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I. GIRIS VE AMAG

Mental retardasyon, toplumun %2-3’'linde gérilen bir bozukluktur ve
olgularin %12’sinde etken kromozom anomalileridir. Multipl konjenital anomalilerin
etiyolojisinde ise kromozom anomalilerine %6 siklikla rastlanmaktadir. Sayisal
kromozom anomalileri, gogu zaman fenotipin ydnlendirmesi sonucu ve rutin
sitogenetik yontemlerle tespit edilebilmektedir. Etiyolojide ©6nemli bir kismi
olusturan yapisal kromozom anomalilerinin tanisinda, gogu zaman klasik bantlama
teknikleri yetersiz kalmakta ve High Resolution Bantlama Teknigi (HRBT) ve
Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) gibi tekniklerin uygulanmasi gerekmektedir.
Rutin bantlama teknikleri ile 10 mb’a kadar genomik degisimler saptanabilirken,
HRB teknigi ile 5 mb bulyikligindeki degisimlerin saptanmasi mimkindur.
MKA/MR olgularinin etiyolojisinin belirlenmesinde FISH teknidi ise, ancak klinik
bulgular belli bir sendromu disiindiirdiiti zaman sonuca ulastirabilmektedir.

Komperatif Genomik Hibridizasyon (KGH) teknigi, tim genomu ayni anda
delesyon ve duplikasyonlar agisindan tarayan molekiiler sitogenetik bir yontemdir.
KGH ile 3 mb buyikligindeki genomik degisimlerin saptanmasi mumkuinddr.
Teknik, hticrelerin kiiltiire edilmesine gerek kalmaksizin, DNA elde edilebilen her
tirld doku 6rneginde uygulanabilmektedir. Sayisal anomaliler ve dengesiz yapisal
yeniden dlizenlemeleri saptayabilen teknik, marker kromozomiarin kékenin
aydinlatiimasi ve

Teknik, test DNA'nin ve normal DNA'nin farkli renklerdeki dUTP’ler ile
(sirasiyla yesil ve kirmizi) isaretlenerek, normal metafaz kromozomlarina hibridize
edilmesi esasina dayaynir. Hibridizasyon sonrasinda uygun metafazlar
mikroskopta segilir. Gorintllemenin ardindan kirmizi ve yesil sinyaller, bilgisayar
programi yardimiyla degerlendirilir.

Bu cgalismanin amaci, KGH tekniginin laboratuarimizda rutin
uygulanmasinin saglanmasi ve bu teknikle HRBT ve telomerik FISH uygulamasi ile

normal karyotip saptanmis MKA/MR’lu olgularin ile incelenmesi idi.



[I.GENEL BILGILER

11.1. Kromozom Anomalilerinin Tanisinda Kullanilan Yontemier

Insan kromozomlari hakkindaki ilk bilgiler, 1882 yilinda Flemming'in
¢izimlerine kadar geriye gitmekle birlikte insan kromozom sayisi ilk olarak, 1956’da
Hsu’nun hiicreleri yikamak amaciyla yanlislikla izotonik sollisyon yerine hipotonik
soliisyon kullanmasi ile 46 olarak belirlenmistir. Ford ile Hamerton’un hiicreleri
metafaz asamasinda durdurmak igin kolsisin kullanmasi, daha basanli kromozom
eldesine olanak saglamistir (57). Ayni yillarda, bu bilgileri birlestiren Tijo ve
Levan'in kiltire edilmis embriyonik insan akciger hlcrelerinde 46 kromozom
bulundugunu belirlemesi, klinik sitogenetigin baslangici olmustur (146). O yillarda,
kromozomlarda ¢ok az detay gériilebilmesine karsin, boylarina ve sentromer
yerlesimlerine gére kromozomlar yedi grupta (A-G) toplanmistir. 1959'da Lejeune
ve ark., Down sendromunda trizomi 21, Ford ve ark., Turner sendromunda 45 X,
Jacobs ve ark., Klinefelter sendromunda 47 ,XXY, 1960°'da Patau ve ark., trizomi
13, Edwards ve ark., ftrizomi 18 kromozom vyapilarini gdstermislerdir
(89,44,58,109,33). Her bir kromozomun bantlariyla taninmasi ve homolog
kromozom giftlerinin karsilastiriimasi ise ancak 1970 yilinda Caspersson ve ark.nin
bir floresan boya maddesi olan quinakrin ile bantlari gériinir hale getirmesinin
ardindan bantlarin floresan mikroskobuyla incelenmesiyle gergeklestirilebilmistir
(20,21). Floresan yogunlugunun g¢abuk azalmasi, bu teknigin rutin uygulamada
kullaniimasini zorlastirmistir. Bunun yaninda C, NOR (Nucleolar Organizer Region)
bantlama gibi farkh &zellikteki tekniklerle, kromozomlardaki yapisal degisiklikler
belilenmigtir (119). Aym yil, Seabright ve ark., kromozomlar tripsin
uygulamasindan sonra Giemsa ile boyayarak, glinimiizde rutin klinik sitogenetikte
kullanilan bantlama yéntemini (Giemsa-Tripsin-Giemsa/GTG) gelistirmislerdir
(128). Yunis tarafindan 1976’da gelistirilen HRBT (High Resolution Banding
Technique) ile daha uzun kromozomlarin analiz edilmesi saglanmistir. Bu teknikle,



5 milyon baz ¢iftini kapsayan mikro degisikliklerin (mikrodelesyon, duplikasyon)
taninmasi mimkin olmustur (72/26).

1980’li yillarin sonlarinda, molekiler genetikteki ilerlemelerin sonucunda
gelistirilen ve spesifik DNA pargalari ile kromozomlarin hibridizasyonu esasina
dayanan FISH ydntemi, rutin uygulamalarla taninamayan kromozom anomalilerinin
taninmasini saglamistir (46,107).

Bugtin rutin uygulamalarda kullanilan klasik bantlama teknikleri G, Q, C, R
bantlama, NOR boyama ve HRBT olarak siralanmaktadir.

FISH yéntemi kromozom anomalilerinin tanisinda biiyilk faydalar saglasa
da, her bir calismada ancak bazi belli hedef dizilerin saptanabiliyor olmasi, genom
boyu inceleme yapilamamasi, arastirmacilari yeni arayislara ydénlendirmistir.

1992 yilinda Kallioniemi ve ark. tarafindan gelistirilen Komperatif Genomik
Hibridizasyon (KGH) tekniginde tek bir calisma ile genom boyu delesyon ve
duplikasyonlarin agisindan taranmasi yapilabilmektedir (64).

Bu yontemler ve 6zellikleri agiklanmaktadir.

11.1.1. Klasik Bantlama Yéntemleri

11.1.1.1. G Bantlama

Rutin kromozomlar analizlerinde en yaygin kullanilan bantlama yéntemidir.
Teknigin temeli, kromozom Uzerindeki yapisal histon ve non-histon proteinlerin bir
proteaz (tripsin, pankreatin vb.) yardimi ile denatiirasyonunun ardindan Giemsa
(GTG) veya Leischman (GTL) ile DNA'nin Adenin ve Timin bazlarindan zengin
heterokromatin bélgelerinin koyu boyanmasi esasina dayanir. Guanin ve Sitozin
bazlarindan zengin olan ékromatin béigeler ise agik boyanir. GTG bantlama ile
haploid genomda yaklasik 400-500 bant goériilebilmekte ve bu da yaklasik 5-10
Mb’lik (bant basina yaklasik 50 gen) kromozomal degisimlerin taninabilmesini
saglamaktadir (128).



1.1.1.2. Q Bantlama

Floresanli teknikler arasinda en yaygin olarak quinakrin dihidroklorid
(atebrin) ve quinakrin mustard (quinakrin) boyalarn kullanilir. Quinakrin ile boyanan
kromozomlar, floresan mikroskobunda incelendiklerinde G bantlara benzer bant
kaliplari gésterir. Ancak floresanin hizli solmasi ve gorlinti alinmasinin zorlugu
nedeniyle rutin kullanimda tercih edilmemektedir. Teknik, agirhkli olarak 1, 9, 16.
kromozomlarin sentromerik bdlgeleri, akrosentrik kromozomlarnn sentromer ve
satellit bolgeleri ile Ygh gibi polimorfik heterokromatin bélgelerin parlak boyanma

ozellikleri nedeniyle heteromorfizmierin tanimlanmasinda kullamlir (20,21).

1.1.1.3. C Bantlama

Sentromerler ve Ygh bolgesini olusturan, hi¢ gen icermeyen ve transkribe
olmayan konstitutif heterokromatini pozitif boyayan bu teknik ile sentromere yakin
kromozom yeniden diizenlemeleri, sentromer varligt, Ygh ve polimorfik 6zelliklerin

saptanmasinda kullanilir.

1.1.1.4. R Bantlama

Bu bantlamada kromozomlarin G bantlama ile koyu boyanan kisimlan R
aclk, agik boyanan kisimlari ise koyu boyanir. Yontem, floresanli bir boya olan
akridin turuncusu veya Giemsa kullanilarak uygulanir. DNA'nin Guanin ve Sitozin
bazlarindan zengin Okromatin bdigelerinin koyu boyandigi teknik, 6zellikle G
bantlama ile boya almadigi igin saptanmasi zor olan kromozomlarin terminal

bélgelerindeki degisimleri belirlemek igin kullanilir.

11.1.1.5. NOR Boyama

Nukleolus organizasyonundan sorumlu akrosentrik kromozomlarin satellit
bélgeleri (Nucleolar Organizer Region), 18S ve 28S rRNA kodlayan genler igin gok
sayida kopya igerir. Bu boélgeler giimiis nitrat ile koyu boyanir. Kisiye gére farkl

boyanma &zellikleri gbsterebilen bu bdlgeler, polimorfizmlerin ve marker



kromozomlarin satellit igerip igermedigdinin anlasiimasinda kullanilan bir boyama
teknigidir.

I1.1.2. HRBT (High Resolution Bantlama Teknigi)

Bu teknik, >5650 bant igeren prometafaz hatta profaz kromozomlarinin
incelenmesine olanak saglar. Teknidin esasi, hiicre kultirinin metatroksat ilavesi
ile senkronize edilmesi ve hiicre boélinmesinin prometafaz evresinde
durdurulmasidir. HRB teknigi, kigtik kromozomal degisimlerle tanimlanmis ve
guniimiizde mikrodelesyon-mikroduplikasyon sendromiarinin (Prader Willi /
Angelman Sendromu, Miller Dieker Sendromu, DiGeorge Sendromu gibi) tanisina
olanak saglamistir. Ayrica 850-1250 bant seviyesindeki profaz kromozomlarinda
istenen bolgenin mikrodisseksiyonuna olanak sagladigindan, bu kromozomlar

kullanilarak in situ hibridizasyonla gen haritalanmasi da gergeklestirilebilmektedir.

11.1.3. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Ozgiin tek iplikli DNA veya RNA fragmentlerinin radyoaktif, floresanli veya
antijenik maddelerle isaretlenerek, fikse edilmis sitolojik preparatlarda ¢ift sarmal
hedef DNA ile hibrid olusturmasi ve mikroskopta goériintiilenmesi teknigi in situ
hibridizasyon olarak adlandinlir (107).

1969 yilinda birbirlerinden bagimsiz ¢alisan Gall (46), Pardue (107), John
ve ark. (54), radyoaktif izotoplarla isaretlenmis DNA veya RNA probunu, denature
edilmis sitolojik preparatlarda hedef hiicre DNA'si ile hibridize etmis ve
otoradyografiyi takiben hibridizasyon bélgelerinin giimis partikiillerle isaretlendigini
goéstermislerdir. Baslangigta, DNA problarini isaretiemede '?°, °H, **S gibi
radyoizotoplar kullanilmaktaydi, ancak radyoaktif maddelerin biyolojik olarak zararli
olmalan, raf émirlerinin kisa olmas! ve otoradyografinin zaman almas! nedeniyle
niikleik asitlerin isaretlenmesinde floresan ve enzimatik &zellikli molekdiler
kullaniimaya baslandi. Ayrica, yine o yillarda molekdiler klonlama bilinmediginden,

in situ hibridizasyonun kullanim alani, konvensiyonel biyokimyasal yontemlerle



saflastirilan ve izole edilen sigan satellit DNA'si1, viral DNA, ribozomal RNA’lara ait
dizilerle sinirliydi.

1977 yilinda Rigby ve ark., klonlama teknikleriyle elde edilen problarin
radyoaktif ve non-radyoaktif molekdillerle isaretlenmesini saglayan nick translasyon
yontemini gelistirmislerdir (116). 1981’de ise Langer, nick translasyon ydntemi ile
biotin kullanarak gergek anlamda ilk radyoaktif olmayan isaretlemeyi
gergeklestirmistir (82, 83). Daha sonralar biotinin yanisira digoksigenin, sulfonat
ve floresein gibi isaretieme molekdlleri de kullaniimaya baslanmistir. In situ
hibridizasyon teknidi, 1991 yilinda floresanlanmis nikloetid analoglarinin
kullaniimaya baglanmasiyla Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Teknigi adini
almistir. Non-izotopik problar ile, plazmidiere integre edilen 1kb’lik DNA dizileri
haritalanabilmistir. Daha bulyik boyuttaki problarla daha kuvvetli sinyal elde
edilebilecegi anlasildiktan sonra daha uzun DNA dizileri kozmid ya da yeast
artificial kromozomlara (YAC) integre edilmistir. Bdylece kromozomlarin belli
bélgelerine 6zgiin DNA problarinin sayisi artmis ve kromozomal anomalilerin
tanisinda FISH ¢ok daha 6nemli bir yere gelmistir. Ayrica FISH tekniginin gerek
interfaz hicrelerinde, gerekse kromozomlarda uygulanmasi, kullanim alanin

genigletmistir (Tablo 1).

Tablo 1. FISH tekniginin kullanim alanlari:

Diagnostik: Arastirma:
Interfaz hiicrelerinde anéploidi tanisi, Gen haritalamasi
Gen ekspresyon
analizi
Timor biyolojisi

Klinik sitogenetik ve prenatal tani,

Mikrodelesyon sendromlarinin tanisi,

Dokularda enfeksiyon ajanlarinin Mikrobiyoloji-Viroloji
tanisi,

Kanser sitogenetigi Mayoz-Mitoz analizleri



FISH tekniginde izlenen basamaklar;
Probun isaretlenmesi
Prob ile hibridize edilecek materyalin fikse edilerek preparatlara yayilmasi
Metafaz kromozomlari veya interfaz nukleusundaki hedef DNA’nin
denatlirasyonu
Probun denatiirasyonundan sonra hedef DNA ile hibridize edilmesi
Hibridizasyon sonrasi yikamalar ile immunokimyasal ve mikroskopi

yoéntemleri ile hibridizasyonun goériniir hale getirilmesi

1.1.3.1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar:

In situ hibridizasyonda kullanilan ilk problar, bakterial virlisler (dairesel
plazmidier veya linear bakteriyofajlar) igine sokulan DNA fragmentinin, bakterinin
icinde gogalarak klonlar olusturmasiyla elde edilmistir. Daha biiylik fragmentler,
kozmid, BAC (Bacterial Artificial Chromosomes), veya YAC gibi uygun bir vektor
icine yerlestirilerek bakteri veya maya gibi konakg¢i hicrede gogaltilir (97). Ayrica
PCR (Polimerase Chain Reaction) yontemi ile tim genomdan, kromozomdan veya

kromozomun pargasindan, 6zel problar veya prob kiittiphaneleri olusturulur.

I1.1.3.1.1. Problarin igaretlenmesi

Radyoaktif olan problar otoradyografi ile, non-radyoaktif olanlar ise
imminokimyasal yollarla isaretlenir.
Non-radyoaktif problarin isaretlenmesinde “direkt” ve “indirekt” olmak lizere iki

yontem kullanilir.

11.11.3.1.1.1. Direkt isaretleme

Araci molekiil direkt olarak proba baglanir ve hibridizasyondan hemen sonra
mikroskopta gézlenebilir. En 6nemli nokta, prob ile araci molekil arasindaki bagin
agir hibridizasyon ve yikama asamalarina dayanabilmesidir. Ayrica, aracinin,

hibridizasyonun etkinligini distrmemesi gerekmektedir (156). Bu yOntemde



kullanilan problar kiigik DNA dizilerinden olustugundan, sinyaller kisa &miirli
olmaktadir.

En sik kullanilan araci gruplar;

Fluorescein 2'-deoxyuridine triphosphate 5' (d-UTP)

Rhodamine d-UTP

Kumarine d-UTP’dir (92).

Gok renkli FISH uygulamalari igin elverisli olmasi ve hibridizasyon yéntemini
hiziandirmasi nedeniyle direkt ybéntem, prenatal tanida ve preimplantasyon
uygulamalarda tercih edilmektedir (32,113,154).

I1.1.3.1.1.2. indirekt isaretleme

Araci molekiil, kimyasal veya enzimatik olarak proba baglanir. Araci
molekdil, sinyalin gériniir hale gelmesini immunchistokimyasal afinite reaksiyonlar
ile sagladi§i igin gériintiileme dolayli yoldan gergeklesir (8,110,116). Indirekt
yontemde siklikla biotin-avidin, biotin-streptavidin, digoksigenin ve dinitrofenol
kullanilir (17,66,82,91). Direkt yonteme goére daha hassastir ve prob boyunca
baglanan hapten sayisi daha fazla oldugu igin sinyal gok daha kuvvetlidir. Ancak

yéntem uzun zaman aldigi icin gliniimiizde fazla tercih edilmemektedir.

11.1.3.1.2. Prob Cesitleri
Kromozomal anomalileri saptamak amaciyla in situ hibridizasyon tekniginde

kullanilan problar gok cesitlidir. Hedef dizilerine gore problar baslica 3 sinifa

aynlirlar;
1. Lokusa 6zgi roblar (kozmid problar),
2. Kromozomun belirli bir yapisal bélgesine 6zgii, tekrarlayan dizilerden

olusan problar (sentromerik veya alfa satellit problar),
3. Kromozomun tiimiini veya belirli bir bolgesini boyayan problar

(painting veya whole chromosome painting problar) (22)



1.1.3.1.2.1. Lokusa Ozgii Problar:

interfaz nukleusunda ya da metafaz kromozomlarinda bir gene veya genin
icindeki bir bolgeye ait 6zgin DNA dizilerinden olusan problardir. 15- 500kb
uzunlugunda olup kozmide (30- 40kb), BAC’a (100~ 300kb), YAC’a (200- 2000kb),
veya PAC’a (P1 Artificial Chromosome, 100- 300kb) klonlanmis olan bu problar,
mikrodelesyon ve duplikasyonlari saptamada, ilgili kromozoma iliskin yapisal
degisimlerin, mikrodelesyon sendromlarinin (DiGeorge Sendromu, Miller-Dieker
Sendromu, Prader Willi/Angelman Sendromu gibi) tanisinda kullaniimakta ve ticari
olarak satiimaktadir (148).

Single-copy FISH (ScFISH) problari 1.5- 10kb blylikligindedir ve 6zellikle
neoplastik ve kalitimsal genomik bozukluklarin saptanmasinda kullanihir (118).
Tanimlamig DNA dizilerinin florokromlarla isaretlenmesi ve hibridizasyonunun
ardindan belirli bir gen bdlgesi icin, ticari olarak bulunan DNA problarindan daha
yiksek ¢ozinirilik ve genomik yogunlukta anomaliler saptanir. Sik ve ender
gorilen c¢ok daha kiigik yeniden dizenlenmelerin saptanmasinda, kink
noktalarinin belirlenmesinde, insan genom dizisi kullanilarak single-copy FISH

problari gelistiriimektedir.

11.1.3.1.2.1.1. Subtelomerik problar:

Subtelomerik problar, her bir telomerden 100- 300kb uzakliktaki 6zgiln
dizilere komplementer, konvansiyonel sitogenetie oranla ¢ok daha yiiksek
¢6zindridk saglayan dizilerdir (Sekil 1). 60.000 ile 170.000kb uzunlugunda olan
subtelomerik problar, rekombinant veya klonlanmis DNA’dan olusur. Tamami
kromozom spesifik degildir ve bir kromozomdaki subtelomerik bdlgeler, diger
kromozomdakilerle homoloji gésterebileceginden kross-hibridizasyon gérilebilir.

Ticari olarak satilan telomerik ve Multiprobe (Cytocell) Telomere FISH gibi
subtelomerik problar ile, rutin kromozom bantlama yontemlerinin yetersiz kaldigi
telomerilere yakin bélgelerdeki kiglk delesyonlarin ve bu bdlgeleri iceren kriptik

translokasyonlarin belirlenmesi oldukga kolaylagsmistir.
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Sekil 1. Telomerlerin ve subtelomerik bélgelerin dizi organizasyonu

11.1.3.1.2.2. Tekrarlayan Dizi (Satellit) Problan
Insan DNA’sinin %10-20’si satellit ya da kendini tekrarlayan dizilerden

olusur. Kromozomlarin sentromerik ya da perisentromerik bélgelerinde 10° — 10°
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baz gifti uzunlugunda tekrar dizileri vardir. Bunlar alfa-satellit, beta-satellit ya da
diger satellit DNA dizilerinden olusur ve gogu her kromozom igin spesifiktir (E48).

11.1.3.1.2.2.1. Sentromerik Problar

Interfaz nukleusunda ya da metafaz kromozomlarinda oldukga parlak sinyal
verdiklerinden prenatal tanida andploidilerin (trizomi 21, 13, 18 gibi) tanisinda
kullaniimaktadir. Ayrica cinsiyete bagl hastalik endikasyonu bulunanlarda hizl
cinsiyet tayini igin, marker ve halka kromozomiarda da sentromer yerlesiminin
arastirimasi igin kullaniimaktadir (143).

Beta satellit problar, akrosentrik kromozomlara, perisentrik heterokromatin
bélgelere ve 9. kromozoma lokalize olurlar (157).

Klasik satellit problari, AATGG tekrar dizileri ile baglantili olarak 1, 9, 15 ve
16. kromozomlarin perisentrik heterokromatin bdlgelerine ve Y kromozomunun

uzun koluna 6zgti DNA dizilerinden olusur (11,151).

11.11.3.1.2.2.2. Telomerik Problar:

Bitiin ékaryotik kromozomlar telomerlerle sonlanir. insanlarda telomerler,
ozel bir DNA dizisi olan ve kromozom ucunu korumak ve onarmak igin gerekli olan
niikloeprotein kompleksini olusturacak sekilde toplam 2-15kb buylkligindeki 5’
TTAGGG-3’ tekrarlarindan olusur (76) (sekil 1).

GTG ile agik boyanan telomer bolgelerindeki kriptik degisimlerin rutin
bantlama teknikleriyle belilenmesi olduk¢a zordur. Zengin gen igerigi olan ve
gogunlukia kromozomal yeniden diizenlemelere katilan telomerle ilgili olarak son
yillarda yapilan aragtirmalar, telomerik bdlgelerdeki yeniden diizenlemelerin mental
retardasyonun Onemli nedenlerinden biri oldugunu gdéstermektedir. Butin
kromozomlarin kisa (p) ve uzun (q) kollarindaki (akrosentrik kromozomlarda
sadece q kolu igin) telomerik bolgeleri tek bir FISH calismasiyla dederlendirmek
amaciyla hazirlanmis telomer problariyla delesyonlar sinyal yoklugu ile, trizomiler

ise Ug¢ sinyal varhdi ile saptanir. Kromozomlarin sitogenetik karakterizasyonu ile
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sinyallerin kromozomal konumu kolayca anlasilabildiginden, dengeli ve dengesiz

translokasyonlarin her ikisi de kolaylikla gértilebilir (75).

11.1.3.1.2.3. Kromozomun Timiinii Boyayan (Painting) Problar

Belli bir kromozomun farkl bélgelerine 6zgiin DNA dizilerinden olusturulan
prob kansimi kullanilarak o kromozomun p terminalinden q terminaline kadar
timunin isaretlenmesi/boyanmasi saglanir. Painting (whole chromosome paintig —
wcp) problar, flow sitometri yardimiyla tek tek izole edilen kromozomlarin PCR ile
g¢ogaltiimasiyla, monokromozomal hiicre hibritlerinden ve kromozom kitlphaneleri
kullanilarak elde edilir (92,95).

Painting problarin hazirlanmasindaki bir diger yontem de, metafaz
kromozomlarindan mikrodiseksiyon yontemi ile elde edilen kromozom segmentinin
PCR ile gogaltiimasi ve isaretlenerek prob olarak kullaniimasidir. Bu prob tekrar
metafaz kromozomlari ile hibridizasyona sokularak mikrodiseksiyon ile izole edilen
parcanin hangi kromozoma ait oldugu saptanabilir. Reverse painting denilen bu
yéntem, marker kromozomlarin ve kompleks kromozom anomalilerinin kékeninin

arastinimasinda kullanilir (45).

11.1.3.1.2.3.1. Multicolor Karyotipleme (M-FISH ve SKY)

Bitin homolog kromozomlarin ayni anda farkhi renklerle boyanmasini
saglayan ve karyotip analizini kolaylastiran molekiiler sitogenetik bir yéntemdir.
Flow-sorted kromozomlardan olusturulan kromozom spesifik problar (painting
problar) amplifiye edilir ve dejenere oligonlkieotid primerli PCR yardimiyla
florokromlarla ile isaretlenir. Farkli sayida florokrom kullanilarak (bes, alti veya
yedi) 24 spesifik renk kombinasyonu elde edilir (137, 127, 142 5, 124). “Multiplex
FISH (M-FISH)” ve “Specteral Imaging veya Karyotyping (SKY)” olmak lzere
iki farkli multicolor karyotipleme yontemi vardir.

Her iki ydntemde de benzer isaretleme sistemleri kullanilirken, in situ
hibridizasyon sonrasi renk kombinasyonlarinin saptanmasi ve renk ayriminin

yapilmasindaki teknik agisindan, yontemler birbirinden ayrilir. Her iki ydontemde de

12



kullanilan florokromlar ¢iplak gézle gériillemez, gériintiileme CCD (Charge-coupled
device) kamera temelli sistem ve degerlendirme bilgisayarli goériintii analiz sistemi
ile gergeklestirilir.

Gorintileme iki farkli prensibe baglidir; Speicher ve ark. tarafindan énerilen
sistemde, dar bantl bir filtre seti ile her bir florokrom igin farkli gérintiler alinir (M-
FISH) veya Schrock ve ark. tarafindan gelistirilen sisteme gdére spektral
gortintileme ile tim emisyon tayfi tek bir gorintliide degerlendirir (SKY) (127,137).
CCD ile yapilan goérintilemenin ardindan, Fourier spektroskopisi ile floresan
yogunluk oranlan degerlendirilir. Her piksel igin, goriintiideki belli bir florokrom veya
florokrom kombinasyonuna spesifik olan inferogram olusturulmasiyla renk-
kromozom eslesmesi yapilir.

M-FISH ve SKY, kromozomal kink noktalarinin haritalanmasinda,
translokasyonlarin belilenmesinde, marker kromozomlarin, homojen boyanan
bélgelerin ve double minute kromozomlarin yapisinin aydinlatiimasinda, kompleks
kromozom anomalilerinin kékeninin belirlenmesinde kullaniimaktadir.

Ancak her iki yontem de marker kromozomlarin kesin bant kd&kenini
belilemede, kompleks kromozomal yeniden diizenlemelerde kesin kirik noktalarini
saptamada (158), inversiyon, kiglikk duplikasyon veya delesyonlarin
belilenmesinde yetersizdir.

Multicolor karyotipleme ydntemleri ile saptanabilecek minimum degisiklik 1 -
2 Mb olsa da, 6zellikle delesyon, duplikasyon ve inversiyon gibi interkromozomal
yeniden diizenlemelerin aydinlatiimasinda bantlamaya dayali sitogenetik taniya

yardimci olarak kullaniimaktadir (126).
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11.1.4. Komperatif Genomik Hibridizasyon (KGH) (Comperative
Genomic Hybridisation - CGH )

1992 yilinda Kallioniemi ve arkadaslari tarafindan gelistirilen Komperatif
Genomik Hibridizasyon (KGH); kromozom kopya sayisindaki degisiklikleri hicre
kiltariine gerek kalmaksizin, tek bir gcalismayla saptayabilen, molekiiler sitogenetik
bir yontemdir(64). Teknik ilk olarak kanser genetiginde, timor hicrelerinin
kiiltirine ve metafaz kromozomlarina gerek olmamast nedeniyle, solid
timarlerdeki yapisal degisimleri géstermek icin kullanilimistir (69). Daha sonralari
marker kromozomlarin tanisinda basarnli olmasi, dengesiz kromozom anomalileri
igin tek bir galismada genom boyu tarama yapabilmesi ve kandan izole edilen DNA
ile calisiimasi gibi avantajlan ylziinden klinik sitogenetikte de uygulanmaya
baslanmistir (19).

KGH, biri analiz edilecek 6rnekten (test DNA), digeri normal karyotipli
referanstan (normal DNA) elde edilen ve farkhi florokromlarla isaretlenen iki
genomik DNA’'nin normal metafaz kromozomlari Uzerinde hibridizasyonu temeline
dayanir. Genellikle test DNA'sI, floresan 6zellikteki FITC veya SpectrumGreen ile
yesil isaretlenirken, normal DNA ise TexasRed veya SpectrumRed d-UTP ile
kirmiz1 isaretlenir. Her iki DNA, 1:1 oraninda ve repetetive DNA (cot-1 DNA)
variiginda kanistinhr ve normal insan metafaz kromozomlarinin bulundugu
preparatlara hibridize edilir. Bu hibridizasyon sirasinda normal ve test DNA,
metafaz kromozomlan {izerinde yer alan ayni hedef boélgelere baglanmak (lizere
yanisirlar. Belirli bir kromozomal bélgeye baglanacak test ve normal DNA’nin
miktari, bu dizilerin her iki DNA 6rnegindeki miktarina baglidir. Bu nedenle, test
(yesil) ve normal (kirmzt) DNA’nin floresan hibridizasyon paterninin
yogunlugundaki degisiklikler, her iki genom arasindaki kopya sayi farklarni
gosterir. Ornegin, test DNA'daki normal bolgeler kirmizi-yesil dengesi sonucunda
sarn olarak gozlenirken, test DNA'daki olas! bir artis (duplikasyon) sonucunda yesil
renk gozlenir, azalma (delesyon) kirmizi renkle kendini goésterir. Bu renk

farkhliklan, dijital gorintli analizi sisteminin yardimiyla saptanir. Bdylece biitlin
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kromozomlar agisindan oran profilleri hesaplanarak genom boyu kromozomal
dengesizlikler (artis/azalma) gézlenebilir (60).

11.1.4.1. KGH Tekniginde Izlenen Basamaklar

Farkli renklerde isaretlenmis test ve referans DNA’nin floresan
yogunluklarinin karsilastinimas) esasina dayanan KGH’nin temel basamaklari
sOyledir (Sekil 2);

1. Referans DNA olarak kullanilacak normal DNA’nin kandan
izolasyonu,

2. Incelenecek olgu (test) DNA’sinin kandan veya dokudan eldesi,

3. Iki DNA 6&rmeginin nick translasyonla direkt veya indirekt olarak

isarelenerek prob elde edilmesi.

4. Isaretlenmis problarin esit miktarlarinin cot-1 DNA ile gdkttiriilmesi,

5. Problarin denatiirasyonunun ardindan normal karyotipli erkek
bireyden elde edilen metafaz kromozomlarina hibridizasyonu,

6. Hibridizasyon sonrasi preparatin yikanmasi,

7. Dijital gérintiileme sistemi ile metafaz plaklarinin analizi ve saptanan
floresan oranlarinin degerlendirilmesi,

8. Artis veya eksilme goriilen kromozom bdlgelerinin karakterizasyonu

icin FISH problari ve/veya molekiiler teknikler ile dogrulama yapilmasi.
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Sekil 2. KGH teknigindeki bazi basamakiarin sematik gésterimi

I1.1.4.1.1. Prob Isaretleme Teknikleri

I.1.4.1.1.1. Rasgele Segilmis Primerlerle DNA isaretienmesi (Random
Primed DNA Labelling)

10 ng'dan 3 pg'a kadar olan DNA fragmentleri bu yontemle (38)
isaretlenebilir. Standart isaretleme yontemi hizhdir (1 saat) ve her 20-25
niikleotidde bir modifiye niikleotid (digoksigenin-, biotin-, veya floresan-dUTP),
yeniden sentezlenen DNA probun igine sokulmus olur. Bu igaretleme sikligi indirekt
gorintilemede probun ylksek duyarlilikta isaretlenmesine neden olur.

Random primed isaretleme reaksiyonunda, kalip DNA dogrusal hale
getirildikten sonra denatiire edilir ve 6 nikleotidden olusan primerlerin baglanmasi
saglanir. Baslangi¢ olarak, primer kalip DNA'nin 3-OH ucuna baglanir ve bu
baglanmayi takiben Klenow enzimi, 5'>3’ polimeraz aktivitesi ile tek zincirli DNA'yi
kalip olarak kullanarak yeni DNA’yi sentezler. Ortamda bulunan isaretli

niikleotidlerin, yeni sentezlenen DNA'ya yerlesmesi ile kalip DNA isaretlenmis olur.

16



Bir saatlik reaksiyon sonrasinda isaretlenmis DNA fragmentleri 200-1000 bp

uzuniugundadir.

I.1.4.1.1.2. Nick Translasyon ile DNA isaretleme

Problarin, radyoakiif ve non-radyoaktif molekiillerle isaretlenmesini saglayan
Nick translasyon ydntemi Rigby ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir (116).
Langer ve arkadaslan (1981) ise nonradyoaktif nilkleotidler kullanarak yontemin,
rutin kullanima girmesinde biiyiik rol oynadilar (82).

Teknik, hapten [(digoksigenin- (DIG), biotin-, 2,4-dinitrophenyl (DNP)] veya
floresan [(Texas Red-, fluorescein isothiocyanate-(FITC), Alexa 488-, tetramethyl
rhodamine- (TAMRA), amino-methyl coumarin- (AMCA)] ile modifiye edilmis bir
niikleotidin, yeni sentezlenen DNA zincirine 20-25 niikleotidde bir katilmasi
esasina dayanir.

Nick translasyon ile, kullanilan molekil hapten ise indirekt, floresan ise

direkt olmak tzere iki farkli sekilde isaretleme yapilabilir.

I.1.4.1.1.2.1. indirekt isaretleme

Indirekt yéntemde araci molekiil, kimyasal veya enzimatik olarak probun
biinyesine sokulur. Araci molekil ancak immunositokimyasal afinite reaksiyonlari
ile probun gérintllenmesini sadladig igin gérintileme dolayli yoldan gergeklesir
(85,110,116).

Indirekt isaretlemede test DNA genellikle biotin ile isaretlenirken, referans
DNA digoksigenin ile isaretlenir. Isaretlemenin gériintiilenmesi, FITC (yesil) ve
TRITC (kirmizi) bagh antibodiler ile sirasiyla test DNA igin yesil ve referans DNA
igin kirmizi floresan sinyal alinmasiyla gergeklesir.

Indirekt yéntemler daha hassastir ve prob boyunca baglanan hapten miktari

daha fazla oldugundan daha yogun sinyal elde edilir.
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11.1.4.1.1.2.1.2. Direkt isaretleme

Direkt isaretlemede test DNA'nin ve normal DNA'nin sirasiyla yesil ve
kirmizi floresan  isaretli d-UTP’ler  [(FITC-12-dUTP/TexasRed-5-dUTP
(DuPont, Boston, MA, USA), SpectrumGreen-dUTP/SpectrumRed-dUTP (Vysis,
Downers Grove, IL, USA)] ile nick translasyon yardimiyla isaretlenmesiyle prob
elde edilir.

Bu teknikte kullanilan DNaz |, ¢ift zinciri DNA’nin her bir zincirindeki
fosfodiester baglarinda rastgele olarak gentikler (nick) agar. DNA polimeraz, 5>3'
yoniindeki eksontikleaz aktivitesi ile niikleotidi ortamdan uzaklastinirken, bir yandan
da 3'>5’ yéniindeki endoniikleaz aktivitesi ile agilan gentiklere yeni niikleotidlerin
(isaretli ya da isaretsiz) girmesini saglar. Eger nikleotidlerden biri (genellikle UTP)
floresan ile isaretlenmis ise, sonugta DNA moleki{li igerisine bu niikleotidle
beraber floresan molekiilli girecektir. Boylece gift zincirli DNA isaretlenmis olur
(vaklasik olarak 20-25 niikleotidde bir). Bu isaretleme sikligi, direkt gériintilemede
probun yiiksek duyarlilikta isaretlenmesine ve modifiye niikleotidlerin enzimatik
olarak DNA'va sokulmasina izin verir. Bu reaksiyonun optimal stiresi 60-90
dakikadir ve reaksiyon sonucunda olusan Uriinlerin uzunlugu 200-500 bp kadardir.

Direkt ydntemde en 6nemli sorunlardan biri, prob ile araci molekiil arasinda
olusan bagin, adir hibridizasyon ve hibridizasyon sonrasi yikama asamalarina
dayanmasi gerekliligidir.

Nick translasyon, random priminge oranla daha ¢ok tercih edilen bir
yontemdir, ¢linki DNA problarinin uzunlugu 0.5-2 kb olmak {izere DNase1
ilavesiyle ayarlanabilir. Nick translasyon sonrasinda elde edilen isaretli DNA,
agaroz jelde yir(tllerek istenilen fragment araligina ulasip ulasmadigi kontrol

edilir.

11.1.4.1.2. Prob Presipitasyonu
Nick translasyon ile yesil ve kirmizi olarak isaretlenen test ve normal DNA,
esit miktarda karistiniir ve karisima cot-1 DNA eklenir. Cot-1 DNA, tekrarlayan

heterokromatin dizilerinden igeren kromozom bdlgelerine baglanarak bu bélgelere
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prob baglanmasini engeller. Santriflj ile ¢oktirilen kansim, hibridizasyon igin
kullanihr.

1.1.4.1.3. Denatiirasyon

Prob DNA’'nin hedef DNA ile hibridize olmasi igin ilk kosul, her iki DNA'nin
da tek zincirli hale getiriimesi yani denatire edilmesidir. Nikleik asitler,
komplementer dizilerine, bazlar arasindaki zayif hidrojen baglar ile baghdir. Bu
baglar, hibridizasyondan énce, alkalin ortamda ya da yiiksek pH ve is1 yardimiyla
kirilarak DNA molekili tek zincirli hale getirilebilir. Bir DNA’daki GC giftinin molar
orani arttikga, erime isisi (Tm) da artar. Tm degeri, ortamda bulunan gift zincirli

DNA’lardan yarisinin tek zincirli hale geldidi, yani denatire oldugu isidir (15).

11.1.4.1.4. Hibridizasyon

Hibridizasyon, denatiire edilmis DNA’nin, Tm degerinden daha dusik bir
isida, komplementer zinciri ile eslesmesidir. Is;, pH, monovalent katyonlar ve
organik eriyikler, prob uzunlugu ve prob konsantrasyonu Tm degerini ve
renatiirasyonu etkiler.

11.1.4.1.5. Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

Spesifik olmayan hibrid molekdilleri ile, hibridize olmamis problari ortamdan
uzaklastirmak amaciyla yikamalar, seyreltiimis tuz g¢ozeltisi (formamid/SSC)
kullanilarak hibridizasyon isisindan biraz daha yilksek i1sida (6rnegin 45°C de)
gergeklestirilir (15).

I1.1.4.1.6. Hibrit Molekiiliiniin Gériintiilenmesi

Indirekt yéntemle isaretlenmis problar immunositokimyasal yéntemierle
goriintilenebilir. Direkt yontemle isaretlenmis floresan problar kullanildiinda,
preparatlar hibridizasyon sonrasi ylkamalarin hemen ardindan floresan

mikroskopta degerlendirilebilir. Floresanla isaretlenmis DNA'y1 goriintilemek igin
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kullanilan karsi-boyalar (antifade) genellikle kirmizi floresan veren Pl ya da mavi
floresan veren DAPI'dir. Uygun filire setleriyle normal floresan mikroskopla

gorilebilen hibridizasyon, dijital gériintiileme ve analiz sistemiyle degerlendirilir.

1.1.4.1.7. Dijital Gériintiileme ve Analiz Sistemi

Kromozomal artis veya azalmalari belirleyebilmek igin, hibridizasyon sonrasi
kromozomilardaki yesil floresan yogunlugunun kirmizi floresan yodunluguna orani
hesaplanir. Bu oran, referans DNA'ya gore test edilen genomdaki artis veya
azalmalan géstermektedir. Buna gore teorik olarak eger test DNA tamamen normal
DNA igeriyorsa, biitin kromozomlardaki oran 1.0volmaI|d|r (103, 73, 90). Normal
test DNA’nin hibridizasyonunun oran profili bazen 1.0’dan sapabilir. Bu sapmalar,
kromozomlarda belirli bir paternde olabilir ve bazi kromozom bélgeleri, 6érnegin
1p’'nin distal yarisi, 19. ve 22. kromozomlar gibi, ¢oguniukla 1.0’dan sapma
gosterebilir. Bu durum telomerik bdlgelerin gogu icin de gegerlidir. Buna bagh
olarak genellikle bu bdlgelerin yorumu yapiimaz veya biitlin kromozomlar igin
belirenmis esik degerler, bu boélgelerdeki artis ve azalmalarin saptanmasini
engelleyen degerlerdir (103, 157).

Bunun yaninda yalanci negatif sonuglar da KGH analizinde problem yaratir.
Analiz edilen émekler, poliploid hiicrelerden ve/veya heterojen dokulardan kéken
alabilir ve/veya normal hucrelerle karismis olabilir. Bu érneklerde anomali olmasi
durumunda, oran profilleri normal DNA profillerinden gok az farklihk gésterebilir ve
anomaliler belirlenmis ¢ogu esik degerleriyle saptanamaz.

KGH analizi floresan mikroskobunda, DAPI, yesil (FITC) ve kirmizi (TRITC)
filtrelerle CCD kamera yardimiyla 3 gorintli alinir. Herbir olgu igin © veya 10
metafaz analiz edilir. Ozel bilgisayar programi ile karyotipleme yapilir ve herbir
kromozom igin yesil — kirmizi floresan orani hesaplanir. Metafazlar agagidaki

kriterlere goére segilir;

1. DAPI bantlarin iyi gésteren, iyi yayillmis metafaziar olmast,
2. Biitlin kromozomlarda esit yesil ve kirmizi hibiridizasyon olmasi,
3. Zayif arka plan floresani olmasi.
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DAPI boyali metafazlar, DAPI bantlarinin kontrastini ayarlayan otomatik
gorinti  dlizeltmesinden sonra degderlendirilir, karyotipleme yapilir (70).
Kromozomal artis ve azalmalarin dogru degerlendirilmesi igin, karyotipleme dogru
bir sekilde yapilmaldir. Yorumlama, belifrenmis (fixed) (klasik KGH) veya
istatistiksel esik degerlere (HR-KGH) gore yapilabilir. Belirlenmis esik degerleri
daha yaygin olarak kullantlir ve 1.25 ve 0.75 ile 1.1 ve 0.9 araliginda degisir. Genel
olarak kromozomal kayiplar igin 0.8, artislar igin 1.2 esik degeri kabul edilmistir.
Istatistiksel esik degderleri, standart referans arali§ina (standart reference intervals)
velveya confidence inferval ‘e (%95, %99 veya %99.5) goére belirlenir (7, 70).
Istatistiksel esik degerleriyle daha fazla anomali saptanabilse de, belirlenmis esik

degerleri kullaniimasi ile daha az yalanci pozitif sonug saptanir (60, 7).

11.1.4.2. KGH’un kullanmim alanlari

KGH teknigi, tek calismada tim genomu hiicre kiiltlirine gerek kalmadan
taramasi gibi avantajlarindan dolayi, kanser sitogenetiginden prenatal taniya birgok
farkli alanda kullanilmaktadir. Teknigin kullanim alanlari séyle siralanabilir:

1. Kanser sitogenetiginde timér dokulannin kiiltiiriine ve dokulardan
kromozom eldesine gerek kalmadan, kandan, parafine gémili veya dondurulmus
doku kesitlerinden elde edilen DNA ile anomalilerin saptanmasi,

2. Klinik sitogenetikte kompleks kromozom anomalilerinin
aydinlatiimasi,

3. Rutin bantlama teknikleriyle normal karyotip gosteren dismorfik ve
mental retardasyonlu olgularda olasi anomalilerin saptanmasi,

4, Marker kromozomlarin kdkeninin belirlenmesi,

5. Rutin bantlama teknikleriyle saptanamayan subtelomerik delesyon ve
duplikasyonlarin belirlenmesi,

6. Kiltir edilebilen ve edilemeyen plasental dokularda, sayisal
kromozom anomalilerinin saptanmasi (19),

7. Az sayida hiicre elde edilebilen durumlarda, yeterli miktarda hiicrenin
DOP-PCR ile elde edilerek analiz edilmesi,
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8. Preimplantasyon genetik tanida, tek bir hiicrenin (6rn; blastomer)
single cell PCR ile gogaltilarak dengesiz translokasyonlarin ve sayisal anomalilerin

saptanmasi (93).

11.1.4.3. KGH’nin limitleri ve duyarhhgi

Bu teknigin duyarlih@ini etkileyen faktérler;

1. KGH, analiz edilen drnekteki hiicrelerin gogunlugunda (> %50) var
olan yeniden diizenlemeleri saptayabilmektedir. Bu nedenle &érnegin bir tUmor
dokusundaki neoplastik olmayan hiicreler, KGH'un duyarlih@ini disirebilir. Ayni
nedenle klinik sitogenetik uygulamalarda da mozaik yapilarin saptanmasinda
basarili olamayabilir. Anomalili hiicrelerin normal hicrelere orani en az %50
olmalidir. (63)

2. KGH yalniz normal DNA'ya kiyasla kopya say! degisiklikleri hakkinda
bilgi verebildiginden, dengeli translokasyonlar, yeniden diizenlemeler veya ploidi
degdisimlerini saptayamaz.

3. KGHuUn en biylk dezavantaji, kromozomal dengesizliklerin
tanimlanmasi ve vyerlerinin tespit edilmesi igin kullanilan normal metafaz
kromozomlarinin boylarimin sinirt nedeniyle kigiik degisimlerin saptanamamasidir.

4, Sentromer bolgeleri, akrosentrik kromozomlarin p kollarn gibi
heterokromatik tekrar dizileri igeren bélgelerde KGH yaniltici sonug verebilir, glinku
bu bolgeler isaretlenmemis cot-1 DNA tarafindan gesitli boyutlarda kapatilir
(Kallioniemi et al 1994; du Manoir et al 1995a, A 14). Ayrica indirekt isaretlenmis
genomik problar kullanildiginda 1. kromozomun p kolunun distal yarisi, 19. ve 22,
kromozomlarda yalanci pozitif DNA artislari gbzlenmis, direkt isaretleme ile bu

sorun biiylk dlgide asiimistir (19).
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11.1.5. High Resolution KGH (HR-KGH)

Kirchhoff ve ark. (69) 1997°'de KGH'da heterokromatin agirlikli tekrar
dizilerinin dederlendirmeyi zorlastirici etkisini otomatik olarak diizelten bir algoritma
gelistirdi. Bu algoritmaya goére, KGH’nun yorumlanmasinda belirlenmis esik
degerler yerine normal o©meklerin hibridizasyonuna dayali dinamik standart
referans arali§inin kullanildigi High Resolution KGH (HR-KGH) teknigi gelistirildi.
HR-KGH, normal KGH’a oranla ¢ok daha hassastir. Normal KGH ile 10-20 Mb’a
kadar olan delesyon ve duplikasyonlar saptanabilirken, HR-KGH teknigi ile 3 Mb’lik

degisimler saptanabilmektedir (74).

11.1.6. Multipleks Ligasyon-bagimli Prob Amplifikasyonu (MLPA)

Gen doz degisimlerinin saptanmasi, genetik hastaliklarin tanisinin
konulmasinda her gegen giin 6nem kazanmaktadir. Delesyon veya duplikasyon
sonucu hastalia sebep olan DNA fragmentlerinin boyutu, tek bir eksondan
(birkag ylz baz ifti veya daha az) bitiin bir kromozoma kadar degiskenlik
gosterebilir. Duchenne kas distrofisi, spinal muskiiler atrofi, Charcot-Marie Tooth
hastali§i, fanconi anemisi, konjenital adrenal hiperplazi gibi tek gen hastaliklarinda,
genin tamaminin veya bir kisminin delesyonu veya duplikasyonu, hastalia neden
oldugu saptanan mutasyonlarin énemli bir kismini olusturur. Birkag baz iftlik
kiiglik delesyon ve insersiyonlar PCR ve dizileme teknikleriyle belirlenebilmekte,
daha blyilk delesyonlar (megabaz boyutunda) sitogenetik tekniklerle
saptanabilmektedir. Bunlarin yaninda orta boyuttaki delesyonlar veya insersiyonlar
(tek bir gen veya gen pargasi) PCR ile ve sitogenetik tekniklerle yapilan analizlerle
belirlenememektedir. Bu biylikliikieki delesyon ve duplikasyonlarin, klinik taninin
yonlendirdigi ancak bu mutasyonlara Ozellikle bakimadigi takdirde
saptanmayabilecek  olgularin  bilyllk  gogunlugundan  sorumlu  oldugu
disindimektedir.

MLPA teknidinde, gesitli kromozom bélgelerine spesifik iki esit prob setinden

olusan karisima, genomik DNA hibridize edilir. Prob setlerinden biri, yaninda
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universal primer dizisi igeren spesifik hedef diziden (20-30 niikleotid) olusur ve
sentetik olarak elde edilebilir. Diger prob seti de bir ucunda spesifik hedef dizi (25-
43 niikleotid), diger ucunda universal primer dizisi, arada da problarin elektroforetik
rezollisyonu igin gerekli boyut farkini saglamak iizere degisen uzunlukta rastgele
fragmanlar (19-370) igerir. Her iki prob seti de, spesifik hedefli diziler ardi ardina
hedef DNA'ya baglanacak sekilde tasarlanir ve daha sonra ligaz yardimiyla
birlestirilebilir. Bunun sonucunda, daha sonra PCR ile gogaltilabilen universal
primer baglanma bdlgeleri igeren devamli bir prob olusur. Baglanmayan problar
gogaltlamaz ve ylkama ile fazla probun uzaklastirimasina gerek kalmaz.
Cogaltilan baglanmis probun miktarn hedef kopya sayisiyla orantiidir ve PCR
amplifikasyonundan sonra gézlenen piklerin yiiksekligi hedef dizinin delesyon veya

duplikasyonunu gdésterir (Sekil 3).

[1.1.7. Multipleks Amplifiable Prob Hibridizasyonu ( MAPH )

Yontemde genomik DNA, bir membran (izerine fiske edilir ve saptanmak
istenen hedef dizilere karsilik gelen prob setiyle hibridizasyonu saglanir. Problar,
hedef dizilerin plazmid vektér igine klonlanmasinin ardindan, klonlanmis dizilerin
vektore yonlendirilmis primerler yardimiyla amplifikasyonuyla elde edilir ve bunun
sonucunda bitin problar aym diziyle devam eder (flank). Multiplekslenecek
problarin, kapiller veya slab jel elektroforezinde ayirt edilebilecek kadar boyut farki
olmasi, prob tasarlanmasinda kisitlama yaratmaktadir. Baglanmayan problarin
uzaklastirimasi igin membraniar yikanir. Kalan spesifik baglanmis problarin
miktari, hedef kopya sayisiyla orantilidir. Problar daha sonra soyularak
membrandan uzaklastirilir ve ayni anda universal primer ¢ifti tarafindan amplifiye
edilir. Uriinler daha sonra elektroforezle ayrilir ve tespit etme ydntemine baglh
olarak bant yodunluklan veya pik yikseklikleri agisindan karsilastirilir. Azalmis
bant yogunlugu veya pik ylkseklidi, kontrol problartyla karsilastinidiginda, gen
kopya sayisinda azalmayi (delesyon) gosterirken, gen kopya sayisindaki artisiar
(duplikasyon) ise bant yodunlugunda veya pik yiiksekligindeki artiglarla gozlenir
(Sekil 4).
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Armour ve " arkadaslart tarafindan 40 prob multiplekslenmis ve gcesitli
arastirmacilar tarafindan DMD geninde, subtelomer bdélgelerinde ve CML timor

tipinde delesyonlar MAPH yontemiyle gosterilmistir (4, 53,132).

11.1.7.1. MLPA ve MAPH tekniklerinin avantaj ve dezavantajlari:

MLPA ve MAPH benzer prensiplerle ¢alisip benzer sonuglar verse de farkli
avantaj ve dezavantajlari vardir. Problarin hazirlanmasi yéninden, MAPH, M13
klonlamasi gerektiren MLPA’ya oranla gok daha kolaydir. Ancak MAPH problar
dogal olarak amplifiye edildikleri i¢in, baglanma basamagindan sonra amplifiye
edilen MLPA problarina oranla daha fazla kontaminasyon riski tasir. MAPH
teknigindeki yikama asamalar da kontaminasyon riskini arttiran bir faktorddir.

Analiz igin gerekli olan DNA miktarnt her iki teknikte farklidir; MLPA
yonteminde iyi sonug alabilmek igin 100-200ng yeterliyken, MAPH teknigi 1ug DNA
gerekdirir.

Prob baglanma bdlgelerindeki polimorfizmler ve tek baz mutasyonlari MLPA
sonuglarini etkilese de MAPH teknigini etkilemez. MLPA problarindaki (20-30
nikleotid) spesifik prob bélgelerinin kisaligi, prob baglanma bdlgelerindeki yanlis
nikleotid eglesmeleri prob hibridizasyonunu, baglanmasin énleyebilir ki bu da tek
gen degisimlerinin ekson delesyonu olarak gézlenmesine neden olabilir. Bu
nedenle MLPA teknidiyle saptanan tiim basit fragment delesyonlarinin bagimsiz bir
yéntemle kontrol edilmesi 6nerilmektedir (129).
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11.1.8. Array-KGH
Array-KGH tekniginde, normal ve HR-KGH'den farkl olarak hibridizasyonda

hedef, metafaz kromozomlari yerine cam zemin (izerindeki genis genomik
klonlardir (135).

lik olarak 1999 yilinda Pollack ve arkadaslari tarafindan meme kanserindeki
gen amplifikasyonlarini ve delesyonlarini saptamak lizere 3360 insan cDNA kionu
ile hazilanan arrayler, KGH igin kullanilidi (112). Bu c¢alismada array-KGH igin
kullanilan cDNA klonlarinin en blyilik dezavantaji, klonlarin genom boyunca esit
olmayan bir dagilim géstermesiydi ve analiz sadece bilinen genlerdeki degisimleri
saptayabilirken, genden zengin olmayan bélgeler disianmaktaydi.

Glnimizde ise genomik arraylar, tim genom boyunca segilen genomik
BAC ve PAC klonlariyla hazirlanmaktadir. Standart sitogenetik ydntemlerle haploid
genom i¢in 500 bant seviyesinde olan ¢éziinlrlik, en az 1000 klon, en fazla 3500
klondan olusan arrayler yardimiyla kromozomal bant basina 7 klon olacak sekilde
arttirllmistir.

Array- KGH, genom boyunca yiksek ¢o6zinirlikte delesyon ve
duplikasyonlarin analiz edilmesini saglamaktadir. Cézinurlik, klonlar arasindaki
genomik mesafeye ve klonlarin bﬁyﬁklﬁgﬁne bagli olmakla birlikte sagladigi bilgi
tamamen insan genomunun fiziksel ve genetik haritasina dayanir. Array- KGH ile
200 kb - 1 Mb'lik genomik degisimler saptanabilir, bu nedenle yakin gelecekte
ozellikle mental retardasyonlu ve/veya konjenital anomalili olgularin tanisinda

tercih edilen bir yéntem olacaktir (152).
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ll. MATERYAL VE YONTEM

lll.1. MATERYAL

Calismanin materyalini, Istanbul Universitesi, Cocuk Saghgi Enstitiis(,

Tibbi Genetik Bilim Dali’'nda MKA/MR 6n tanisiyla incelemeye alinan, HRBT ile

yapilan sitogenetik analizlerde ve telomerik FISH uygulamasinda normal

kromozom yapisi saptanan olgular (n=10) olusturdu.

[ll. 2. YONTEM

l11.2.1. Aygitlar

lh.2.1.1.

Laminal Air Flow

Etiliv (Heraeus)

Zaman ayarli santrifij
Mikrosantrifiij (Heraeus)
Isik-Floresan Mikroskobu ve 365/480 ve 540/550 dalga boyunda floresan
filtreleri (Nikon)

Inverted mikroskop (Nikon)
Hassas terazi (Metzler)
Derin dondurucu (Bosch)
Mikropipet (Eppendorf)

pH metre (Nel pH 890)

Su banyosu

Vortex

Cam ve Plastik Malzemeler
Lam

Lamel
Beher
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e  Mezir

o Sale

e  Santriflij tlpa
° Pastor pipeti

e  Falkon tiipi

Ill.2.2. Stok Soliisyonlar

I11.2.2.1. Periferik Kan Lenfosit Kiiltiir Medyumlari
. Ham’s F10 ve RPMI 1640 Medium (Biological Industries)
e  Peripheral Karyotyping Blood (Biological Industries)
e  Chang MF (Irvine Scientific)

Medyum Hazirlanmasi: Ham's F10 yada RPMI 1640, Peripheral
Karyotyping Blood veya Chang MF + %10 ila %20 FCS (Nalgene) + %1 L-
Glutamine (Biological Industries) + %1 Penisilin + Streptomisin (Biological
Industries) + %1 Fitohemagliitinin (PHA) (Biochrom)

+4°C’da buzdolabinda saklanan medyumlar, kullanimdan énce 37°C’lik

etlivde isitild.

I11.2.2.2. Kromozom Eldesinde Kullanilan Soliisyonlar

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

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

° Hipotonik solliisyon: 0.075 M KCL (Merck) = 11.2g KCL + 2000 ml distile su
(37°C’lik su banyosunda bekietildi)

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

I11.2.2.3. GTG Bantlama Soliisyonlan

Bu amagla kullanilacak sollisyonlar oda isisinda saklanir.
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izotonik tuz ¢ézeltisi: 9 g NaCl (Merck) + 1000 ml distile su

Pankreatin gozeltisi: 150 mg pankreatin (Merck) + 100 ml izotonik tuz

gozeltisi

Sérensen tampon ¢dzeltisi : A= 18.1 g KH2PO4 (Merck)
B= 18.96 g Na;HPO4 (Merck)
A + B + 2000 ml distile su

Giemsa boya: 5 ml Giemsa (Merck) + 95 ml Sérensen tampon ¢ozeltisi

ll1.2.2.4. FISH Soliisyonlan

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

5M HCI: 20.8 ml HCI (Merck) + 29.2 ml distile su

0.25N HCI: 5 ml 5M HCI + 95 ml distile su

Stok pepsin sollisyonu: 0.1 g pepsin (Merck) + 1000 distile su

1N HCI, %0.5 pepsin: 4 ml 0.25N HCI + 96 ml distile su + 50 yl  stok
pepsin sollisyonu

4xSSC: 20 ml 20xSSC + 80 ml distile su

2xSSC: 10 ml 20xSSC + 90 ml distile su

1xSSC: 5 ml 20 x SSC + 95 ml distile su

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

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

Oda isisindaki % 70, % 85 ve absolut etanol (Merck) serisi

111.2.2.5. KGH Soliisyonlan
“DNA Isolation Kit for Mammalian Blood” (Roche)
“CGH Nick Translation Kit” (Vysis)
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Kit icerigi:

- Iki pozitif kontrol érnegi

- MPE-600 hicre klonundan elde edilmis isaretlenmemis DNA (3 pg)

- SpectrumGreen ile isaretlenmis MPE-600 DNA (1.5 ug)

- Nick translasyon enzim karigimi (525 pl)

- 10X nick translasyon tampon ¢ozeltisi (300 pl)

- dATP, dCTP, dGTP ve dTTP sollisyonlari (her biri 200 pl)

- Nikleaz-free su (1500 ul)
Human Cot-1 DNA (Vysis)
%0.01N HCI: 1 ml 1 N HCI (Merck) + 99 ml distile su
1N HCI, %0.5 pepsin
Oda isisindaki % 70, % 85 ve absolut etanol serisi
Tween 20 (l11.2.1.2.3'de belirtildigi gibi hazirlandi)
20xSSC (Standart Saline Citrate) (I11.2.1.2.3'de belirtildigi gibi hazirlandr)
2xSSC (111.2.1.2.3'de belirtildigi gibi hazirlandi)
2xSSC, %0.05 Tween: 10ml 20xSSC + 90 ml distile su + 50 pul Tween 20
(Sigma)
0.4xSSC: 2 ml 20xSSC + 98 ml distile su

l1.2.3. Periferik Kan Lenfosit Kiiltiiri

(Yontem, Gosden ve ark.ndan modifiye edilerek uygulandi.) (114)

Steril olarak santrifijj tliplerine stok olarak hazirlanmis olan Ham'’s F-10 ya
da Chang PB medyumlarindan 5’er ml, medyum olarak Ham’s F-10
(HF10) kullanildiginda 0.08 ml, Chang PB kullanildiginda ise 0.1 ml (2
damla) PHA ve hastanin heparinize kan 6érneginden 0.3 ml (5 damla)
konuldu.

Tipiin agz1 sikica kapatilip hafifge galkalandiktan sonra 37°C’lik etiivde 48
saat inkibe edildi.

48. saatte, bu kiiltirlere 0.2 ml timidin (filtre ile 3 damla) konularak 37°C’lik
etlivde 18 saat daha inkiibe edildi.
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1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, siipernatant uzaklastirildi.

5 ml i1sitilmis bazal medyum (HF10) ilave edildi ve 3 saat etiivde 37°C’'de
beklendi.

3 saatin sonunda 0.1 ml (yaklasik 2-3 damla) kolsemid (final
konsantrasyonu 0.02 p/ml) konularak 1 saat daha 37°C'lik etiivde
bekletildi.

lll.2.4. Kromozom Eldesi

Sirenin sonunda kiltir tipleri 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stpernatant uzaklagtirildiktan sonra her bir tiipe vorteks esliginde 37°C'de
isitiimis 0.075 M KCl'den (hipotonik sollisyon) 10 mi eklendi ve 7-10
dakika 37°C’lik etlivde bekletildi.

Sirenin sonunda 1200 rpm’de 10 dakika santrifij edildi

Slpernatant uzaklagtinlarak vorteks esliginde pellet Uzerine yavas
damlalar halinde taze hazirlanmis ve buzdolabinda bekletiimis Carnoy
fiksatifinden 10 ml eklendi.

Bu islem 3 kez tekrarlandi. Son yikamadan sonra, her bir tiipte 0.5 ml dip
materyali birakilarak siipernatant atildi.

Bu dip materyali Pasteur pipetle icine hava verilerek iyice karistirildi,
lamlarin Gzerine yaklasik 3-4 damla/lam damlatildi.

Preparatlar havada kurutuldu.

Faz-kontrast mikroskobunda preparatlar kontrol edildi.

Yayma kosullan gerekiyorsa degistirildi.

Preparatiar GTG bantlamasi yapiimak lizere etlivde eskitildi.

lll.2.5. GTG Bantlama
Teknik, Seabright 1972'den modifiye edilmistir (E67).
En az iki gece etlivde (75°C-37°C) eskitilen preparatlar 100-150 saniye

arasinda pankreatin ¢6zeltisinde tutuldu. Bant kalitesine gore siire belirlendi.
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Preparatlar distile su ile yikandi.

giemsa ¢Ozeltisinde 5 dakika boyandi,

iki kere daha distile suda galkalandi ve kurumaya birakildi.

Kuruyan preparatlar 1sik mikroskobunda kontrol edildi.

Kromozomlardaki koyu ve agik bantlar iyi ayirt ediliyorsa kalan preparatlar

da bantlandi.

l11.2.5.1. GTG Bant Analizleri

- Bantlanan preparatlar Optiphot Nikon veya Zeiss mikroskopta 100’lik
objektifle incelendi.

- Her olguya ait 12 metafaz bant analizi (500-650 bant diizeyinde) ile
degerlendirildi.

- Analiz edilen metafazlarin 3-4'0 gorintli analiz sistemi (PSI) ile
karyotiplendi.

- 8 metafazda sayi analizi yapildi.

- Mozaisizm saptanmasi durumunda olgularda incelenen metafaz sayisi 50-
100’e kadar gikartildi.

I11.2.6. Subtelomerik Problarin Kullanimi
111.2.6.1. On Iglem
Periferik kan lenfosit kiltiird ile elde edilen hiicreler lamlara yayildi.

Faz kontrast mikroskobunda kaliteli ve yeterli metafaz olup olmadig:

kontrol edildi.

Preparat oda isisindaki 2xSSC’'de 2 dakika bekletildi.

Oda isisindaki sirasiyla %70, %85 ve absoliit etanol serilerinde 2'ser

dakika dehidrate edildi ve kurumaya birakildi.

Preparat, direkt isaretli kuru prob ve hibridizasyon soliisyonu 37°C’de (hot

plate veya inkiibatorde) 5 dakika isinmaya birakildi.
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- Sirenin sonunda, preparat (izerine 10 pl hibridizasyon sollisyonu konuldu
ve prob teflon yizii altta kalacak sekilde lizerine kapatildi. Etrafi yapistirici ile
iyice kaplandi.

- Yapistiricinin tamamen kurumasi igin 37°C’de 5 dakika bekletildi.

111.2.6.2. Denatiirasyon
Prob ve hedef DNA 75°C’lik hotplate (izerinde 2 dakika tutularak denatiire
edildi.

111.2.6.3. Hibridizasyon
Preparat, 37°C’de nemli ve karanlk bir kutu iginde bir gece bekletilerek

hibridizasyon saglandi.

11l.2.6.4. Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar
- Lamel etrafindaki yapistirict soyulduktan sonra dikkatli bir sekilde
uzaklastinidi.
- Preparat 70°C’lik su banyosunda isitilan 0.4xSSC ‘de 2 dakika yikandi.
- Oda isisinda bekletilen 2xSSC sollisyonunda 30 saniye yikandi.

111.2.6.5. Hibrid Sinyallerinin Goriintiilenmesi
- Preparat, 2xSSC sollisyonundan gikarildi
- Uzerine 10 ul DAPI-Antifade damlatildi.
- En az 10 dakika karanlik ve nemli bir kutuda +4°C’de buzdolabinda
bekletildi.
- Floresan mikroskobunda preparat taranarak uygun metafazlar otomatik
goriintiileme sistemi (PSI) sisteminde fotograflandi.
- Sinyallerin degerlendiriimesi DAPI bantlan ile her kromozom giftinin

telomer sinyalleri degerlendirilebilene kadar metafaz sayisi arttirildi.
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111.2.7. KGH Islemleri

11.2.7.1. Kandan DNA eldesi

Normal bireylerden ve test olgularindan 10 mi KsEDTA’l kan érnegdi alindi.

Kan orneklerinden, DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Roche # 1 667 327

prosediriine uygun olarak DNA elde edildi.

50 m'lik temiz bir falkon tiibiine (polypropylene) 15 mi ‘red blood cell lysis
buffer ilave edildi ve Uzerine oda sicakligina getiriimis ve hafif¢e
karistinimis 5 ml K3eDTA'li kan aktarildi. Hafif galkalama pozisyonunda 15
dakika sallanmaya birakildi. Sivinin bulanik kirmizi gérinimden berrak
kirmizi gériniime gegmesi beklendi.

2300 rpm’de 15 dakika frensiz santrifiij edildi.

Slipernatant atildi, kirmizi ¢okeltinin (zerinde ince bir tabaka halinde
I6kositler gériildiikten sonra kisa siire vorteksle karistirildi.

2.5 ml ‘white cell lysis buffer’ eklendi. Vorteksle iyice kanstirildi ve 37°C’de
15-30 dakika bekletildi.

Uzerine 1.3 ml protein g¢oktiirme tamponu eklenerek bir dakika kadar
kanstirimaya devam edildi.

3800 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

Siipernatant, temiz 50 ml’lik bir falkon (polypropylene) tiibline aktarilarak
Uzerine 2.5 hacim katt % 100 soguk etanol eklendi ve DNA'nin pamuk
yumag olarak ¢oktugi gézlendi.

1.5 ml'lik mikrosantrifiij tibiine 800 ul % 80’lik etanol eklendi. Igine DNA,
bir cam gubuk (steril) ile aktarlldl.

5-10 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi.

Sipernatant uzaklastirildi ve lizerine % 80’lik etanol aktanlarak galkalandi
ve tekrar 5 dakika santrifiij edildi.

Sipernatant uzaklastiriidi ve tzerine % 100 etanol aktanlarak tekrar 5
dakika santriflj edildi.
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e Sipernatant uzaklastinldi ve DNA, tipin agzi agik olarak 60°C’'de
yaklasik 10 dakika alkolln uzaklagsmasi igin etlivde bekletildi.
° Kuruyan DNA’'nin Gzerine 400 pl distile su aktanidi, DNA'nin ¢ézliimesi

saglandi ve -20°C’de bankalandi.

111.2.7.2. zole Edilen DNA’nin Kantitatif Miktar Tayini
Izole edilen genomik DNA miktar tayini kantitatif olarak spektrofotometrik

dlgiimlerle yapildi.

Bidistle su ile 1/20 oraninda seyreltlen 6meklerin  UV-
spektrofotometresinde 260 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerlerine
bakilarak ¢ift zincirli DNA molekiliiniin konsantrasyonu asagidaki formul
kullanilarak hesaplandi (94).

DNA konsantrasyonu=0D260 x 50 x seyreltme orani

DNA molekilinin safligi, 260 nm dalga boyunda okunan absorbans
degerinin 280 nm dalga boyunda okunan absorbans degerine orani belirlenerek
(OD260 / OD280) kontrol ediidi (123).

111.2.7.3. Nick Translasyon ile Direkt isaretleme

“Vysis CGH Nick Translation Kit” kullanilarak, normal ve test olgularindan
elde edilen DNA'lar, isaretlenerek 50-500 bg¢ biyikliginde prob elde edildi.
Normal DNA 0.2 mM SpectrumRed dUTP (Vysis) ile kirmizi isaretlenirken, test
DNA 0.2 mM SpectrumGreen dUTP (Vysis) ile yesil isaretlendi.

I11.2.7.3.1. Kullanilan Yontem

e 2.5l 0.2 mM SpectrumGreen veya SpectrumRed dUTP, 10 dNTP mix, 5
ul dTTP, 5 ul 10X nick translasyon tampon gozeltisi, 10 pl nick translasyon
enzimi, 1 ug genomik DNA karistirildi.

e  Toplam hacim distile su ile 50 pl'ye tamamlandi,

e vorteksle karistirildiktan sonra kisaca santriftj edildi,
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1 saat 15°C’de inkibe edildi,
slire sonunda prob biyikliginin belirenmesi amaciyla 9 yl 6rnek jelde

yuritilmek Gzere ayrildi, kalan kansim buzda bekletildi.

111.2.7.3.2. Prob Biiyiikligiiniin Belirlenmesi

Karisimdan alinan 9 pl'ye 1 yl jel yikleme tamponu eklendi. 3 dakika
95°C’de denatiire edildi.

Prob, 100 mL TAE tampon ¢ozeltisine 1 g agaroz ve 1 ul EtBr eklenerek
hazirlanan % 1’lik agaroz jelde marker DNA ile vyiritlldi (probun
biiyikligi 50-500 bg uzunlugunda olmalidir).

Eger gerekirse, nick translasyon reaksiyonu yeniden 15°C’de inkiibe edildi
ve prob buiyukliigu tekrar kontrol edildi.

Istenilen prob uzunlugu elde edildiginde buzdaki 50 pl'lik reaksiyon 1 ul 0.5
M EDTA (pH 8.0) eklenerek durduruldu ve 65°C’de 10 dakika bekletildi.

l1.2.7.4. Prob Karigiminin Hazirlanmasi
Yesil ve kirmizi isaretlenmis problardan 10’'ar pl ve 10 ul Cot-1 DNA

mikrosantrifilj tiiplinde kanstirld.

DNA’y1 gbktirmek igin 2.1 pul 3 M sodyum asetat ve 52.5 ul %100 EtOH
eklendi. Kisaca vorteksle karistiriidiktan sonra 15 dakika kuru buz
Uzerinde bekletildi.

Pellet olusturmak lizere 30 dakika 12000 rpm’de santrifilj edildi,
slipernatant uzaklastirldiktan sonra 45 dakika-1 saat oda isisinda
kurumaya birakildi,

pellete 3 ul TE eklendikten sonra -20°C’de saklandi.
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lil.2.7.5. Preparatlarin Hibridizasyona Hazirlanmasi
Vysis tarafindan hazirlanmis normal metafaz KGH hedef preparatlari

kullanild.

e Preparatlar, 2’'ser dakika sireyle oda isisinda bulunan alkol serisinde
(%70, %80, %100 etanol) bekletildi ve havada kurutuldu.

e daha sonra 37°C’de su banyosunda bulunan 1 N HCI (50 ul %1lik pepsin /
100 ml) solisyonunda 10 dakika bekletildi,

o tekrar oda isisindaki alkol serisinden (%70, %85 ve %100) 2'ser dakika

gegirildi ve preparat havada kurutuldu.

111.2.7.6. Prob Denaturasyonu
Prob karisimina 10 pl tampon gézeltisi (22x22 mm’lik alan igin) eklendikten
sonra 73°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda buzda bekletildi.

Ill.2.7.7. Preparat Denaturasyonu ve Hibridizasyon
Prob, lamin Uzerine konuldu ve uzeri lamel ile kapatildl. Etrafi
yapistirildiktan sonra 5 dakika 75°C’lik hot plate lizerinde bekletildi. Ardindan

nemli ve karanlik kutuya alinarak 3 gece 37°C’lik etlivde bekletildi.

1l1.2.7.8. Yikamalar
e Lamel etrafindaki yapistinci soyulduktan sonra dikkatli bir sekilde
uzaklastirild.
o  Preparat 75°C’lik su banyosunda isitilan 0.4xSSC'de 2 defa 2'ser dakika
yikandi.
s  Oda isisinda bekletilen 2xSSC sollisyonunda 2 defa 2'ser dakika yikand..

I11.2.7.9. Hibrid Sinyallerinin Goriintiilenmesi
) Preparat, 2xSSC sollisyonundan ¢ikarildi,
e  (zerine 10 ul DAPI-Antifade damlatildi,
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en az 10 dakika karanlik ve nemli bir kutuda +4°C’de buzdolabinda
bekletildi,

floresan mikroskobunda preparat taranarak uygun metafazlar otomatik
gorintileme sistemi (PSI) ile fotograflandi.

DAPI bantlar ile her kromozom iftinin yesil ve kirmizi sinyalleri

degderlendirilebilene kadar metafaz sayisi arttirildi.
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IV. BULGULAR

IV.1. KGH Uygulamalari
KGH tekniginin laboratuarimiz kosullarinda uygulanabilmesi amaciyla
yapilan galigmalar, sonuglari, karsilasilan sorunlar ve ¢éziimleri islemlere gére

siniflandinlidi.

IV.1.1. Periferik kandan DNA izolasyonu

Periferik kandan DNA izolasyonu kit ile gergeklestirildi (Roche 1 667 327).
Kit protokoliinde kuruyan DNA'yl ¢ézmek igin TE veya distile su kullaniimasi
6nerilmekteydi. Yapilan ¢alismalarda, TE tampon g¢6zeltisinin tuz igeriginin, nick
translasyon enziminin aktivitesini zaman zaman etkiledigi ve enzim kesiminin
gercgeklesmedidi goriildi. Bunun (zerine, KGH galismalarinda kullanilacak olan
DNA'nin rutin uygulamalardan farkli olarak TE yerine distile suda ¢dziiimesine

karar verildi.

IV.1.2. Nick translasyon

Nick translasyon islemi, test ve normal DNA'nin sirasiyla SpectrumGreen
(vesil) ve SpectrumRed (kirmizi) isaretli dUTP’lerle isaretlenmesiyle, her reaksiyon
icin paralel olarak gergeklestirildi.

lik galismada nick translasyon reaksiyonu, firma tarafindan (Vysis) onerilen
protokole uygun olarak hazirlandi. Isaretleme siiresi igin firma tarafinda énerilen 2-
4 saatlik sire yerine laboratuarimizda uygulanan rutin FISH deneyimlerimize ve
literatlirdeki ayni kitle yapilan benzer galisma metodlarina dayanarak 1 saat
15°C’da inkiibasyon gergeklestirildi (16). Daha sonra Ornekler agaroz jel
elekroforezinde yiritildi ve smear goriintlisi ile inklibasyon siiresinin yeterli
olduguna karar verildi. Ancak sonraki denemelerde bu inklbasyon siiresi ile
tekrarlanan caligmada, sonug alinamamasi (izerine siirede tekrar degisiklik

yapilmasina karar verildi.
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Ayni reaksiyonun, 1 ve 2 saatlik inkiibasyonlarla tekrarlanmasinin
sonrasinda beklenen gériintli (smear) elde edilemedidinden enzimle ilgili bir sorun
olabilecegi dislnildl. Baska bir firmaya ait (Oncor) nick translasyon enzimi ile
inkiibasyon tekrarlandi. Bu denemede de beklenen sonu¢ alinamadigindan,
sonraki galisma iki ayr kansimla ve farkh enzim miktarlar eklenerek yapildi. Birinci
kansima 10 pl nick translasyon enzimi (firmanin protokoliinde o&nerildigi gibi)
eklendi. Enzim miktarinin fazla olmasinin gok kiigiik fragmentler olusturabilecegi ve
bunlarin da agaroz jel elekiroforezinde gériilemeyebilecegi olasiligi nedeniyle
ikinci karigima 5 pl enzim eklendi. Inkiibasyonun 2. ve 4. saatinde her iki
karisimdan alinan 9 pl 6érnek agaroz jelde yiirtitiildii. Ancak, jelde her iki karisim
icin de smear gérillememesi (izerine sonraki denemede enzim miktarinda degil,

inkiibasyon stiresinde degisiklik yapiimasina karar verildi.

Deneme Enzim miktari Inkiibasyon siiresi Sonug
1 10ul (Vysis) 60 dk Basaril
2 10 pl (Vysis) 60 ve120 dk Basarisiz
3 10 pl (Oncor) 60 dk Basarisiz
4 10 pl 120 dk ve 4 sa Basgarisiz
5ul
5 10 ul 30 dk
+30 dk Basarih
6 10 ul 30, 45, 60 ve 90 dk Basarnsiz
Yeni kit
7 10 ul 60 dk Basarili
2,3ve4 sa Basarisiz

Tablo 2. Nick translasyon isleminde, enzim miktar ve inkiibasyon siresinde
yapilan degisiklikler ve sonuglar

Firmanin protokoliinde 6nerildigi gibi reaksiyona 10 ul enzim eklenerek, 30
dakika inkiibe edildi 9 pl 6rnek alinarak jelde yirGtildi. Fragment boyu
beklenenden biyiik goéziktiginden, inkiibasyon siresi 30 dakika arttirildi. Bu

denemede istenen sonug alindi.
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Sonraki iki gcalismada SpectrumGreen (yesil) ve SpectrumRed (kirmizi) dUTP ile
isaretlenen DNA’lardan kirmizi ile isaretleme tiplinden alinan &rnekte smear
gortlirken, yesil isaretleme tlplnden alinan érnekte smear gorilemedi. Bunun
lizerine, SpectrumRed dUTP ile 30, 45, 60 ve 90 dakikalik inkiibasyon siireleri
denendi. Sonuglarin stabil olmamasi, nick translasyon enzimi ve floresan isaretli
dUTP’lerin 1siga ve 1siya karsi oldukga hassas olmalan, kitin bozulmus
olabilecegini disitindiirdiiginden yeni kit ve isaretli dUTP siparis edildi.

Yeni kit ve dUTP’ler ayni émekle 1, 2, 3 ve 4 saatlik inkiibasyon sireleri
denendi. 2, 3, 4 saatlik inkiibasyon denemelerinde jelde smear gérilmedi. 1 saatlik
inkiibasyon sonrasinda silik de olsa smear gérintilendi. Bunun {zerine daha
belirgin smear elde edebilmek igin reaksiyondan 9 ul yerine 15 pl 6rmek alindiginda
daha net bir sonug alindi. KGH denemelerinde nick translasyon siiresinin 1 saat
olmasina karar verilmekle birlikte olgu DNA’sinin konsantrasyonu isaretleme
stiresini etkileyebileceginden, reaksiyon durduruimadan o6rnek alinarak jelde
yuritilmesi, alinan sonuca gére gerekiyorsa inkiibasyon siresinin arttinimasinin

sonuglarin basarisi agisindan gerekli oldugu sonucuna varildi.

IV.1.3. Prob kansiminin hazirlanmasi

http://cc.ucsf.edu/people/waldman/Protocols/directcgh.htm’den alinan
protokol ve Vysis firmasina ait protokol karsilastirmali olarak uygulandi. Vysis
protokolii, olgu DNA’sindan (yesil isaretli) 10ul, test DNA'dan (kirmizi isaretli) 5ul,
UCSF’e ait olan protokol ise her iki DNA'dan da esit miktarda reaksiyona sokmayi
6neriyordu. Hangisinin laboratuanimiz kosullarina uygun oldugunu anlamak
amaciyla her iki protokole uygun prob karisimlari hazirlandi.

Vysis protokoliine uygun olarak hazirlanan, prob kartsiminin kullantldigi
hibridizasyonda, kromozomlar izerinde yaygin ve spesifik olmayan yesil sinyaller
saptanirken tiim zeminin de boyandi§i goriildi. Diger protokole goére hazirlanan
prob karisimi ile yapilan hibridizasyon sonrasinda, kromozomlar (izerinde
sinyallerin dagiliminin tim metafazlarda olmasa da bazi metafazlarda beklendigi

gibi oldugu gbzlendi, ayrica preparat zemininde sinyal goriilmedi. Bu denemeden
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sonraki ¢alismalarda UCSF’e ait protokollin dnerisi uygulanarak her iki DNA'dan da

esit miktarda kullaniimasina karar verildi.

IV.1.3.1. Spesifik olmayan sinyallerin engellenmesi

KGH c¢aligmasinda, genomik materyalde yer alan tekrar dizilerinin, arka plan
hibridizasyonunu engellenmesi gerekmektedir. Prob olarak kullanilan her iki DNA
orneginde de bulunan tekrar dizilerini baskilamak ve spesifik olmayan prob
baglanmasini engellemek igin, isaretlenmemis tekrar dizilerinden olusan cot-1 DNA
(Vysis), firmanin protokoliine uygun olarak kullanildi. Olumlu sonug alinmasi

Uzerine uygulamaya devam edildi.

IV.1.4. Hedef metafaz preparatiarinin hazirlanmasi

lik olarak, HRBT ile 550/600 bant diizeyinde incelenen ve normal karyotip
saptanan erkek bireylere ait, mitotik indeksi yiiksek olan periferik kan lenfosit
kiltirlerinden preparatlar hazirlandi. Yayma asamasinda ortamin nem ve sicaklik
agisindan sabit olmasina dikkat edildi. Preparatlar yayma sonrasinda faz kontrast
mikroskobuyla kontrol edilerek KGH uygulamasina kadar (en fazla 2-4 hafta) oda
iIsisinda ve karanlik ortamda saklandi. Hibridizasyon sonrasinda, sitoplazma
sorunu nedeniyle prob karisiminin preparatin tim zeminini boyadidi,
kromozomlarin ise sinyal almadigi gorulda. Preparasyonda
http.//www.righospitalet.dk/servlet/zipservlet/cgh.zip/cccgh.htmde  énerildidi  gibi;

yayma igleminden énce dip materyaline 5 ml fiksatif ilave edilip en az 20 dakika -
20°C’de bekletildi. Ancak hazirlanan preparatlarda sitoplazma sorunun devam
ettii goéruldd. Bunun {zerine laboratuarimizin rutin FISH uygulamalarinda
kullanilan yéntem denendi; taze hazirlanan preparatlar, denatiirasyon éncesinde 1-
2 saat 70°C’de hot plate lizerinde eskitildi, alkol serileri (%70, 85, 100), %1’lik
pepsin sollisyonu ve alkol serilerinde yikandi. Buna ragmen sitoplazma sorununun
asilamadigi gorildi. Bu sorunun ¢6ziimii igin, ticari preparatlarin kullaniimasina
karar verildi (“CGH Metaphase Target Slides”, Vysis). Hazir preparatlarda

sitoplazma sorununun olmadig! ve sinyallerin daha spesifik dagildig goértildi. Bu



bulgular, preparatlarin yayma kalitesinin ve metafaz yogunlugunun KGH

calismalarinda son derece énemli oldugunu gésterdi.

IV.1.5. Denatiirasyon
Prob DNA’'nin hedef DNA ile hibridize olmasi igin ilk kosul, her iki DNA'nin
da tek zincirli hale getirilmesi yani denatiire edilmesidir.

IV.1.5.1. Preparatlarin denatiirasyonu

llk denatiirasyon denemesi Vysis protokoliine uygun olarak taze
hazifanmis preparatlar, 73°C’lik su banyosunda %70 formamid/2xSSC
solisyonunda, 2 dakika denatiire edildi. Ancak, hibridizasyon sonrasi
metafazlann eridiginin gorilmesi (izerine, sirenin kisaltiimasina karar verildi.
Rutin FISH ¢alismalarinda uygulanan 30 sn denatiirasyon stresi sonucunda da
metafazlardaki erimenin devam ettigi gorildi. Rutin FISH uygulamalarindaki
alternatif bir denatiirasyon yéntemi denendi; preparatlar 1 ve 2 saat 70°C’lik
hot plate lizerinde eskitildikten sonra, alkol serileri, pepsin ve tekrar alkol
serilerinden gegirildi. Daha sonra preparatlar;

- formamid sollisyonunda su banyosunda 2 saniye, 70°C’'de tutuldu,
ardindan soguk alkol serilerinden gegirildi (-20°C de bekletilen %70,
%95 ve %100 etanolde 2'ser dakika)

- paralel olarak preparata prob eklenip lamel ile kapatildikitan sonra
formamid sollisyonsuz, hot plate (izerinde 5 dakika, 75°C’de isi ile
denatire edildi.

Formamid sollisyonu ile yapilan denatlirasyon sonucunda kromozomlar
erirken, hot plate lizerinde yapilan denatiirasyon sonucunda kromozomlarin
yapilarinin bozulmadig gériildi. Denatiirasyon asamasinin bu sekilde (isi ile)

uygulanmasina karar verildi.
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IV.1.5.1. Prob denatiirasyonu
Prob denatlirasyonu, firmanin protokoliinde belirtildigi gibi, 73°C’de 5 dakika
inkiibasyonla gergeklestirildi. Herhangi bir sorun yasanmadigindan, prob

denatiirasyonunun bu sekilde yapilmasi kararlastirildi.

IV.1.6. Hibridizasyon siiresi

Literatirdeki protokollerde hibridizasyon siliresi 2 veya 3 giin olarak
bildirilmekteydi. Her iki siire, ayn sartlarda hazirlanmis reaksiyonlar sonrasinda
hibridizasyon agisindan denendi. 2 giinliik hibridizasyonda, sinyallerin ¢ok net
olmadigr gortldi. 3 glnlik hibridizasyonda, kromozomlar (izerinde daha net

sinyaller alindigindan, ¢alismaya bu sekilde devam edilmesine karar verildi.

IV.1.7. Hibridizasyon sonrasi yikamalar

Hibridizasyon sonrasi yikamalar, firmanin protokoliine uygun olarak, 74+1°C
su banyosunda 0.4xSSC/%0.2 Tween 20 solilisyonunda 1-3 saniye, ardindan
oda isisindaki 2xSSC/%0.1 Tween 20 sollisyonunda 1-3 saniye bekletilerek
yapildi. Analiz sirasinda preparat zeminindeki non-spesifik sinyallerin fazlahg
nedeniyle, yikama sireleri rutin FISH uygulamalarinda oldugu gibi, her iki
solisyonda da 2'ser dakika olacak sekilde degistirildi. Sonug¢ olumiu

oldugundan yikamalarin bu sekilde yapiimasina karar verildi.

IV.1.8. Dijital goriintiileme sistemi

Metafazlardaki sinyal dagiimi DAPI, FITC ve TRITC filtreleriyle floresan
mikroskobunda kontrol edildikten sonra uygun metafazlar CCD kamera ile
bilgisayara kaydedilerek, degerlendirme MacProbe KGH programi ile yapiidi.
Gerek metafazlarin denatiirasyonu, gerekse floresan mikroskobunun isik

ayarinin yarattigi problemler, kaliteli gériintii alinmasini etkiledi.
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V. TARTISMA

Genotip ve fenotip arasindaki karmasik iligki, bilinen ve olasi genetik
sendromlarin fazlaligi ve bazen belli bir gen veya kromozomal defektin etken
oldugu fenotip ekspresyonundaki farkliliklar, multipl konjenital anomaliliimental
retarde olgularda tantyi gliglestirmektedir. Fenotip incelemesine dayanarak, belli bir
gendeki mutasyonu veya kromozomal anomaliyi tahmin etmek her zaman olanakl
degildir. Spesifik sendromlan disiindiren fenotip bulgularinin olmadigi veya aile
Oykusiinin ipucu vermedigi olgularda, genetik nedenin agida g¢ikarimasi analiz
yontemlerinin duyarliliina baghdir. Kromozom anomalilerini saptamak igin en sik
kullanilan yéntem, konvansiyonel G bantlama ile yapilan kromozom analizidir. HRB
teknigi ile >550 bant dlizeyinde yapilan incelemeler ile birgok yapisal kromozom
anomalisine tani konulabilmekle birlikte 5 mb’dan daha kiglk boyutlu degisimler
atlanabilmektedir (142). Ayrica bu analizler yiksek kalite ve deneyim
gerektirmektedir.

Kromozomlarin sentromer ve telomer gibi belli bélgelerinin, istenilen gen
dizisinin veya tamaminin floresan veya antijenik isaretli nikleotidlerle boyanarak
taninmasinl saglayan FISH yontemi, kromozom anomalilerinin pre- ve postnatal
dénemde aydinlatiimasinda 6nemli katkilar saglamistir. Bu yontem ile rutin
sitogenetik tekniklerle gosterilemeyen birgok anomali saptanmistir. Ancak, bu
teknigin, prob segiminde klinik ya da sitogenetigin yonlendirici olmasi gerekliligi ve
tim genomun ayni anda, ayni duyarlilikla taranamamasi nedenleriyle kullanimi
siniridir.

FISH ve DNA polimorfizm teknolojilerindeki gelismeler, MKA/MR olgularinda
etiyolojiyi aydinlatmak igin yeni yaklasimlar saglamistir. VNTR, RFLP veya
mikrosatellitlerin kullanildigi molekiiler teknikler ile kromozoma 6zgl subtelomerik
problarla yapillan FISH galismalan, MKA/MR olgularinda etiyolojinin
aydinlatiimasina katkida bulunmustur. GTG bant analizleri ile MKA/MR olgularinin

yaklasik %12'sinde kromozom anomalisi saptanirken (28,56), bu yeni tekniklerin
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kullanimi ile % 6-18 oraninda subtelomerik yeniden dizenlenmeler gosterilmistir
(12,76).

Knight ve arkadaslari 550 bant seviyesinde normal karyotip saptanan 284
agir mental retarde ve 182 hafif mental retarde olguyu subtelomerik yeniden
diizenlenmeler agisindan Multiprobe Chromoprobe T System ile incelemisler ve
hafif mental retarde olgularin %0.5’inde, adir mental retarde olgularin ise
%7 .4’lnde subtelomerik anomaliler saptanmislardir (76).

Aciklanamayan MR'lu olgularda, subtelomerik FISH ile yapilan kapsamli
calismalardan biri de Rossi ve arkadaslanina aittir. Galismada, 400-560 bant
diizeyinde normal kromozom yapisi saptanan 44’iG hafif, 62'si orta ve 55'i agir
mental retarde olmak Uzere toplam 200 olgu incelenmis ve 13’linde (%6.5) yeniden
dizenlenme saptanmistir. Hafif mental retarde olgularin higbirinde kromozom
anomalisi saptanmazken, orta agir mental retarde olgularin %11.2’sinde (7/62) ve
agir mental retarde olgularin %9unda (5/55) telomerik yeniden diizenlenme
gosterilmistir (122).

Joyce ve arkadaslarinin yaptiklari galismada 550-850 bant seviyesinde
normal karyotip saptanan, agiklanamayan MR'lu, 150’si rastgele ve 50’si segilmis
olgulardan olusan toplam 200 olguluk seri, 150 bireyden olusan kontrol grubuyla
birlikte subtelomerik yeniden diizenlenmeler agisindan yapilan g¢alismada, MR'lu
olgularin higbirinde kriptik telomerik yeniden diizenlenme saptanamazken, kontrol
grubunda 2 olguda kriptik telomerik dengesiz kromozom yapisi saptanmistir.
Yazarlar bu sonuglara dayanarak, kriptik telomerik yeniden diizenienmelerin
agiklanamayan mental retardasyonun &nemli bir nedeni olamayacagini, bu
diizenlenmelerin genel populasyonda sikca rastlanan bir bulgu olabilecegini ileri
sirmislerdir. Ayrica, kontrol grubunda 2 bireyde saptanan dengesiz yeniden
diizenlenmelerin, fenotipi etkilememesini bu bdlgelerde az sayida fonksiyonel gen
olmasi ile agiklamiglardir (62).

Bocian ve arkadaslari, 450-5650 bant seviyesinde normal karyotip g6ézlenen
84 agiklanamamis MR'lu olguda yaptiklari subtelomerik FISH galismasinda, 9

olguda (%10.7) subtelomerik yeniden diizenlenme saptamislar ve 450-550 bant
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dlizeyindeki kromozomlar tekrar degeriendirildiginde, olgularin 6’sinda s6z konusu
anomaliler gorilebilmis, olgular 850 bant dizeyinde degerlendirildiginde tlim
anomaliler sitogenetik olarak gorilebilmistir. Bu bant seviyesindeki kromozom
analizinin, yorumlamadaki zorluklar nedeniyle ancak geriye doniik uygulandiginda
anlamli  olabilecedi, tek basina subtelomerik yeniden diizenlenmelerin
saptanmasinda yetersiz kalabilecegi vurgulanmistir (14).

Hélias-Rodzewicz ve arkadaslari tarafindan, agiklanamayan MR olgulu 33
ailede yapilan subtelomerik FISH galismasinda, 450-550 bant seviyesinde normal
kromozom yapisi saptanan 3 olguda (%9.1) subtelomerik yeniden dizenlenme
oldugu gosterilmistir (51).

Tibbi Genetik BD mizda, 500-550 bant diizeyinde normal kromozom yapisi
saptanan MKA/MR Iu 30 olguda uygulanan subtelomerik FISH incelemesinde 6
olguda subtelomerik yeniden diizenlenme saptandi (% 20). Bu olgulardan birinin
kromozom yeniden degeriendirildiginde bu anomalinin gézden kagtig! anlasildi.

Literatirde, bildirilen subtelomerik yeniden diizenlenme oranlarinin agirlikl:
olarak %3-9 aralifinda olmakla birlikte ¢ok biyitk farkliliklar (%0.0-23.5)
gbstermesi, hasta segim kriterlerinin biyik farklar gdstermesi, konvansiyonel
sitogenetik yontemlerdeki farkli bant ve deneyim diizeyleri ile agiklanmaktadir (62).

Ik olarak 1992 yilinda Kallioniemi ve arkadaslan (64) tarafindan solid timor

dokusunun molekiler analizi igin gelistiilen KGH teknidi; farkli renklerle
isaretlenen normal ve test DNA’sinin, normal metafaz kromozomlarina
hibridizasyonlarinin  ardindan  dijital goriintileme sistemi ile floresan
yogunluklarina gore degerlendiriimesi temeline dayanir. Bu teknigin diger
molekiiler ve FISH incelemelerine en o6nemli Gstiinligl, dengesiz yapisal
anomalilerin belirlenmesi igin genom boyu taramaya olanak saglamasidir.
Ayrica, bu teknik, hiicre Kkiltiri ve metafaz preparasyonuna gerek
duyulmamas! nedeniyle &zellikle kanser genetiginde solid tiimdrlerin
incelenmesinde biylik avantajlar saglamaktadir (63,64,79,101,102). Fetal doku
(koryon villus biyopsi materyali, amniyosit hicreleri, plasenta) 6rneklerinde

oldugu gibi tek hiicreden elde edilen DNA (6rn. blastomer) materyalinde
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teknigin uygulanabildigi ve hizli tani olanaklari sundugu bildiriimektedir (1, 35,
23, 29, 93).

KGH tekniginin, dengeli yapisal degisimleri saptamada, disik oranl
mozaisizm olgularinda ve sentromerik bolgeler ile akrosentrik kromozomlarin p
kollari gibi heterokromatik tekrar dizilerinden zengin olan bdlgelerin
deg@erlendiriimesinde yetersiz kaldigi Dbildirilmektedir (63). Kallioniemi ve
arkadaslari, telomerik bdlgelerde de yesil ve kirmizi floresan yogunlugunun
kademeli olarak azalacagini, floresan yogunlugunun arka plan floresansina
yaklasmasiyla yaniltici oran degisimlerinin ortaya c¢ikabilecedi g6z Oniinde
bulundurularak telomerik bélgelerin degerlendiriimesinin dogru olmayacagini
bildirmistir (65).

Kallioniemi ve arkadaslan, KGH teknigi ile ilk olarak 400 bantlik bir
karyotipte yaklasik 1 banda es gelen 10-20 mb araligindaki delesyonlarin
saptanabildigini géstermislerdir (64). Daha sonra yapilan galismalarda, Kirchhoff ve
arkadaslari (1999) ile Bentz ve arkadaslari (1998) 5-10 mb’lik, Ghaffari ve
arkadaslari ise 4-5 mb’lik degisimlerin saptanabildigini gostermislerdir (10,47,69).
Piper ve arkadaslari tarafindan yapilan bilgisayar analizi ile KGH’nun teorik olarak
saptayabilecedi degisim ise 2 mb olarak bildirilmistir (111). Saptanabilecek
degisimin biiylikligl, amplifiye olan bélgenin biyiikligine ve o bélgedeki eksprese
olan gen sayisina baglidir. KGH ile genetik degisimin belirlenebiimesi igin etkilenen
bélgenin blydkliginin en az 10-12 mb olmasi gerekiyorsa da, daha kugik
bolgeleri etkileyen degisimler yiliksek oranda amplifiye olmalari durumunda (7
mb’in 5-10 fold amplifikasyonu) saptanabilir. Kopya sayisinin 20 katina gikariimasi
durumunda 100 kb biyiikliginde bir amplikonun KGH ile saptanabilecegi
distniimektedir (111).

ik olarak Kallioniemi ve arkadaslar tarafindan solid timorlerde uygulanan
teknigi MKA/MR lu olgularda uygulayan Ghaffari ve arkadaslari, normal karyotipli
ve etkilenmis bireylere sahip 3 aileden 5 olgu ile yaptiklan galismada, floresan

oranlarinin degerlendiriimesinde yaptiklari teknik degisikliklerle, telomerlerde 4-10
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mb biyikliginde 3 dengesiz yeniden diizenleme saptamis, bunu da ayrica FISH
calismasiyla dogrulamislardir (47).

Joly ve arkadaslari, mental retardasyonlu, dismorfik bulgulari olan ve normal
karyotipli 17 olguyu subtle kromozom yeniden diizenlenmeleri agisindan KGH
teknigi ile degerlendirmistir. Calismada 7 olguda 5 subtle terminal yeniden
diizenlenme tespit edilirken intersisyel dengesizlik saptanmamistir. Saptanan
yeniden dizenlenmelerin 4’0 ailevi dengeli translokasyon irinid iken, 1’inin de
novo olustugu goézlenmistir. Bulgular, her kromozomun subtelomerik bdigesine
6zgl 2 farkh prob setiyle ayrica dogrulanmistir (61). Calisma sonucunda, daha
6nce Knight ve arkadaslarinin yaptiklari calismada da gosterildigi gibi, kromozom
yeniden diizenlenmesini disindiren aile 6ykist varliginda, olgularin kriptik
anomaliler agisindan dikkatle incelenmesi gerektigi ortaya konulmustur (61,75).
Ayrica yaptiklari galismada, KGH yéntemi ile Smith-Magenis Sendromu’na neden
olan 5mb’lik delesyon saptanirken, 2mb’lik delesyon sonucu olusan Williams
Sendromu’nun saptanamadigini géstermislerdir.

Fetal ve neonatal taramada saptanan kromozom anomalilerinin gogunu, tim
veya kismi andploidiler olusturmaktadir. Prenatal dénemde saptanan kromozom
anomalilerinin yaklasik %90’indan andploidiler, geri kalanindan ise dengeli yapisal
anomaliler ve poliploidiler sorumludur (86). Lapierre ve arkadaslari, teknigin
duyarliidina yonelik 71 amniyotik sivi érneginde sitogenetik ¢alismaya paralel
olarak yaptiklari KGH incelemede, 7 sayisal anomalinin timini KGH ile de
saptamislardir. KGH ile serideki 3 perisentromerik inversiyonun ise
saptanamadigini bildirmislerdir (86). Ayni ekibin bir baska c¢alismasinda, dengesiz
yapisal anomaliler saptanirken, 1 Prader Willi delesyonu saptanamamistir (86).

Bryndorf ve arkadaslarinin 11 fetal doku orneginde yaptiklan KGH
calismasinda, konvansiyonel sitogenetik ile ¢dziilemeyen 7 kompleks dengesiz
yapisal anomali aydinlatimis ve bulunan sonuglar, FISH c¢alismasiyla
dogrulanmistir (19).

Prenatal tanida KGH y6nteminin klasik yontemlere Gstiinligli, genom boyu

taramanin, hiicre kiiltiirine gerek duyulmadan yapilabilmesidir. Interfaz FISH
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teknigi ile de kiltir edilmemis hicrelerde andploidiler hizli bir sekilde saptanabilse
de problar, sik gorilen anéploidilere yol agan bir veya birkag kromozoma 6zgl
tasarlanmaktadir ve bu da tanisal degerin azalmasina yol agmaktadir.

KGH'nin ilave marker kromozomlarin kékenini belilemede ve intersisyel
veya terminal olarak gézlenen ekstra G bantlari aydinlatmadaki basgarisi, Breen ve
arkada§lar|h|n 19 yapisal kromozom anomalili olguda yaptiklari calisma ile
gosterilmistir (16). Calismada 7 olguda delesyon, 2 olguda intersisyel duplikasyon,
5 olguda terminal bolgedeki ilave bant ve 3 olguda marker kromozomun kdkeni
aydinlatilmis, dengeli resiprokal translokasyon, biri mozaik iki kigik marker
kromozomun yapisinin aydinlatiimasinda ise yontem yetersiz kalmistir. Literatiirde
KGH ile hiicrelerin %50’den fazlasinda varolan mozaisizmin saptanabildigi éne
surilse de, bu galismada oldugu gibi, hiicrelerin %75’inde gérildigu halde mozaik
marker kromozomun koékeni boyutunun kiglkligl nedeniyle saptanamamistir
(16,142). Kiiglik marker kromozomlarin agirlikh olarak sentromerik tekrar
dizilerinden olusmasi, yesil-kirmizi oran profillerinin sentromerik bélgelerde
degisiklik gdstermesi, marker kromozomlardaki tkromatik bélgelerin taninmasini
zorlastirmaktadir (16).

Ness ve arkadaslari, degisik derecelerde psikomotor gelisme geriligi olan,
belirgin dismorfik bulgulari ve konjenital anomalileri olan/olmayan 66 gocugu
konvansiyonel sitogenetik, KGH ve FISH ile incelediklerinde, konvansiyonel
sitogenetik ile normal karyotip gézlenen 5 olguda 1'i subtelomerik olmak Uzere
yapisal dedisimler saptamislardir. Ayrica 10 olguda G bantlama ile belirlenen
marker kromozomlarin kékeni ve yapisal yeniden dizenlemeler aydinlatilimistir
(103).

Kirmizi ve yesil floresan yodunluk oraninin sonuglarinin yorumlanmasinda
kullanilan klasik KGH yontemi ile gogunlukla konvansiyonel sitogenetik ile
saptanan anomalilerin konfirmasyonu yapilmaktadir. 1997 yilinda Kirchhoff ve
arkadaslan tarafindan gelistirilen yontem ile test ve normal orneklerin oran
profillerinin istatistiksel degeri hesaplanmis ve anormal émeklerdeki kromozomal
artis ve azalmalarin saptanmasi igin standart referans aralii (standart reference
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interval) belirlenmistir. Bu algoritma ile gelistirilen HR-KGH, klasik KGH’ye oranla
daha hassas ve spesifiktir. Bu teknikle 3 mb’lik degisimlerin saptanabilecegi
bildirilmektedir (70). Ayrica, klasik KGH ile analiz disi birakilan sentromerik
bolgeler, 1912, 9912, 16912 gibi heterokromatin agirlikli bdlgeler, telomerik
bdlgeler, akrosentrik kromozomlarin p kollari da basariyla analiz edilebilmektedir
(70).

Kriptik anomalileri saptamada kullamlan M-FISH, SKY ve subtelomerik FISH
yontemleri KGH teknigi ile karsilastinidiginda;

M-FISH ve SKY gibi kromozom boyamaya dayanan tekniklerin kompleks
yeniden dlizenlemelerin aydinlatiimasinda blylk segmentleri ilgilendiren olaylarda
daha duyarli olabilecedi ancak; is yukd, maliyet, teknik problemler agisindan
KGH'ye gére daha dezavantajli oldugu ve daha kiigik segmentlerin ve kriptik
yeniden duzenlenmelerin tanisinda daha basarisiz oldugu ileri strilmektedir (88).
Oysa, KGH ile gosteriiemeyen dengeli translokasyonlar bu ydntemlerle
saptanabilmektedir.

Subtelomerik FISH, telomer bélgelerini ilgilendiren yeniden diizenlemeleri
saptamada KGH'ye oranla daha hassastir; 3 mb’nin altindaki delesyonlar
saptanabilirken, duplikasyonlari saptamada daha az duyarlidir. Subtelomerik
FISH'e gére KGH'nin en blyiik avantaji ise subtelomerik bélgelerinin disindaki
anomalilerin de saptanabilmesidir (103).

Kirchhoff ve arkadaslar tarafindan yapilan, 500-550 bant diizeyinde normal
kromozom vyapisina sahip 424 olguyu HR-KGH teknigi ile incelediklerinde, 51
olguda (%12) yapisal kromozom anomalisi saptamiglardir. Bu olgu serisinin,
subtelomerik FISH yontemi ile de incelenen 94 MKA/MR olgusunda toplam 9
anomali saptanmistir. Bu anomalilerin 6’s1 yalnizca HR-KGH yobntemi ile
saptanirken, FISH incelemesiyle yalnizca 1 anomali tespit edilmistir. Her iki teknik
ile de gosterilebilen 2 anomali oldugu bildiriimektedir. Saptanan yeniden
dizenlenmelerin godunlugu intersisyel oldugundan, arastirmacilar s6z konusu
olgularin degerlendiriimesinde, HR-KGH yéntemine oncelik taninmasi gerektigini

savunmaktadir (71).
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Ailede mental retardasyon 6ykisi bulunmayan olgularda, bir kromozoma ait
delesyon veya duplikasyonlarin, dengesiz subtelomerik yeniden diizenlemelere
oranla daha sik gérildigl dastntimektedir (74). Aynca, KGH sonuglarinin
degerlendiriimesinde, yontemin duplikasyonlara oranla delesyonlari saptamada
daha hassas oldugu géz oniinde bulundurulmasi gerektigi bildirilmektedir (71,
103).

Klasik ve HR-KGH yoéntemlerinin yaninda, mikrosatellit markerlarla, MLPA
ve MAPH gibi molekiler genetik yontemlerle de genom boyu tarama
yapilabilmektedir (81,129).

Koolen ve arkadaslar, agiklanamamis mental retardasyonlu 210 olguyu
MLPA teknigi ile subtelomerik bdlgeler agisindan inceledikleri galismada, 10
delesyon - ve 4 duplikasyon (%6.7) saptamislardir (81). Polimorfik markerlar,
segmental anézomilerin, 6zellikle de duplikasyon ve delesyonlarin saptanmasinda
kullaniimaktadir (120). Rosenberg ve arkadaslari, Mendeliyen kalitimin mayotik
kékeni arastirmak i¢in hazirlanmis yaklasik 400 mikrosatellit marker ile normal
karyotipli 17 ebeveyn ve multipl konjenital anomalili 11 gocukta genom boyu
tarama gergeklestirmiglerdir. Calismada 2 g¢ocukta segmental anozomi
bulunmustur (121).

Son yillarda gelistirilen genomik arraylar, tim genom boyunca segilen
genomik BAC ve PAC klonlanyla hazirlanmaktadir. Standart sitogenetik
yoéntemlerle haploid genom igin 500 bant seviyesinde olan ¢éziinirliik, en az 1000
klondan olugan arrayler yardimiyla kromozomal bant basina 7 klon olacak sekilde
arttinlmigtir. Normal ve HR-KGH'den farkli olarak hibridizasyonda metafaz
kromozomlar yerine cam zemin Uzerindeki genis genomik klonlarin kullanildig
Array-KGH ile genom boyunca yiiksek ¢oziiniirlikte (200kb -1Mb) delesyon ve
duplikasyonlarin gésterilmesi mimkiin olmustur (135, 152).

Schoumans ve arkadaslari, 2500 klondan olusan BAC-arrayler ile bilinen 16
kriptik anomali agisindan inceledikleri 10 olgunun tamaminda kriptik yeniden
diizenlenmeleri géstermis ve BAC klonlarn ile yaklasik 1 mb biyikligindeki

anomalilerin saptanabilecegini 6ne stirmuslerdir (125). Son zamanlarda yapilan
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mikroarray temelli degisik calismalarda da stardart ¢ozinirliginin 1-5 mb
arasinda degistigi, ekstra klonlarla arrayin genisletiimesi halinde, 40kb’lik
¢O6zunurlugiln elde edilebilecedi ileri strtiimektedir (43,45,152).

Array-KGH, mozaisizmin s6z konusu oldugu durumlarda yetersiz kalmasi,
dengeli degisimleri saptayamamasi, klon segimi ve teknigin heniiz tam olarak
standardize edilmemis olmas! nedeniyle sorunlara yol agmaktadir. Ancak teknik,
yiksek ¢ézinurliga ve 6zgunligi ile 6niimizdeki yillarda klinik genetik ve kanser
genetigi alaninda birgok bilinmeyenin aydinlatiimasina blyilik katkilar

saglayacaktir.
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VI. OZET

Komperatif Genomik Hibridizasyon (KGH) teknigi, tim genomu ayni anda
delesyon ve duplikasyonlar agisindan tarayan molekiiler sitogenetik bir yontemdir.
KGH ile 3 mb buyikliglndeki genomik degisimlerin saptanmasi mimkindr.
Teknik, hicrelerin kiiltiire edilmesine gerek kalmaksizin, DNA elde edilebilen her
trll doku érneginde uygulanabilmektedir. Sayisal anomaliler ve dengesiz yapisal
yeniden diizenlemeleri saptayabilen teknik, marker kromozomlarin k&kenin
aydinlatiimasini da saglar
Teknik, test DNA'nin ve normal DNA'nin farkli renklerdeki dUTP’ler ile (sirasiyla
yesil ve kirmizi) isaretlenerek, normal metafaz kromozomlarina hibridize edilmesi
esasina dayaynir. Hibridizasyon sonrasinda uygun metafazlar mikroskopta segilir.
Goriuntilemenin ardindan kirmizi ve yesil sinyaller, bilgisayar programi yardimiyla
degerlendirilir.

Mental retardasyon, toplumun %2-3'inde goriilen bir bozukluktur ve
olgularin %12’sinde etken kromozom anomalileridir. Multipl konjenital anomalilerin
etiyolojisinde ise kromozom anomalilerine %6 siklikla rastlanmaktadir. Sayisal
kromozom anomalileri, ¢ogu zaman fenotipin yonlendirmesi sonucu ve rutin
sitogenetik yoéntemlerle tespit edilebilmektedir. Etiyolojide ©onemli bir kismi
olusturan yapisal kromozom anomalilerinin tanisinda, gogu zaman klasik bantlama
teknikleri yetersiz kalmakta ve High Resolution Bantlama Teknigi (HRBT) ve
Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) gibi tekniklerin uygulanmasi gerekmektedir.
Rutin bantlama teknikleri ile 10 mb’a kadar genomik degisimler saptanabilirken,
HRB teknidi ile 5 mb bulyiklGglndeki degisimlerin saptanmasi mimkindiir.
MKA/MR olgularinin etiyolojisinin belilenmesinde FISH teknigi ise, ancak klinik

bulgular belli bir sendromu diisiindiirdiigii zaman sonuca ulastirabilmektedir.
Bu calisma ile KGH tekniginin laboratuarimizda rutin uygulamada

kullaniimasi saglandi ve HRBT ve subtelomerik FISH uygulamasi ile normal
karyotip saptanmis MKA/MR’lu olgular incelendi.
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VIl. SUMMARY

Mental retardation can be seen in the general population with a prevelance
of %2-3. Chromosomal abnormalities are the cause of %12. In the etiology of
multiple congenital abnormalities, chromosomal abnormalities have a prevelance
of %6. Numerical chromosomal abnormalities usually can be detected by the help
of a clinician or by routine cytogenetic methods. Minor structural chromosomal
abnormalities cannot be usually detected by routine cytogenetic tecniques and
High Resolution Banding Technique (HRBT) and Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH) should be used. With the routine detecting tecniques,
genomic imbalances up to 10 mb can be detected, whereas HRBT can detect
deletions or duplications up to 5 mb.

Comparative Genomic Hybridization (CGH), is a molecular cytogenetic
technique which is able to screen the whole genome in order to detect deletions
and duplications. With the use of this tecnique, it is allowed to detect genomic
imbalances up to 3 mb. Any type of tissue or cells from which DNA can be isolated
can be used in the technique, without the need for cell culture. Numerical
abnormalities and unbalanced structural rearrangenments can be detected by the

technique, and identification of marker chromosomes is also possible.

The aim of this thesis was to use CGH for the routine diagnosis of MCA/MR

patients and screen some of them in the thesis work.
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