ Daha sonra kitteki 5 ml'lik enjektor ¢ikarildi ve pompa sokiilerek ucuna

DNA’min tutundugu filtre takildi.
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* Enjektoriin i¢cine 1 ml TE soliisyonu eklendi ve pompa tekrar takilarak
DNA'nin 1,5 ml lik toplama ependorfuna akmas: saglandi. Ependorfa toplanan
DNA tekrar enjektore aktarilarak filtreden 2. kez gegirildi. Bu islemle birlikte

izolasyon tamamlanmis oldu.

e Izolasyondan sonra DNA'nin konsantrasyonu 6lciildii. Her izolasyonda

ortalama 750-1000 ul DNA elde edilmesi beklenir.

3.2.5. Nick Translasyon ile Prob Isaretleme
e Izole edilmis BAC'tan 1ug DNA steril bir PCR tiipiine koyuldu ve 20 ul

ye tamamlanacak kadar steril su eklendi.

® Daha sonra tiipe 4 ul Roche DIG-Nick Translation Mix eklendi ve tiip

kisa santrifiijjden gecirildi.

¢ Olusturulan karisim 15 °C de 90 dakika PCR cihazinda inkiibe edildi.

Inkiibasyon devam ederken % 0,9’luk agaroz jel hazirlandi.

e Inkiibasyondan sonra tiip buz iizerine yerlestirildi ve &rnekten 3 ul
alinarak 5 pl yiikleme tamponu ile karnstirildr ve 95 °C’de 3 dakika denatiire
edildi.

¢ Denatiirasyon esnasinda agaroz jelin ilk kuyusuna 123 bg¢'lik DNA
merdiveni yiiklendi. DNA Ornegi de denatiire olduktan sonra jele ytiiklenerek
yuriitiildi. Nick translasyon dogru bir sekilde gergeklestiyse 200-500 bg boy

araliginda bant gozlenir.

¢ DNA resimlenerek dogru bant araliginda oldugu gortildiikten sonra buz
ustiindeki DNA tiipiine 25 ul 50 mM EDTA ve 8 ul steril su eklenerek reaksiyon

durduruldu ve Nick translasyon islemi tamamlanda.
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3.2.6. Floresan In Situ Hibridizasyon

3.2.6.1. Preparatlarin Hibridizasyona Hazirlanmas:

e DPreparat segilirken, mitotik indeksin yiiksek olmasina ve sitoplazmanin

olmamasina dikkat edildi.

e Secilen preparat ilk dnce oda 1sisinda bekleyen %70, %85 ve %100 liik

etanol serisinden 2’ser dakika gecirildi.

¢ Havada kurutulduktan sonra, 37°C de bulunan 0.IN HCl, %0.05 pepsin
soltisyonunda 10 dakika bekletildi.

® Preparat pepsinden ¢iktiktan sonra kurutulmadan, oda 1sisindaki etanol
serisinden yeniden 2 ser dakika gegirildi. Alkol serisinden ¢ikan preparatlar oda

1s1sinda kurumaya birakildi.

3.2.6.2. Problarin Hazirlanmasi

® 4 ul Nick translasyonla isaretlenmis prob, 2 ul Cot DNA ve 20 ul hibrizol
soltisyonu ile karistirildi. Kisa santrifijjden gegirilerek prob kullanima hazir

hale getirildi.

3.2.6.3. Denatiirasyon ve Hibridizasyon

¢ Hazirlanan prob preparat iizerine damlatilarak tizeri lamelle kapatild1.
Denatiirasyon ve hibridizasyon basamaklarinin ikisi de hibridizasyon cihazinda

gerceklestirildi.

¢ (Cihaza denatiirasyon ve hibridizasyon i¢in optimum degerler girildi ve
programlandi. Prob eklenmis preparat cihaz araciligiyla 6nce 75 °C’ de 2 dakika
boyunca denatiire edildi. Denatiirasyondan sonra cihaz otomatik olarak 37 °C’
ye gelerek hibridizasyon sicakligini ayarladi. Hedef DNA ve prob 37 °C’ de 18

saat hibridize oldu.
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3.2.6.4. Hibridizasyon Sonras1 Yikamalar

* Yikamalar icin 0,4 x SSC ve 2 adet Tween 20 soliisyonlar1 hazirlandi. Su
banyosu 72-75 °C’ ye ayarlandi ve 0,4 x SSC su banyosuna koyuldu. Tween 20
ler oda sicakliginda bekletildi.

e (0,4 x SSC’ nin 1sinmasi sirasinda, nick translasyonla isaretli bolgelerin

gortniir hale gelmesi icin gereken antibody karisimi buz tizerinde hazirlandi.

Antibody Karisimi : 173,5 ul 1 x PBS

20 ul Blocking buffer
6 ul FCS
1ul BSA bir stok ependorfuna dolduruldu.

Stok karisimdan preparat basina 25 pl gekildi ve yeni bir ependorfa aktarild.
Her bir prob igin ependorfa, 1 ul olacak sekilde ADR (1 ml distile su ile

sulandirilmis, 0,2 pg/ml) eklendi ve antibody karisimi hazir hale getirildi.

e Hibridizasyon siiresinin tamamlanmasi ile preparatlar cihazdan ¢ikarild:
ve lizerlerindeki lameller yavasca kaldirildi. Su banyosu igerisindeki 0,4 x SSC’
de 2 dakika bekletildi. Siirenin sonunda preparatlar karanlik bir ortama Tween

20 soliisyonunda 2 dakikada stireyle bekletildi.

® Bu arada her bir preparat igin yumusak lamel hazirlandi ve bu
lamellerin tiizerine antibody karisimindan mikropipetle 26 ul ¢ekilerek

damlatild.

e Tween 20" den ¢ikan preparatlar ters cevrilerek yumusak lamellerin
tizerine kapatildi ve preparatlar bir hibridizasyon kutusuna koyularak 37 °C” lik
ettive kaldirildi. Antibody soliisyonu igerisindeki anti-DIG igeren molekiillerin

ilgili yerlere baglanmasi i¢in 45 dakika inkiibe edild.i.
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e 45 dakika sonunda preparatlarin tizerindeki yumusak lameller alinarak

preparatlar 2. Tween 20 soliisyonuna sokuldu. Ancak bu sefer 8 dakika

bekletildi.

¢ Bu arada preparatlar i¢in lameller hazirland1 ve her bir lamel {izerine 20
ul DAPI damlatildi. Tween 20" den ¢ikan prepapatlarin arkas: silindi ve ters
cevrilerek DAPI damlatilmis lameller {izerine yerlestirildi. Bu basamakla
birlikte tiim islemler tamamlanmis oldu ve preparatlar incelenmeye hazir hale

geldiler.



44

4. BULGULAR

4.1. Tekniklerin Yerlestirilmesi Asamasi

4.1.1. BAC Klonlarinin Se¢imi

Oncelikle sitogenetik laboratuarimizda daha once dengesiz yapisal
kromozom anomalisi saptanan olgular incelendi ve anomalilerin daha ¢ok 9, 13
ve 22. kromozomlara ait oldugu belirlendi. Bu nedenle bu 3 kromozoma ait

BAC klonlarinin kullanilmasina karar verildi.

1ncelemeye almmacak kromozom anomalileri/ olgular segilirken iki kritere
dikkat edildi; Tlk kriter ayni BAC klonlarini birden fazla hastada kullanabilmek
amaciyla anomalilerin birbirine yakin veya ortiisen kirik noktalar: gostermesi,
diger kriter ise, olgulara ait fiksatifte saklanan hiicre kiiltiirti materyallerinin
calismada kullanilmasi planlandigindan ve ¢ok eski 6rneklerin bozulmus olma
olasiligr nedeniyle teknigin etkilenebilecegi diisiiniildiigiinden oldukca yeni
olgular ¢alismaya dahil edildi. Bu kriterler dogrultusunda ¢alismaya toplam 15
hasta dahil edildi.

Secilen hastalar arasinda ayni kromozoma ait anomaliler listelendi ve

GTG analiz sonuglaria gore anomali igeren ortak bant bolgeleri belirlendi

1talya, Bari Universitesi Mikrobiyoloji Genetigi Departmani’nin, kendi
drettigi ve lokalizasyonlarim1 “USCS Genome Informatics” in verilerine gore
yaptig1t BAC klonlar: listesinden (www. biologia.uniba.it/rmc/), 31 adet BAC
klonu belirlenerek calismaya dahil edilmesine karar verildi (Tablo 4-1). Bu
merkezle iletisim kurularak, secilen BAC klonlar istendi ve klonlar bedelsiz

olarak tarafimiza gonderildi.



Tablo 4-1: Klon listesi

No # |Kilon Lokalizasyon

1 RP11-3J10 9p13.2 chr9:37,745,915-37,935,185
2 RP11-182N22 | 9p13.3 chr9:35,020,281-35,215,382
3 RP11-562M8 9p21.1 chr9:32,871,544-32,992,078
4 RP11-438B23  |9p21.2 chr9:27,864,315-28,042,166
5 RP11-14912 9p21.3 chr9:21,899,259-22,000,413
6 RP11-296P7 9p22.1 chr9:18,959,327-19,048,503
7 RP11-335H2 9p22.2 chr9:16,726,992-16,784,841
8 RP11-307K19 | 9p22.3 chr9:15,399,993-15,456,627
9 RP11-364M22 | 9p23 chr9:12,344,849-12,480,002
10 RP11-77E14 9p24.1 chr9.7,671,914-7,825,237

11 RP11-157A10  |9p24.2 chr9:3,925,717-4,050,190

12 RP11-143M15 |9p24.3 chr9:812,147-991,152

13 RP11-56D16 9934.11 | chr9:129,388,788-129,552,125
14 RP11-111F5 9913+9p | chr9:46,401,036-46,588,540
15 RP11-356B19  |9933.3 chr9:129,146,307-129,371,685
16 RP11-318K12  |9912+9p |chr9:66,426,709-66,603,162
17 RP11-111L24 |13932.2 |chr13:97,843,998-97,950,575
18 RP11-163M24 |13q12.2 |chr13:27,414,162-27,490,882
19 RP11-128N14 | 13932.1 | chr13:96,803,848-96,954,144
20 RP11-540M5 13q14.12 | chr13:44,290,912-44,450,196
21 RP11-30L8 13g31.1 | chr13:85,529,116-85,655,985
22 RP11-155N3 13932.3 | chr13:98,227,263-98,390,578
23 RP11-158A8 13g31.3 | chr13:89,901,814-90,017,144
24 RP11-29P20 13g31.2 | chr13:86,954,602-87,112,550
25 RP11-586118 22911.21 | chr22:18,853,727-18,976,359
26 RP11-24N11 22911.22 | chr22:20,756,141-20,941,659
27 RP11-769G12 | 22q11.23 |chr22:22,590,798-22,824,469
28 RP11-635G2 22912.1 | chr22:24,568,685-24,749,119
29 RP11-837H18 |22q12.2 | chr22:28,596,566-28,774,666
30 RP11-450E19 | 22912.3 | chr22:30,960,839-31,138,389
31 RP11-455G13 | 22913.1 | chr22:38,492,367-38,669,099

4.1.2. BAC Klonlarinin Stoklanmasi

45

Istenen 31 klondan 30’u 1,5 ml lik ependorf tiiplerinde LB agar karisimi
icerisinde laboratuara ulast1 ve klonlar ¢alismalar baslayana kadar +4 °C’ de

sakland.
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30 BAC klonu ayni anda stoklanmak {tizere ¢cogalmaya birakildiginda 21
klonda yeterli iiremenin oldugu (#1, #2, #3, #5, #6, #7, #8, #11, #12, #14, #15, #16,
#17, #19, #20, #21, #24, #27, #28, #30, #31), 3 klonda iiremenin az oldugu (#13,
#18, #23) ve 6 klonda da ise hi¢ lireme olmadig1 (#9, #10, #22, #25, #26, #29)
goruldii. Az tireme olan tiiplerde inkiibasyona devam edildi. Tam iiremenin

oldugu 21 6rnek iginse buglar hazirlanarak stok yapildu.

Az tiremenin gorildiigii ve inkiibasyonu devam ettirilen tiipler kontrol
edildiginde 3 klonun daha (#13, #18, #23) yeterli seviyede ¢ogaldig1 goriildii ve
bunlarda stokland.

[k asamada iireme saglanamayan BAC lar icin yeni LB tiipleri hazirland1
ve tekrar kontamine edilerek iiremeye birakildi. Kontroller sonunda 6 6rnekten
1 tanesinde (#22) iiremenin yeterli oldugu, 4 tanesinde (#9, #25, #26, #29)
yetersiz lireme oldugu digerinde ise (#10) tekrar liremenin olmadig1 goriildii.
Tam tiireyen klon stoklandi. Az iireyen 4 klon i¢in inkiibasyona devam edildi ve

inkiibasyon sonunda yeterli tiremeye ulasildig1 ve stokland.

flk iki denemede de iireme saglanamayan bir klon (#10) icin calisma
tekrarland1 ancak BAC klonunda tekrar tireme saglanamadi. Bu klonun biiyiik

olasilikla 6lmiis olabilecegine karar verildi ve ¢alismadan ¢ikartildi.

Stoklama ¢alismalar1 sonunda gelen 30 BAC klonundan 29 tanesi basarili

bir sekilde stokland:.

4.1.3. BAC Klonlarindan DNA izolasyonu
Iki farkli klon es zamanli calisilarak izole edildi (bkz. 3.2.4. BAC

izolasyonu,). izolasyon isleminin basarisin1 arttirabilmek amaciyla baslangig
kiiltiirlerinde yeterli diizeyde iiremenin olmasina dikkat edildi. Uremenin

yeterli olmadig1 durumlarda 2 tiipte yeni baslangig kiiltiirleri olusturuldu.
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Yeterli tiremeye sahip klonlar izolasyon protokoliine uygun olarak
calisildi ve izolasyon sonrasinda DNA konsantrasyonlar1 oOlgiildii. Diisiik
konsantrasyon goriilen klonlarda ¢oktiirme islemi yapilarak konsantrasyonun
arttirilmasina galisildi (Tablo 4-2). Konsantrasyonun ¢ok diisiik oldugu klonlar
i¢cin izolasyon islemi LB Broth'lara eklenen kloramfenikol miktar1 azaltilarak

tekrarlandi (bkz. 3.1.2.3. BAC Kiiltiir ve izolasyon Soltisyonlar).

Elimizdeki toplam 30 BAC klonundan 25’inde izolasyon c¢alismalar:
gerceklestirilebildi. Ciinkii ¢alismada kullanilan Qiagen Hispeed Plasmid
Purification Maxi Kit'i ile ancak 25 adet izolasyon yapilabilmekteydi ve tez

projesi kapsaminda ancak bir kit alinabilmisti.

4.1.4. DNA’nin fsaretlenmesi

[zolasyon sonrasinda, problar protokole uygun olarak Nick translasyon
karigima ile isaretlendi. Agoroz jelde yiiritiildii ve 200-500 bg araliinda bant
izlenen problarin reaksiyonu durduruldu ve isaretleme tamamlandi. 200-500 bg
araliginda bant vermeyen problar icin 15 °C’deki inkiibasyona ve reaksiyona
devam edildi ($ekil 4-1). Jelde yiiriitiilen 6rneklerin bir kisminin uygun bant
araligina geldigi bazilarinin ise bu araligin disinda kaldiklar1 goriilmesine

ragmen reaksiyon sonlandirild.



Tablo 4-2: izolasyon sonrasi konsantrasyon oranlari

_ Konsantrasyon
Izolasyondan | Coktlirmeden
No # Klon sonra sonra

1 RP11-3J10 55,60 ng/ul 0,98 ng/ul
2 RP11-182N22 izole edilmedi
3 RP11-562M8 izole edilmedi
4 RP11-438B23 gelmedi
5 RP11-14912 izole edilmedi
6 RP11-296P7 izole edilmedi
7 RP11-335H2 49,1 ng/ul 573 ng/ul
8 RP11-307K19 73,1 ng/ul -
9 RP11-364M22 60 ng/ul 766,9 ng/ul
10 RP11-77E14 dremedi
11 RP11-157A10 11 ng/ul 188,2 ng/ul
12 RP11-143M15 78,5 ng/ul -
13 RP11-56D16 8,4 ng/ul 150,4 ng/ul
14 RP11-111F5 73 ng/ul -
15 RP11-356B19 4,9 ng/ul 73 ng/ul
16 RP11-318K12 75,9 ng/ul -
17 RP11-111L.24 90,1 ng/ul -
18 RP11-153M24 izole edilmedi
19 RP11-128N14 11,7 ng/ul 2942 ng/ul
20 RP11-540M5 13,9 ng/ul 311 ng/ul
21 RP11-30L8 izole edilmedi
22 RP11-155N3 73,4 ng/ul -
23 RP11-158A8 izole edilmedi
24 RP11-29P20 8,6 ng/ul 159,4 ng/ul
25 RP11-586118 85,8 ng/ul -
26 RP11-24N11 74,2 ng/ul -
27 RP11-759G12 38,8 ng/ul 949,7 ng/ul
28 RP11-635G2 75,5 ng/ul -
29 RP11-837H18 izole edilmedi
30 RP11-450E19 izole edilmedi
31 RP11-455G13 14,5 ng/ul 156,3 ng/ul

48
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Sekil 4-1: isaretleme sonrasi jel goriintiisii

4.1.5. Preparatlarin Hazirlanmasi

Calismaya dahil edilen 15 olgunun saklanan hiicre kiiltiirii
materyallerinden yayma yapilarak Ornek preparatlar olusturuldu. Ancak 15
olgunun  8inden  olusturulan  preparatlarin = FISH  ¢alismalarinda
kullanilamayacak kadar kotii olmas1 nedeniyle olgulardan yeni kan 6rnekleri
alinmasi planlandi. Yedi olgudan hazirlanan preparatlarin kalitesinin ¢alisma

icin yeterli kalite olabilecegi diistintildii.

4.1.6. Hibridizasyon ve Hibridizasyon Sonras1 Yikamalar

Hibridizasyon islemi, tiim problar icin hibridizasyon cihazinda
gerceklestirildiginden bu siire¢ standardize edilmis oldu. Ik gortintiilemeden

Once tlim problar i¢in ayn1 yikama sartlar1 uygulandi. Goriintiilleme sonrasi
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sorun saptandiginda ¢oziime yonelik olarak yikama kosullarinda degisiklikler

yapildi.

4.1.7. Goriintilleme

Preparat kalitesi yiiksek oldugunda goriintillemede genellikle sorun
yasanmadi. Sorun yasanan olgularda Cot-1 DNA ve/veya prob DNA miktar:
degistirilerek ¢oziim arandi. Yaygin nonspesifik sinyallerin gorildigi
durumlarda Cot-1 DNA miktar: arttirildi ve prob DNA miktar1 azaltildi. Sinyal
yogunlugunun az oldugu durumlarda prob DNA’s1 arttirildi. Bu islemler en
uygun sinyaller alinana kadar denendi. Eger nonspesifik sinyaller ¢ok asiri
miktarda degilse, yikama kosullarinda (Tween 20 soliisyonu) siireyi bir miktar

arttirilmasiyla ¢oztim saglandi.
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4.2, Sitogenetik Uygulamalar ve Sonuclar1
4.2.1. OLGU 1: B.D.

Materyalin ilk gelis y1l1 : 2003 (2008 de yeni kan 6rnegi alindz)

Kromozom analiz endikasyonu : MKA/MR

GTG bant analiz sonucu :46,XY,9p+ de novo (Sekil 4-2)

Parental kromozom analiz sonuclarnt  : 46,XX ve 46,XY

Ticari problarla yapilan FISH sonucu

46,XY,9p+.ish der(9)(7pter>7p21.2::9p24.2>9qter)(wcp9 -, wcp7 +) de novo

Secilen — kullanilan BAC klonlar1
RP11-364M22 - 9p23, RP11-157A10 - 9p24.2, RP11-143M15 - 9p24.3
(Sekil 4-3, 44, 4-5)

BAC - FISH uygulamasinda karsilasilan sorunlar:

Hazirlanan preparatlarda protokole uygun olarak hibridizasyon
islemleri gerceklestirildi. Goriintiileme esnasinda mitoz oranimin ¢ok diistik
oldugu, kromozomlarda erimeler oldugu ve sinyallerin nonspesifik olarak
dagildig1 gozlendi. Bu sorunlarin materyalin eski olusundan kaynaklandig:
diistintilerek olgudan yeni kan 6rnegi istendi. Yeni kan 6rneginden hazirlanan

preparatlarda islemler tekrarlandi ve basarili sonug alindi.
BAC - FISH uygulamasi sonuclarinin sitogenetik taniya katkisi:

9p23 e lokalize BAC klonu ile hazirlanan prob ile her iki (normal ve
derivatif) 9. kromozom {izerinde sinyal alinirken 9p24.2 ve 9p24.3 e lokalize
problarla normal 9. kromozomda sinyal alimirken derivatif 9. kromozomda
sinyal gozlenmedi. Bu sonuglar, 9p deki kirtk noktasinin 9p23 ile 9p24.2

noktalar1 arasinda oldugunu gostermektedir.
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RP11-364M22 — 9p23

Sekil 4-3: Olgu 1’in BAC-FISH resmi-1

krom 9

e

N

RP11-157A10 — 9p24.2

Sekil 4-4: Olgu 1’in BAC-FISH resmi-2
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/

RP11-143M15 —9p24.3

Sekil 4-5: Olgu 1’in BAC-FISH resmi-3
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4.2.2. OLGU 2: 1.O.

Materyalin ilk gelis y1l1 : 2005 (2008 de yeni kan 6rnegi alindz)

Kromozom analiz endikasyonu : MKA/MR

GTG bant analiz sonucu : 46,XX,13g- de novo (Sekil 4-6)
Parental kromozom analiz sonuclart  : 46,XX ve 46,XY

Ticari problarla yapilan FISH sonucu

46,XX,13qg-.ish del(13)(q32.2>qter)(wcp13 +, 13qtel -)

Secilen — kullanilan BAC klonlar1
RP11-128N14 - 13q32.1, RP11-111L24 - 13q32.2, RP11-155N3 - 13q32.3
(Sekil 4-7, 4-8, 4-9)

BAC - FISH uygulamasinda karsilasilan sorunlar:

Olgunun bekletilmekte olan dip materyalinden elde edilen ilk
preparatlariyla yapilan FISH c¢alismalarinda mitoz Kkalitesinin ve oraninin
diisiik olmasi, kromozomlarda erimelerin olmasi1 gibi materyalin eski
olmasindan kaynaklanabilecek sorunlarla karsilasildi. Olgudan yeni kan 6rnegi
istendi. Yeni kan 6rneginden hazirlanan preparatlarda ¢alismalar tekrarlandi ve

basarili sonuglar alindi.
BAC - FISH uygulamasi sonuglarinin sitogenetik taniya katkisi:

GTG bant analizine gore kirik noktas: 13q32.2 olarak belirlenmigken,
BAC-FISH uygulamas: sonrasinda 13gq32.3 klonu i¢in de sinyal alinmas: kirik

noktasmin bunun daha distalinde (13q33.1 band1 ?) olmasi gerektigini gosterdi.
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krom 13

p o

RP11-128N14 — 13q32.1

Sekil 4-7: Olgu 2’nin BAC-FISH resmi-1

RP11-1111L24 — 13q32.2 <4— krom 13

Sekil 4-8: Olgu 2’nin BAC-FISH resmi-2
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' <—krom 13

RP11-155N3 - 13q32.3

Sekil 4-9: Olgu 2’nin BAC-FISH resmi-3
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4.2.3. OLGU 3: i.C.

Materyalin ilk gelis y1l1 : 2005 (2008 de yeni kan 6rnegi alindz)
Kromozom analiz endikasyonu : MKA/MR

GTG bant analiz sonucu : 46,XX,13g- de novo (Sekil 4-10)
Parental kromozom analiz sonuclarnt  : 46,XX ve 46,XY

Ticari problarla yapilan FISH sonucu

46,XX,13g-.ish del(13)(pter->ql4.1::q31.2>qter)(wcpl3 + RB -, D1351825 +)

Secilen — kullanilan BAC klonlar1
RP11-128N14 - 13q32.1, RP11-111L24 - 13g32.2, RP11-540M5 - 13q14.12, RP11-
29P20 - 13g31.2 (Sekil 4-11, 4-12, 4-13, 4-14)

BAC - FISH uygulamasinda karsilasilan sorunlar:

Olgumuzun saklanan materyalinden yapilan yaymalarla elde edilen
preparatlarin FISH calismalarinda kullamilamayacagina karar verildi ve yeni
kan Ornegi istendi. Gelen yeni O0rnekle yapilan FISH calismalarindan basarili

sonuglar elde edildi.
BAC - FISH uygulamasi sonuclarinin sitogenetik taniya katkisi:

Telomer bolgesi igin sinyal alinirken Retinoblastom bolgesi (13q14.3) icin
sinyal alinmamas: delesyonun intersisiyal oldugunu gosterdi. BAC-FISH
uygulamalarinda 13q14.12 igin sinyal alinmamasi kiritk noktasinin daha
proksimalinde oldugunu gosterdi. 13q31.2 klonu 14q ve 11p bdlgelerine
hibridizasyon gosterdi. Bu durum yanls klonun gonderilmis olabilecegini
diistindiirdii. 13g32.1 ve 13g32.2 klonlariyla sinyal alindi. Bu sonuglarla

sitogenetik taniya katkida bulunulamadi.
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Sekil 4-10: Olgu 3’iin karyotipi
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RP11-540M5 - 13q14.12

Sekil 4-11: Olgu 3’iin BAC-FISH resmi-1

krom 13

RP11-1111L24 - 13q32.2

Sekil 4-12: Olgu 3’iin BAC-FISH resmi-2
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\ krom 13

RP11-128N14 — 13q32.1

Sekil 4-13: Olgu 3’iin BAC-FISH resmi-3

krom 11

N\

RP11-29P20 - 13q31.2

Sekil 4-14: Olgu 3’iin BAC-FISH resmi—4
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4.2.4. OLGU 4: E.G.

Materyalin gelis y1l1 : 2006

Kromozom analiz endikasyonu : MKA/MR

GTG bant analiz sonucu : 46,XY,22p+ (Sekil 4-15)

Ticari problarla yapilan FISH sonucu

46,XY,22p+.ish dup(22)(pter=>q12.1?::cen—> qter)(wcp22 +, D22575 ++)
Annenin karyotipi : 46,XX,22p+.ish dup(22)(cen11.22)(D22575++)
Babanin karyotipi: 46,XY

Secilen — kullanilan BAC klonlar1
RP11-586118 —22q11.21, RP11-24N11 - 22q11.22, RP11-759G12 - 22q11.23
(Sekil 4-16, 4-17, 4-18)

BAC - FISH uygulamasinda karsilasilan sorunlar

Olgunun bekletilmekte olan dip materyalinden elde edilen ilk
preparatlariyla  yapilan FISH c¢alismalarinda herhangi bir sorunla

karsilasilmadi. Calismalar basarili bir sekilde tamamland.
BAC - FISH uygulamasi sonug¢larinin sitogenetik taniya katkisi

GTG bant analizinde 22p de ilave materyal goriilmesi tizerine uygulanan
C ve NOR bant sonucunda kromozomun cift sentromer ve tek satellit icerdigi
belirlendi. WCP 22 ve DiGeorge problari ile yapilan FISH calismalariyla ilave
bolgenin tamamen boyandigi, DiGeorge bdlgesi icin (22q11.22) duplikasyon
oldugu belirlendi. GTG bant kalibina gore kirik noktasinin sentromer ve
22q12.1 oldugu diisiintildii. BAC-FISH ¢alismalari ile ilave materyalin oldugu
bolgede 22q11.21 ve 22q11.22 klonlar igin sinyal alinmasi, 22q11.23 igin ise
sinyal alinmamasi kirik noktasinin 22q12.1 degil, 22q11.22 ve 22q11.23 arasinda

oldugunu gostermektedir.
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krom 22 v

RP11-58618 —22q11.21

Sekil 4-16: Olgu 4’iin BAC-FISH resmi-1

krom 22

e

RP11-24N11 -22q11.22

Sekil 4-17: Olgu 4’iin BAC-FISH resmi-2
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krom 22

RP11-759G12 - 22q11.23

Sekil 4-18: Olgu 4’iin BAC-FISH resmi-3
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4.2.5. OLGU 5: H.C. (Prenatal olgu)

Materyalin gelis y1l1 : 2008

Kromozom analiz endikasyonu : PAT-USG

GTG bant analiz sonucu :46,XY,t(9:11)(p?:p?) de novo (Sekil 4-19)
Parental kromozom analiz sonuclart  : 46,XX ve 46,XY

Ticari problarla yapilan FISH sonucu :46,XY,t(1:9:11)(q?:p?:p?)

(Sekil 4-20, 4-21, 4-22, 4-23)

Secilen — kullanilan BAC klonlar1
RP11-3J10 - 9p13.2, RP11-335H2 - 9p22.2, RP11-307K19 - 9p22.3,
RP11-157A10 - 9p24.2 (Sekil 4-24, 4-25, 4-26, 4-27)

BAC - FISH uygulamasinda karsilasilan sorunlar

Materyalin taze olusu nedeniyle uygulamada herhangi bir sorun

yasanmadi.
BAC - FISH uygulamasi sonug¢larinin sitogenetik taniya katkisi

GTG bant analizleri sonucunda 9. ve 11. kromozomlar arasinda bir
translokasyonun oldugu gortildi. wep 9 ve 11 ile yapilan FISH incelemesinde
11. kromozoma ait materyalin 9p’de yer aldig1, 9. kromozoma ait materyalin bir
kisminin 11p’de yer aldig1 ancak bu kromozomun ug bolgesinde boyanmayan
bir alanin kaldigi, beklenmedik bir sekilde 1q telomer bdlgesinin ise 9.
kromozom icin sinyal verdigi gozlendi. wep 1 probu ile yapilan incelemede 1q
distalindeki bu bolgenin boyanmadig1 goriildii. 1q telomer probu ile yapilan
calismada probun derivatif 11. kromozomun telomer bolgesinde sinyal verdigi
gorildii. Bu sonuglarla translokasyonun 3 kromozoma ait 4 kirik noktasi igeren

bir CCR olduguna karar verildi. Ancak 6zgiin kirik noktalar: belirlenemedi.

BAC-FISH uygulamalar i¢in 9. kromozoma ait 4 klon kullanildi. 9p13.2

klonu ile normal ve derivatif 9. kromozomlarda sinyal alinirken, 9p22.2, 9p22.3
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ve 9p24.2 klonlarindan 1. kromozomun q terminalinde sinyal alindi. Bu
sonucglarla 9p22.2 den 9p telomer bolgesine kadar olan bolgenin 1.
kromozomun q terminalinde yer aldig1 kesinlesti. 9p13.3 ile 9p22.1 bantlar:
arasindan kirik noktalar1 kesin olarak belirlenemeyen bir segmentin derivatif
11p’ye yerlestigi ve bu segmentin agik ucuna 1q telomerin geldigi diistintildii.
Karyotip;
46,XY,t(1;9;11)(1pter->1q43::9p22.2?>9pter;11pter>11p11.12?::9p22.1?->9qter;1
q ter> 1g43::9p21.3?->9p13.3?::11p11.12?-> 11qter) olarak yorumlandi.

Sonug olarak yeterli sayida klonla BAC-FISH calismasi1 yapilamadigindan kirik
noktalar1 kesin olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle anomalinin ya daha
fazla ozgin BAC klonuyla c¢alisilmasi ya da Array CGH teknigiyle

aydinlatilmasi gerekmektedir.
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WCP 9 -WCP 11

Sekil 4-20: Olgu 5’in FISH resmi-1

Sekil 4-21: Olgu 5’in FISH resmi-2
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.

/'

krom 1

Sekil 4-22: Olgu 5’in FISH resmi-3

Sekil 4-23: Olgu 5’in FISH resmi—4
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RP11-3J10 - 9p13.2

Sekil 4-24: Olgu 5’in BAC-FISH resmi-1

krom 9

RP11-335H2 - 9p22.2

Sekil 4-25: Olgu 5’in BAC-FISH resmi-2
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e

krom 9

RP11-307K19 —9p22.3

Sekil 4-26: Olgu 5’in BAC-FISH resmi-3

RP11-157A10 — 9p24.2

Sekil 4-27: Olgu 5’in BAC-FISH resmi—4
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4.2.6. OLGU 6: A.K.

Materyalin gelis yili : 2005

Kromozom analiz endikasyonu : MKA/MR

GTG bant analiz sonucu : 45,XY,-22,2q+ de novo (Sekil 4-28)
Parental kromozom analiz sonuclart  : 46,XX ve 46,XY

Ticari problarla yapilan FISH sonucu
45,XY,-22,der(2)(2pter>2q37.3::22q13->22qter).ish 22q11.2(D22575x1)

Secilen — kullanilan BAC klonlar1
RP11-455G13 - 22q13.1 (Sekil 4-29)

BAC - FISH uygulamasinda karsilasilan sorunlar
FISH ¢alismalarinda herhangi bir sorunla karsilasilmad.
BAC - FISH uygulamasi sonug¢larinin sitogenetik taniya katkisi

GTG bant analizine gore diistiniilen kirtk noktasinin dogru oldugu,

22q13.1 bolgesini isaretleyen probla yapilan BAC-FISH calismasi ile gosterildi.






krom 22

\

/

RP11-455G13 - 22q13.1

Sekil 4-29: Olgu 6’mn BAC-FISH resmi

76



77

4.2.7. OLGU 7: S.E.

Materyalin ilk gelis y1l1 : 2004 (2008 de yeni kan 6rnegi geldi)

Kromozom analiz endikasyonu : MKA/MR -

GTG bant analiz sonucu : 46,XY (Sekil 4-30)
Ticari problarla yapilan FISH sonucu

46,XX.ish dup(22)(q11.2q11.2)(D22S75 ++, N85A3 +) pat
Annenin karyotipi : 46,XX

Babanin karyotipi :46,XY.ish 22q11.2 (D22575x2)/46,XY .ishdup(22) (q11.2q11.2)
(D22S575++, N85A3+) [75/25]

Secilen — kullanilan BAC klonlar1
RP11-586118 — 22q11.21, RP11-24N11 - 22q11.22, RP11-759G12 - 22q11.23,
RP11-635G2 - 22q12.1 (Sekil 4-31, 4-32, 4-33)

BAC - FISH uygulamasinda karsilasilan sorunlar

Olgunun saklanan olan dip materyalinden elde edilen ilk preparatlariyla
yapilan FISH calismalarinda mitoz kalitesinin ve oranimin diisiik olmasi,
kromozomlarda erimelerin olmasi gibi materyalin eski olmasindan
kaynaklanabilecek sorunlarla karsilasildi. Olgudan yeni kan Ornegi istendi.
Yeni kan Orneginden hazirlanan preparatlarda islemler tekrarland: ve basarili
sonuglar alindi. Ancak 22q12.1 ile yapilan calismalar ¢ok fazla nonspesifik

sinyaller igerdigi i¢cin 6zgilin sonuglar vermedi ve bundan dolay1 resimlenmedi.
BAC - FISH uygulamasi sonug¢larinin sitogenetik taniya katkisi

BAC-FISH c¢alismalar1 sonucunda 22q11.21 ve 22q11.23 bantlar igin 2
sinyal alinirken, 22q11.22 klonu i¢in interfaz FISH’te 3 sinyal gozlendi. Bu

sonuglar duplikasyonun sadece 22q11.22 bandini igerdigini gostermistir.
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-
T~ der 22

2 sinyal

" 4— krom 22

RP11-58618 - 22q11.21

Sekil 4-31: Olgu 7°’nin BAC-FISH resmi-1

™

krom 22

3 sinyal

RP11-24N11 -22q11.22

Sekil 4-32: Olgu 7’nin BAC-FISH resmi-2
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krom 22

2 sinyal <>’”
RP11-759G12 - 22q11.23

Sekil 4-33: Olgu 7’nin BAC-FISH resmi-3
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4.2.8. OLGU 8: E.S. (Prenatal olgu)

Materyalin gelis yil1 : 2007

Kromozom analiz endikasyonu : {leri anne yasi - ICSI

GTG bant analiz sonucu : mos47,XX,+mar/46,XX de novo (Sekil 4-34)
Ticari problarla yapilan FISH sonucu : mos47,XX,+r(9)(p12q11)/46,XX de novo
Secilen — kullanilan BAC klonlar1

RP11-3]10 (Sekil 4-35)

BAC - FISH uygulamasinda karsilasilan sorunlar
FISH ¢alismalarinda herhangi bir sorunla karsilasilmad.
BAC - FISH uygulamasi sonug¢larinin sitogenetik taniya katkisi

Oncelikle arm spesifik 9 probuyla yapilan FISH calismalari sonucunda
okromatin materyalin 9p oldugu belirlendikten sonra 9p13.2 BAC klonu ile
yapilan FISH uygulamas: ile marker kromozomdan ilgili bolge igin sinyal
alinmadi ve kirik noktasinin bu bandin daha altinda (9p13.1 veya 9p12?)
oldugu belirlendi.






&3

RP11-3J10 - 9p13.2

marker

Sekil 4-35: Olgu 8’in BAC-FISH resmi
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S. TARTISMA

Son 20 yilda molekiiler genetik dalindaki ilerlemeler FISH tekniginin de
geliserek daha yaygin ve etkin kullanimina olanak saglamistir. Molekiiler ve
sitogenetik alanlar1 arasinda koprii olusturan bu teknik, bugiin klasik
sitogenetik teknikler ile tam1 koyulamayan kromozom anomalilerinin
saptanmasindan, genlerin kromozomal lokalizasyonlarina kadar pek c¢ok

alanda kullanilmaktadar.

FISH tekniginin kullanim alanimnin genislemesi ve daha yaygmn
kullanilmasi, daha sik kullamilan problarin ticari firmalar tarafindan hazir
isaretlenerek (kanser ve anoploidi tarama problari ile bazi lokus spesifik
problar) satisa sunulmasina yol a¢gmistir. Bu kolaylik FISH yonteminin daha da
yaygin kullanimini saglamistir. Oysa, ender goriilen ve kompleks kromozom
anomalilerinin  aydinlatilmasinda  ve  Ozellikle  kirik  noktalarimin
belirlenmesinde hazir problar ¢ogu zaman yetersiz kalmaktadir. Anomaliye
Oozgin problar uluslar arast firmalara ticari olarak hazirlatilabilir ancak
ekonomik agidan pahali, teslimat siiresi uzun olmasi ve ayrica Ozel
1smarlanacak problarin en az 20 olguluk olma zorunlulugu gereksiz prob
alimina ve {iilkenin doviz kaybma yol agmaktadir. Referans laboratuar1 olmasi
nedeniyle ¢ok oOzgiin ve kompleks anomalilerin ¢oziildiigii ve olgularin
bazilarinin prenatal olmasi nedeniyle zamana kars: ¢alisilan laboratuarimizda
bu sorunun agilmasi amaciyla kendi problarimizi kendimiz ve gerektigi miktar

ve zamanda yapabilmeyi planladik.

Genel bilgiler kisminda da anlatildig1 gibi problarin hazirlanmas:
altyapis1 uygun olan laboratuarlarda da mimkiindiir. Laboratuarimizda
yuritiilmiis bir yiiksek lisans tezi kapsaminda 1999-2002 yillar1 arasinda
alternatif iki isaretleme yOontemi olan Nick translasyon ve PCR yontemlerinin

farkli DNA fragmentlerine uygulanarak prob eldesi ve uygulamada yasanan
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sorunlarin asilmasi ¢alismalar: yiiriitilmiis ve laboratuarimiz kosullarina en
uygun protokoller belirlenmisti. Gegen siire icerisinde prob eldesinde vektor
olarak kullanilan BAC, PAC ve YAC klonlarini tireten ticari (BACPAC Resource
Center - Children's Hospital Oakland Research Institute, Oakland
http://bacpac.chori.org/ , The Sanger Institute Hinxton, Cambridge UK,
http://www .sanger.ac.uk/) bircok merkez kurulmus ve tiim insan genomunu
kapsayan kiitiiphaneler olusturulmustur. Ayni1 zamanda, manuel yontemlerin
yerine gelistirilen kitler (Qiagen ve Roche) plasmid izolasyonu asamasini
kolaylastirp izolasyonu daha rahat hale getirmistir. Ayrica isaretleme
islemlerini  kolaylastirmak = amaciyla gelistirilen yeni kitler = prob

hazirlanmasinda 6nemli katkilar saglamistir (Roche ve Vysis).

Bu calismada, 6zgiin BAC klonlarmin izolasyonu, isaretlenmesi, prob
olarak hazirlanmasi ve GTG bantlama sonucu kompleks kromozom anomalisi
saptanan ve ticari problarla aydinlatilamayan olgularda kullanilarak teknigin
uygulanmasinda karsilasilacak sorunlarin belirlenmesi ve bunlarin agsilmasi

hedeflendi.

Proje kapsaminda Oncelikli olarak bu c¢alismaya dahil edilebilecek
anomaliler incelendiginde en fazla yapisal anomalinin 9, 13 ve 22.
kromozomlara ait oldugu belirlendiginden bu kromozomlarla ilgili BAC
klonlarinin ~ kullanilmasma karar verildi. Ozellikle yakin ge¢cmiste bu
kromozomlarla iliskili olup kromozom anomalisi kesin olarak aydinlatilamayan
ve GTG bant analizine gore kirtk noktalar1 birbirine yakin olan 15 olgu
belirlendi. Olas1 kirik noktalarim1 kapsayacak sekilde 31 BAC klonunundan
olusan liste hazirlandi. Bilimsel arastirmalarda kullanilmak tiizere bedelsiz
olarak klon gonderen italya, Bari Universitesi, Mikrobiyoloji Genetigi
Departmani'nindan istendi.

Klonlar istendikten 1 hafta sonra hazirlanip 1 giinliik gonderim siiresinin

ardindan merkezimize ulastilar. Istenen 31 klondan 1 klon gonderilmemisti.
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Klonlar tiretildiginde 1 klonun tiremedigi goriildii ve bunun sebebinin klonun
ulasim sirasinda zarar gormesi olabilecegi diistiniildii. Geri kalan 29 klondan,
izolasyon kiti 25 olguluk oldugundan, 25’1 izolasyon ¢alismalari i¢in segildi. 20
klon basaril1 bir bigimde izole edildi. 5 klonda ise izolasyonun basarisiz olmasi
yetersiz iireme ile acgiklandi.

Klonlarin izole edilmesi takiben isaretleme islemlerine gegmeden DNA
konsantrasyonlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Olciimlerde 11 klonun DNA
konsantrasyonlar1 ¢ok diisitk bulundu ve bu klonlar i¢in ¢oktiirme islemi
uygulandi. Islem sonrasinda DNA konsantrasyonlarinin arttigi ve klonlarin
isaretlemeye uygun hale geldigi gozlendi. Nick translasyon islemleri kit
protokoliine uygun yiiriitiildii ve herhangi bir sorunla karsilagilmadi. Islem
sonrasinda her klon jelde yiirtitiilerek isaretleme asamasinin basaris1 konfirme
edildi. Belirlenmis optimum baz cifti araliginin disinda kalan klonlar i¢in nick
translasyon reaksiyonlar1 devam ettirilerek uygun bant araligimin yakalanmas:
saglandi. Ancak, yine de optimum aralikta olmayan klonlar goézlendiginde
reaksiyon sonlandirild1.

FISH c¢alismalarinda en onemli unsur hibridize olacak preparatin
calismaya uygun kalitede olmas1 gerekliligidir (66). Calismaya dahil edilen 15
olgunun fiksatifte saklanan hiicre kiiltiirti materyalleri ile deneme preparatlar
hazirlandi. Orneklerimizden 8'inde yayma islemleri sonucu preparat kalitesinin
diisiik oldugu gozlendi. Preparat kalitesini en ¢ok etkileyen faktoriin dip
materyalin saklanma siiresi oldugu ve saklanma siiresi arttikca preparat
kalitesinin azaldig1 gozlendi. Bir diger Onemli faktor de primer hiicre
kiltirtintin mitotik indeks ve metafaz kalitesiydi (45).

Her anomali i¢in 6zgiin isaretlenmis problar kullanilarak 15 olguda da
FISH calismalar1 yapildiginda, yayma sonrasinda kalitesinin yetersiz oldugu
gozlenmis olan preparatlarda basarisiz olundugu goriildii. Yayma sonrasinda

kalitesinin yeterli olabilecegi diistiniilen 7 olguya ait preparatlardan da iki olgu
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hari¢ elde edilen FISH sonuglar1 tatmin edici degildi. Bu iki olgunun diger
olgulara gore nispeten yeni olusu (olgu 4, 2005 ve olgu 6, 2006 yilina ait olgular)
saklama stiiresinin uzamasi ile teknigin basaris1 arasindaki ters iliskiye bir 6rnek
olusturmaktadir. FISH teknigi ile basarisiz olunan 13 anomali olgusundan yeni
kan Ornegi istenmesi kararlastirildi ancak bunlardan 4’tine ulasilabildi. Bu
olgulardan hazirlanan yeni preparatlarla FISH ¢alismalar: tekrarland: ve bu kez
basarili sonuglar elde edilmesi saklama siiresinin Onemini bir kez daha
vurgulamaktadir. Tez siirecinde saptanan 2 prenatal olgu da ¢alisma grubuna
alindi ve uygun BAC klonlari ile degerlendirildi. Ozellikle bu 2 olgu, boyle bir
teknigin laboratuarda uygulanabilir olmasinin, prenatal tani gibi gebeligin
akibetini etkileyecek sitogenetik bir sonuca ve tani i¢in gerekli zamanin

kisaltilmasina katkisina ¢ok iyi 6rnek olusturmaktadir.

Kromozom anomalileri iginde tek kirik ile olusan terminal delesyonlar
en basit anomalilerdir. 5 mb den daha biiyiik kayiplara yol acan delesyonlar
klasik bantlama yontemleri ile 500 bant diizeyinde analizler goriilebilirler ve
sitogenetik tanis1 da oldukca kolaydir. Bu olgularda dikkat edilmesi gereken
olay, anne ve babanin translokasyon tasiyicis1 olmadiginin ve anomaliye baska
kromozomun katilmadigimin gosterilmesi gerektigidir. Anomalilerin kirik
noktasinin daha detayli belirlenmesi, fenotip-genotip korelasyonu agisindan
onemlidir. Genom c¢alismalarimin hizla yiritildiagi glintimiizde, hangi
genlerin ve proteinlerin hangi klinik bulgulara yol agtig1 arastirilmaktadir. Bu
nedenle, delesyonlar sadece bir bolgedeki genlerin tek doza inmelerine (haplo
yetersizlik) sebep olduklarindan oldukca degerlidirler. Bugiine kadar
tanimlanmis genler, kromozom lokalizasyonlari, genlerin anatomileri,
biliniyorsa fonksiyonlar1 uluslar arasi kullamima agik molekiiler genetik
veritabanlarinda (Ensemble http://www.ensembl.org , UCSC Genome Browser
http://genome.ucsc.edu/ vb) yayinlanmaktadir. Delesyonlarin  kirik

noktalarinin daha detayli tanimlanmasi ile bu veritabanlar: kullanilarak hangi
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genlerin etkilenmis olabilecegi tanisina gidilebilir ve olgunun klinik bulgular:
ile genlerin fonksiyonlar1 arasinda iliski kurulabilir. Bu yolla, genleri
tanimlanmamis sendromlarda saptanacak de novo kromozom anomalileri son
derece kiymetlidir, ¢iinkii ilgili kromozom ve gen bdlgesi belirlenmis
oldugundan bu bolgedeki aday genlerin arastirilmas: miimkiin olabilmektedir.
Aynmi sekilde 2 kirik ile olusan resiprokal translokasyonlar, translokasyon
segmentlerinin yeterli biiytikliikkte olmasi durumunda sitogenetik tanisi
kolaydir. Sitogenetik olarak dengeli translokasyonlarin fenotipik olarak normal
bireylerde saptanmas: ailevi tasiyicilik ile acgiklamir ve genetik damisma igin
onemlidir. Ancak fenotipik olarak etkilenmis olgularda saptanacak de novo
anomaliler yeni genlerin tanimlanmasinda olaganiistii degerlidir ve pozisyonel
klonlamanin ilk asamasini olusturur. Duchenne muskuler distrofi (DMD)
hastalig1 bu yola ilk 6rnektir. Ik olarak Greenstein ve ark. (31) 16 yasindaki kiz
bir hastada X ve 11 arasinda dengeli bir resiprokal translokasyon bildirdiler.
Daha sonra Verellen ve ark. (83) ve Canki ve ark. (10) 2 yeni de novo X;otozom
translokasyonlu olgu tamimlayarak rasgele X inaktivasyonu ile sendromun
ortaya ¢iktigina ve DMD geninin Xp21 bolgesinde olmasi gerektigi gosterdiler.
Daha sonra bunu kistik fibroz ve Huntington hastaligi vb izledi (73).
Gilintimiizde ise molekiiler sitogenetik teknikler gen bolgesinin daha da detayli
belirlenmesine olanak saglayabildiginden de novo her olgunun olabildigince
detayli incelenmesi bilimsel arastirmalara katki saglayacaktir. Calismadaki
olgularimizdan 2 sinin (olgu 2 ve olgu 3) ilk sitogenetik inceleme sonunda
46,13q- tanis1 almasma ragmen molekiiler sitogenetik incelemeler sonunda
birinin terminal (olgu 2) digerinin ise intersisyel (olgu3) bir delesyon oldugu
belirlendi. Kirik noktalar1 birbirinden farkli oldugundan farkli bolge/genlerin
etkilenmesi s6z konusudur. Olgularin 13q fenotip-genotip korelasyonuna

katkis1 olacag1 kesindir.
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De mnovo duplikasyonlarin olusum mekanizmalarinda esit olmayan
crossing over rol oynamaktadir. Duplikasyonlar genel olarak delesyonlara
gore klinik agidan daha az zarar verici kabul edilirler (24, 77). Duplikasyonlar,
genomik dengesizlige neden olsa bile asil fenotipik etki kirik noktalarinda yer
alan genlerin zarar gormesidir. Bunun en onemli gostergesi aymi bolgenin
delesyonu (22q11.2) olan DGS/VCES (DiGeorge syndrome/velocardiofacial
syndrome) ile pek c¢ok olgu bildirilmis olmasina ragmen bu bdlgenin
duplikasyonu ile ¢ok az olgu tamimlanmistir (60, 19). Oysa ayn1 bolgeyi iceren
esit olmayan bir crossing over sonrasinda esit oranda duplikasyon ve delesyon
tastyan gamet olusmasi ve bu anomalilerin esit oranda goriilmesi
gerekmekteydi. Literatiirde yayinlanmis olan DGS boélge duplikasyonlar:
intersisyel tandem duplikasyonlaridir (49). Olgu 7 bu tip duplikasyona bir
ormek olusturmaktadir. Olgunun ozelligi, DGS FISH probu ile metafaz
kromozomlarinda gift sinyal alinrken interfaz nukleuslarinda 3 sinyal alinmas:
ile tan1 konan ve BAC 22q11.22 klonu igin interfaz FISH'te 3 sinyal alinmasi ile
duplikasyon bolgesi daralan, fenotipik olarak normal babanin da ayni anomali
icin mozaik tasiyict ve kardesin nonmozaik tasiyict olmasidir. Olgu 4, hem
ender goriilen 22q12 duplikasyonuna bir 6rnek olmasi hem de duplikasyonun
kirik noktasindan birinin sentromer olmasi nedeniyle ender goriilen disentrik,
monosatellitli bir kromozom olmasi nedeniyle 6zel bir anomalidir. Olgumuz,
disentrik bir anomali iiriinii duplikasyon 22cen->q12 igin literatiirde daha once
bildirilmemis bir 6rnektir (17). Bu olgunun 6zelligi de fenotipik olarak normal
olan anneninde ayni anomaliyi tasimasidir. Olgu 7 ve 4 sitogenetik ve
molekiiler sitogenetik sonuglar1 ile ayni gibi goziikmesine ragmen klinik
bulgular1 farkli olmasi nedeniyle molekiiler agidan daha iyi incelenmesi

gereken ilging olgulardir.

22q11.2 delesyonlari, fenotipik bulgular: birbirinden farkli DGS, VCES ve

Sphritzen sendromu gibi baz1 sendromlarda gosterildiginden CATCH 22
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(cardiac defects, abnormal facies, thymic hypoplasia, cleft palate, and
hypocalcemia) akronimi altinda toplanmistir (1, 88, 67). Bu klinik bulgular
saptandiginda olgularda ticari olarak kullanima sunulmus DGS/VCES FISH
probu kullanilarak taniya gidilebilir. Laboratuvarimizda da bu uygulama
yapilmakta ve pek ¢ok olguda intersisyel delesyonlar saptanmaktadir. DGS
fenotipi gosteren olgu 6 yapilan sitogenetik incelemede 22. kromozomlardan
birinin 2q telomer bolgesine transloke oldugu saptanmisti. 2qtel probu ile
yapilan incelemede delesyon olmadigi, DGS probu ile bu bolgenin delesyona
ugradigr gosterilmisti. BAC-FISH incelemeleri sonunda ise 22 igin kirik
noktasinin  22q13.1 oldugu belirlendi. 22q11.2 bandini igeren kromozom
anomalileri literatiirde  bildirilmistir  (79). Fakat, 22qll ve 2qter
translokasyonlar1 ender goriilen anomalilerdir. Magnani ve ark. (47) ve Huber
ve ark. (34) konjenital anomali ile iligkili konstitusyonal anomali olarak daha 6n
literatiirde 2 olgu tanimlanmislardir. Olgumuzun literatiirdeki 3. olgu olmast
nedeniyle molekiiler diizeyde daha iyi arastirilmasi fenotip-genotip

korelasyonuna 6nemli katkilar saglayacaktir (2).

9. kromozom ile ilgili elde daha fazla BAC klonu bulunmas: sayesinde 2
si prenatal olmak {izere 3 kromozom anomalisi bu tez kapsaminda
degerlendirildi. Bunlardan ilki 9. kromozomun p kolunda ilave bir materyal
saptanan bu segmentin daha sonra FISH teknigi ile 7. kromozoma ait oldugu
belirlenen bir anomali idi (olgu 1). Iki kirik ile biiyiik olasilikla mayotik
asamada olusmus bu de novo rekombinat kromozomun klasik yontemlerle kirik
noktasinin 9p24.2’den gectigi diisiintiliirken, BAC-FISH ¢alismalar1 derivatif 9.
kromozomun p24.2 bandini igermedigi ve kirik noktasinin 9p23 ile 9p24.2
arasinda oldugu gosterildi. Diger 2 olgu (olgu 5 ve 8) ise fetal kromozom

analizlerinde saptanmis ve sitogenetik tanisi zor fakat son derece Onemli

olgulardi.
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Kompleks kromozom anomalileri, en az 2 kromozomda en az 3 kirik
noktasi ile olusan ve genellikle de novo olusan ve fenotipik olarak etkilenmis
bireylerde saptanan kromozom anomalileridir (22, 14, 27). Sitogenetik tanida
rutin teknikler cogu zaman yetersiz kalmaktadir (16). Boyle bir anomalinin fetal
kromozom analizlerinde saptanmasi durumu daha da zorlastirmaktadir (4).
Olgu 5 de prenatal tanida saptanan bir kompleks kromozom anomalisi
ornegidir. Bu olgudaki anomalinin, GTG bant analizleri ile 9. ve 11.
kromozomlan ilgilendiren bir anomali oldugu diistintiliirken ticari problarla
yapilan FISH c¢alismalari anomaliye 1. kromozomun da dahil oldugunu
gosterdi. BAC klon ¢alismalar1 9. kromozom tizerindeki birinci kirik noktasinin
9p13.2’nin proksimalinde oldugu, ikinci kirik noktasmin ise 9p22.2'nin
distalinde oldugunu gosterdi. 9. kromozom {tizerinde kirik noktalarina daha da
yaklasmaya olanak saglayacak BAC klonlar1 ve anomaliye katilan diger
kromozomlar ile ilgili klonlar elde olmadigindan incelemeler devam

ettirilemedi.

Olgu 8 de, fetal kromozom analizlerinde kiigiik bir ilave mozaik ring
kromozom saptanmis, kromozomun C negatif okromatin materyal tasidig:
belirlenmis ve FISH analizleri ile bu kromozomun kokeninin 9. kromozom
oldugu saptanmisti. 9. kromozom arm spesifik problarla 6kromatin materyalin
9p oldugu belirlendikten sonra 9p13.2 BAC klonu ile yapilan ¢alismada sinyal
alinmamasi kirik noktasmnin bu bandin daha altinda (9p13.1 veya 9p12?)
oldugunu gosterdi. Literatiirde bu bolgenin 6kromatin polimorfizmi gosterdigi
ve fenotip lizerine etkisinin olmadig: bildirilmisti (72). Bu sonuglar 1s1ginda
genetik danisma verilmis ve aile gebeligi siirdiirmiistiir. Bu arada bebegin

diinyaya geldigi ve saglikli oldugu aile tarafindan telefon ile haber verildi.

Ozellikle prenatal bu iki olgunun sonuglari, laboratuarda bu teknigin

uygulanabilir olmasinin avantajlarin bir kez daha vurgulamaktadir.
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Ozellikle referans merkezi olarak calisan sitogenetik laboratuarlarinda
daha sik goriilen anomalilere yonelik ticari problarin kullaniminin yani sira,
daha ender goriilen kromozom anomalilerinin aydinlatilmasinda kullanilmak
tizere, gerektigi anda ve ekonomik olarak daha uygun kosullarda ozgiin
problarin BAC klonlarindan elde edilerek isaretlenmesi ve kullanilmasi ¢ok

anlamlidir.
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FORMLAR

T.C
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
TIBBi GENETIiK ANABILIiM DALI

MOLEKULER SITOGENETIK VE MOLEKULER INCELEMELER iCIN
BILGILENDIRILMiS OLUR FORMU #*

Proje Adi: “Nick Translasyon yontemiyle isaretlenmis 6zgiin DNA dizilerinin
kompleks kromozom anomalilerinin aydinlatilmasinda kullanilmasi”

Hasta Ad:

Tarih:

Bu inceleme, farkli endikasyonlarla (multiple konjenital anomali, zeka geriligi,
infertilite, kotii obstetrik 6ykii, néromotor gelisme geriligi v.b ) Istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine gonderilen ve tani
amacli yapilan kromozom analizlerinde kompleks kromozom anomalisi saptanan
bireylerle bunlarin ailelerinde saptanan ve klasik yontemlerle sitogenetik tanisi
kesinlesemeyen kromozom anomalilerinin daha detayli aydinlatilmasi amaci ile yapilan
ek incelemelerden olugmaktadir. Bu ek incelemelerin yapilmasina izin vermeden dnce
sizleri caligmanin amaci, riskleri ve yararlar1 konusunda bilgilendirmek istiyoruz.
Asagidaki Molekiiler Sitogenetik ve Molekiiler Incelemeler icin Bilgilendirilmis
Onay Formunu okuduktan sonra caligmaya katilma karari verirseniz formu liitfen
imzalaymiz.

1.Yapilacak islemin tammm : Inceleme, sizde/ aile bireylerinizde saptanan kromozom
anomalilerinin ileri diizeyde aydinlatilmasini amaglamaktadir. Bu calismalar istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali tarafindan
yiiriitiilecektir.

Ileri molekiiler sitogenetik ve molekiiler analizlerin yapilmasi icin hastalarin tan1 amaci
ile onceden alinmis olan mevcut doku &rnekleri kullanilacaktir. Ornekler iizerinde FISH
(Floresan in situ hibridizasyon) yontemi ile ¢alisilacaktir. Bu yontemin esast DNA’nin
komplementerini olusturabilme ozelligine dayanmaktadir. Islemde o6ncelikle 6rnekler
mikroskop lamlar1 iizerine yayilarak preparat hazirlanacaktir. Anomaliye 0zgiin
laboratuarimizda hazirlanmis ve isaretlenmis problarla bu preparatlar hibridzasyona
sokulacaktir. Ertesi giin hibrit sinyaller floresan mikroskoplarda uygun filtreler yardimi
ile goriintiilenecek ve bu sinyallerin yardimi ile daha Once ailenizde saptanmis olan
kompleks kromozom anomalisinin kirik noktalar1 aydinlatilacaktir.

Eldeki orneklerin yetersiz olmasi ya da kullanilamamasi durumunda hastadan yeniden
doku (kan, vb) Ornekleri almamiz gerekebilir. Bu durumda hasta ve aile
bilgilendirilecek ve izni alinacaktir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Bu incelemeler
icin sizden alinan kanlardan ve/veya deri biyopsisinden elde edilecek Orneklerinizin
saklanmas1 konusunda liitfen asagidaki seceneklerden birini se¢iniz:

a.Elde edilen doku Ornegimin ¢aligma bittikten sonra boliimiiniiz 6rnek bankasinda
saklanmasina izin veriyorum .................



103

b.Elde edilen doku 6rnegimin ¢aligma bittikten sonra imha edilmesini istiyorum .........
Doku 6rneginiz saklandig takdirde size sorulmadan, izniniz alinmadan higbir sekilde
baska bir ¢alisma i¢in kullanilmayacaktir

2. Olas1 riskler ve faydalar :

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) igne-batmasina bagli olarak az bir aci
duyulmast. (2) Igne batmasi sonrasinda cok nadiren enfeksiyon gelisebilir.

Deri Biyopsisi alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Biyopsi alinan bolgede ¢ok
hafif bir ac1 hissi duyulabilir (2) biyopsi bolgesinde ¢ok nadiren enfeksiyon gelisebilir
Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle
gizli kalacaktir. Genetik bilginin kullanilmasma bagl olarak sosyal, ekonomik ve
psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuclar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak
bu bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin digimizda birisi
ile paylasmamiz sadece sizin izninize baglh olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski
de bu testler sonucunda anne yada babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu
durumlarda da gizlilik ilkesine bagli kalinacaktir.

Olas1 yararlar :Bu incelemelerin esas amaci sizde/aile bireyinizde saptanan kromozom
anomalisini daha detayli arastrmak ve genotip-fenotip iliskisinin anlasilmasina
yardimci olacak bilgilere ulagmaktir.

Diger secenekler: Bu calismaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak
tamamen istege baghdir ve reddettiginiz taktirde size uygulanan tedavide bir degisiklik
olmayacaktir. Yine caligmanin herhangi bir asamasinda onaymizi ¢ekmek hakkina da
sahipsiniz.

Uygulanacak islemin yapisi ve amact hakkinda, olasi riskleri ve yararlar1 tarafimdan ,

hastaya, =~ @ e

(Tanik Kisi)

anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmis ve cevaplandirilmaya devam
edilecektir.

Calismanin devami sirasinda ortaya cikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan
katilimciya iletilecektir.

Tarih :

Doktorun imzasi:

Kontak kurulabilecek kisiler: Prof. Dr. Seher BASARAN
Bio. Zeynel DEMIR

Ulasilabilecek Tel. No.’lar: Direk hat: (0212) 631 13 63
Dahili hat: (0 212) 414 20 00 - 32327

Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi
Cocuk Saglhigi Enstitiisti Tibbi Genetik Bilim Dali



104

Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL
Elektronik Posta AdreSi: coiuveiiiiiiiiiiiiiiiiienieeieerinnnnneenaes

Izin : Yukarida tanimlanan ileri diizey incelemenin uygulanmasi, riskleri ve yararlari ile
ilgili yeterince bilgi aldim. Bu calismaya kendimin (cocugumun ) katilmasimna izin
veriyorum. Calismanm herhangi bir asamasinda sayet vazgecersem onayimi ¢ekmek
hakkinda o6zgiir oldugumu biliyorum. Bu nedenle kendimin/cocugumun bir zarar
gormeyecegini anladim. Arastirma bulgulari, ailemdeki genetik hastaligm klinik ve
molekiiler tanisina ve tedavisine faydali sonuglar vermesi durumunda bana rapor
edilecegini kabul ettigimi bildirmek istiyorum.

Hasta Ada:

Ad1 Soyadi Dogum tarih Imza
(Ebeveyn)



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
DEKANLIGI
Yerel Etik Kurulu

Sayi : 2158 Tarih : 13/11/2006

Konu : Prof.Dr.Seher BASARAN hk,

Sayin, Prof.Dr.Seher BASARAN

Tibbi Genetik Anabilim Dali

Ogretim Uyesi

ilgi : 12.09.2006 tarihli, 111 sayili yaziniz,

Sorumlu Arastiricihgini Gstlendiginiz ve Yiiksek Lisans Ogrencisi Biyolog Zeynel DEMIR'in
yiiriitecedi 2006/1733 dosya no'lu "Nick translasyon yontemiyle isaretienmig 6zgiin DNA dizilerinin
kompleks kromozom anomalilerinin aydinlatiimasinda kullaniimasi”" bashkli Yiksek Lisans tezi
kurulumuzun 11.10.2006 tarihli, 10 sayili toplantisinda onaylanmis olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi saygilarimla rica ederim.

Prof.Dr. Zafer ARI

istanbul Tip Fakuiltesi
Etik Kurul Bagkani

Eki: Tutanak



iSTANBUL TIP FAKULTESI
YEREL ETiK KURUL TUTANAGI

Toplanti Tarihi : 11/10/2006
Toplant: Yeri
Toplanti Sayisi : 10

Behcet Kiitipphanesi Pembe Salon

Sorumlu arastiriciigini Fakiltemiz Tibbi Genetik Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof.Dr. Seher BASARAN!'In istlendigi ve Yiiksek Lisans Ogrencisi Biyolog Zeynel DEMIR'in
yiiritecegi 2006/1733 protokol numarali "Nick translasyon yéntemiyle isaretlenmis 6zgiin DNA
dizilerinin kompleks kromozom anomalilerinin aydinlatiimasinda kullaniimasi” baslikli Yiksek
Lisans Tezi kurulumuzda incelendi etik ydénden bir sakinca tagimadigi gorildia, uygulamaya

konulabilecegine karar verildi.

Prof.Dr. Zafer ARI

Etik Kurul Baskani ( Dekan Yardimcisi)
Prof.Dr. A.Yagiz URESII

Farmakoloji ve KIi.F. A.D
Prof.Dr. Ahmet GUL /) V//hn;

ic Hast. A.D, Romatolojj 'Iimdalﬁn/C
Prof.Dr. Berrin UMM
Kardiyoloji A.D.
Prof.Dr. Cahide GOKKUSU
Biokimya A.D

Prof.Dr. Kamil PEMBECI
Anesteziyoloji A.D.
Prof.Dr. Nuran YILDIRIM /a
Tip tarihi ve Deontoloji A.D,
Prof.Dr. Oguzhan COBA
Noroloji A.D. t_- ’
Prof.Dr. Pinar SAIP
i.0. Onkoloji Enstitusii

Prof.Dr. Seving EMRE
Cocuk Sag. Ve Hast. A.D

Prof.Dr. Umit TURKOGLU

Biokimya A.D
Prof.Dr. Veli UYSAL
Patoloji A.D. \V

Prof.Dr. Yegim ERBIL
Genel Cerrahi A.D.
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad Zeynel Soyadi DEMIR
Dog.Yeri |Siirt Dog.Tar. [26.12.1981
Uyrugu |[T.C TC Kim No (52402043864
Email zeyneldemir@hotmail.com Tel 532 322 53 47
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis. Istanbul Uni. Saghk Bilimleri Ens. Genetik Programi 2008
Lisans Istanbul Uni. Fen Fak. Biyoloji boliimii 2005
Lise Kuleli Askeri Lisesi 1999

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayim)

Gorevi Kurum Siire (Yil - Yil)

1. -

2. -

3. -
Yabana |Okudugunu N . | KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konugma®™ | Yazma Puam Puam
Ingilizce |Cok iyi Cok iyi Iyi 67
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam
ALES Puam 73.281 76.201 78.828
Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi
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Microsoft Office Cok iyi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalar/Odiilleri

Ulusal Kogre Ozetleri

1. Demir Z, Kirmiz1 N, Oztiirk H, Onal EP, Karaman B, Basaran S, Kayserili H,
Yiiksel-Apak M. Trizomi 21°1i 1368 postnatal olgunun kromozom analiz sonuclar1 VII.
Ulusal Prenatal Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi, 17-20 Mayis 2006 Kayseri. Kongre
kitap¢igi sf. 103 (poster)

2. Yilmaz K, Karaman B, Uziimcii A, Kocgbas A, Demir Z, Kayserili H, Basaran S.
De novo nonmozaik, paternal kokenli Xp monozomi ve Xq21.2->Xqter trizomili bir olgu
sunumu. VII. Ulusal Prenatal Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi, 17-20 Mayis 2006
Kayseri. Kongre kitap¢igi sf. 101 (poster)

3. Demir Z, Karaman B, Yilmaz K, Oztiirk H, Kirmiz1 N, Kayserili H, Basaran S. 1,
9 ve 11. kromozomlar arasmnda 4 kirik noktasi ile olusan kompleks kromozom
anomalisinin prenatal tamisi. VIII. Ulusal Tibbi Genetik Kongresi, 06-09 Mayis 2008;
Canakkale. Kogre kitap¢igi sf. 141 (sozlii sunum)

Uluslar Arasi Kongre Ozetleri

1. Demir Z, Karaman B, Kayserili H, Apak-Yuksel M, Basaran S. Dicentric
Chromosome 22 Causing  Partial Trisomy of 22q10—q13 in a Child Cat Eye
Syndrome Phenotype. 6" European Cytogenetic Conference, 7-10 Temmuz 2007;
Istanbul (poster)

2. Yilmaz K, Karaman B, Uzumcu A, Kocbas A, Kirmizi N, Demir Z, Uyguner O,
Kayserili H, Basaran S. A Case with Non-Mosaic de novo Monosomy Xp and Trisomy
Xq21.2->Xgqter: Paternal in Origin. 6™ European Cytogenetic Conference, 7-10
Temmuz 2007; Istanbul (poster)

3. Karaman B, Yilmaz K, Kirmizt N, Oztiirk H, Demir Z, Kayserili H, Apak-
Yiiksel M, Basaran S. Subtelomeric Rearrangements In Children With Multiple
Congenital Anomalies And Mental Retardation. 6™ European Cytogenetic Conference,
7-10 Temmuz 2007; Istanbul (poster)
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