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ONSOZ

Bu calismantn amaci; bir prenatal tam laboratuvarinda FISH tekniginin kullamgli olup
olamayacagini arastirmaktir. Bunun i¢in degisik yontemlerle farkls hiicre tipleri ¢aligilacaktir.
1- Rutin sitogenetik tekniklerle elde edilen verilerin FISH teknigi kullamlarak elde edilen
verilerle kiyaslanmasi. Bunun igin iki farklt numune kullanilacaktir.

a- Normal yada CPM oldugu tahmin edilen vakalarin plasental ve extraembriyonik

dokulardan elde edilen hiicreler

b- Gebelik sirasinda veya dogum sonrasinda TUGR tanis1 konulan gebeliklerden elde

edilen plasental ve extraembriyonik dokulara ait hiicreler
2- Prenatal olarak yapilmig CVS ¢aligmalan sonucunda elde edilmis trizomi 18 ve trizomi 21
sitogenetik sonuglarimin FISH sonuglariyla kargilastiriimast
3- 7, 16, 18, ve 21 numarali kromozomlara ait problarin kullanilmasiyla IUGR gosteren
gebeliklerde plasental mozaikligin aragtirilmasi

Cunkii CPM gosteren gebeliklerde bu 4 kromozomun en yaygin sekilde sayisal
anomali gosterdigi rapor edilmektedir.

4- Sonug olarak FISH’in prenatal tanidakiP giivenilirliginin ve kullamlabilirliginin ne oldugu
arastirilacaktir. Elde edilecek verilere dayanilarak, FISH’in prenatal tanida sayisal kromozom
anomalileri ve kromozomal mozaikligin aragtirilmasi igin uygun bir teknik olup olmadig: bu

konuda galigan bilim adamlarina ve klinisyenlere 6nerilip 6nerilemeyecegi tartigilacaktir.



GIRIS
INSAN PLASENTASI

Plasentanin Olusumu:

Qvariyan Déngiisii: Ergenlik dénemine girilmesiyle digide diizenli olarak aylik dongiler

baslar. Seksiiel dongii olarak bilinen bu dongiiler hipotalamus tarafindan kontrol edilir(81,
128).

Herbir ovariyan dongiiniin baglangicinda sayilar1 5-7 arasinda degisen primordiyal
follikiiller, follikiil-stimiilasyon hormon(FSH)’ nin etkisiyle biiyiimeye baslar. Normal sartlar
altinda bu follikiillerden sadece biri tam olgunluga ulasir ve sadece bir oosit atilir, digerleri
dejenere olur.

Fertilizasyon: Erkek ve digi gametlerin kaynagmasiyla olugan fertilizasyon uterin tiibiin
ampullary bolgesinde meydana gelir. Sperm hiicresi diginin tireme organinda 24 saat kadar
canli kalabilirken sekonder oosit eger fertilize olmadiysa ovulasyondan sonra 12-24 saat sonra
oliir(146).

Yariklanma: Zigot iki hiicreli duruma geldiginde, bir dizi mitotik boliinme gegirerek hiicre
sayisint hizla artirir. Bu hicreler herbir yariklanma boliinmesiyle daha kiigiik hale gelir ki
bunlara blastomerler denir. Ug-dort boliinme sonunda zigot arttk morula olarak adlandirilir,
Bu doneme yaklagik olarak fertilizasyondan 3 giin sonra ulagilir ve embriyo uterus’un
merkezine yakindir. Bu 12-16 hiicreli donemde morula merkezde toplanmig bir grup hiicreden
olugmustur ve buna “inner cell mass” denir. Bunun etrafinda “surrounding layer” denilen bir
tabaka ve en dista “outer cell mass™ denilen dis tabaka bulunur. Inner cell mass embriyonun
dokularim olugtururken, outer cell mass daha sonra plasentanin geligecegi trofoblastlari
meydana getirir.

Blastosit Sekillenmesi: Morulanin uterusa girigi sirasinda inner cell mass’in hiicreler arasi

bosluguna, zona pellucida boyunca sivi akisi baglar. Hiicreler arasi bosluk yavas yavag
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birleserek sonugta tek bir bosluk haline gelir ve blastosdl sekillenir. Bu sirada embriyo
blastosit olarak adlandirilir. Artik embriyoblast olarak adlandirilan inner cell mass hiicreleri
bir kutupta lokalize olmustur, trofoblast olarak adlandirilan outer cell mass hiicreleri ise
yassilagmistir ve blastosit’in epitelyal duvarim olusturur. Trofoblast iki tabakaya ayrilir;

a- Ig tabakay olusturan tek ¢ekirdekli sitotrofoblast’lar

b- Das tabakay1 olusturan ¢ok gekirdekli sinsitiyotrofoblast’lar

Ayni zamanda inner cell mass yani embriyoblast hiicreleri iki tabakaya ayrilir;

a- Kibik hiicrelerden olusan ve hipoblast denilen ince bir tabaka

b- Situn seklindeki hiicrelerden olusan ve epiblast denilen kalin bir tabaka

Epiblast icinde kigik bir bosluk olusur ve genisleyerek amniyotik boshigu

olusturur.Sitotrofoblast’a bitisik olan bu epiblast hiicreleri amnioblast olarak

adlandirilir ve epiblastlarin geri kalanlariyla birlikte amniyotik boslugun i¢ini kaplar.
Olusumun 11-12. Giinlerinde, sitotrofoblast’in i¢ yiizeyi ile exosdlomik boslugun dis yiizeyi
arasinda yeni bir hiicre populasyonu olusur. Bu hiicreler trofoblastdan kaynaklanir, iyi
sekillenmis gevsek bagdokudur, sonradan disaridaki trofoblast ve igeriki amniyon ve
ekzosolomik membran arasindaki yiizeyin tiimiinii dolduracak ekstraembriyonik mezodermi
olusturur(98).

Ikinci ayin baglamasiyla, trofoblast ok sayida ikincil ve tigiinciil villilerle karakterize
olur. Villiler koryonik plate’in mezoderminde girinti yaparak sacgaklagir ve maternal
decidua’nin periferine tutunurlar. Villinin yiizeyi sinsitiyotrofoblast tarafindan sekillendirilir.

Takip eden aylar siiresince ¢ok sayida kiigiik villiler olusur. Bu yeni gekillenmig
villiler baglangigta ilkeldir fakat 4. ayin baglamasiyla sitotrofoblastik hiicreler ortaya ¢ikmaya
baglar. Sinsitiyotrofoblast ve kan damarlarinin endotelyal duvan fetal ve maternal kan

sirkiilasyonu ayiran bir tabaka olustururlar.



Korvonik Villinin Qlusumu: 13 ve 14. Ginler arasinda sitotrofoblast kumelesmeler yaparak

sinsitiyotrofoblastlara doniisiir. Bunlar ilkel koryonik villilerdir ve hemen farklilasacaklardir.

15. Gunde villi bag dokunun 6ziini olusturur ve bundan sonra sekonder villi olarak

adlandirilir. Bunlar koryonun tiim yizeyini kaplar. Tertiary yani tigtinciil villi ise villinin

kilcal bir durum almasiyla olusur. Ug tip villinin hepsi de aym anda gorilebilir. Villinin

sitotrofoblast uzantilar1 sinsitiyotrofoblast tabakaya tutunur ve maternal endometriuma kadar

uzanacak sekilde sagaklanmalar yapar. 8. haftaya kadar koryonik tabaka villi ile kaplanmugtir.

Morula Blastosist
(32 hiicre) (64 hiicre)
Trofoblast

Implantasyon

Inner cell mass \

Hipoblast

80. saat 96. Saat

7 — 13. Giinler

Bilaminar Trilaminar Olusan
Embriyo Embriyo Yap
Sintiyotrofoblast
Val > Plasenta
Sitotrofoblast
Mezodermal core
.
Extrambriyonik —3 Koryon
Mezoderm
Embriyonik
Ektoderm Embriyonik cktode
_p_Fmbriyom'k mbriyo
Embriyonik mezoderm
Endoderm Embriyonik endode:
L — _
Amniyotik p-Amniyon

» Extra — Yolk sac endoderm —¥ Yolk sac
Embriyonik
Endoderm

14 ve sonrast giinler

SEKIL-1: Erken embriyonik dénemde yapilarin farklilasmasi(Crone ve Cheung, 1988’den

adapte edilmigtir).



Plgsentamin_Yapisi: Plasenta, hem maternal hemde fetal dokulardan sekillendigi igin

fetomaternal bir organ olarak kabul edilir. 12. haftanin baglamasiyla plasentanin baghca iki
yapis: ayirtedilir. Birinci koryon villus tarafindan gekillendirilen fetal béliimii, ikinci decidua
basalis tarafindan sekillendirilen maternal boliimii

Plasentanin bu iki bolimi stem villi tarafindan bir arada tutulur ve bu anchoring villi
olarak adlandirilir. Sinsitiotrofoblast tarafindan decidua basalis’in asindirilmas: sirasinda
decidual dokunun biyiik bir kisminda diizensiz bosluklar olugur ve buna plasental septa adi
verilir. Bu septalar plasentada interviller bogluklar olugtururken gok sayida kompartimanlar
meydana getirir. Herbir kompartiman ¢ok sayida stem villi ve onun pekgok kolunu igeren
kotiledona sahiptir. Plasental membran fetal ve maternal kan sirkiilasyonunu saglayan kilcal
damarlan birbirinden ayiran ince fetal bir membrandir. Gebeligin ilk aylarinda plasental
membran 4 tabakadan olugur;

1. Fetal kapiller epitelyum,

2. Bag doku,
3. Sitotrofoblast
4. Sinsitiyotrofoblast

Gebeligin sonraki donemlerinde sitotrofoblast ¢ok incelirken bag doku da gittikge
azalir. Sonunda plasental membran fetal ve maternal kan akimlarinin ayr olmasi ¢ok ince(1

mikron) olmasina ragmen bagaril: gsekilde gergeklestirir.
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SEKIL.-2: Gebeligin ikinci yarisinda plasentanin yapisi(Langmandan alinmugtir).

Full Term Plasenta: Dogumda plasentanin gekli yaygin bir kek seklindedir ve uzunlugu 15-20

cm, agirhigs ise yaklasik 500 gr. kadardir. Gebeligin ikinci yansinda agirligy zla artar.
Doguma dogru fetusun ihtiyaglarini karsilamakta yetersiz kalmaya baglar.

Plasenta genellikle posterior daha az siklikla ise anterior olarak uterus boslugunun
duvarina, fundus’a yakin olarak tutunur. Ilkel bir organ olarak maternal ve fetal kan
akimlarinin karismasim 6nleyerek maternal degisimini saglar. Besin, oksijen, su, muhtemelen
hormonlar anneden fetusa geger. Karbondioksit, nitrojen, fetal metabolizma son Griinleri ve
hormonlar fetusdan anneye verilir. Bunlarin yaninda patojenik organizmalarin anneden fetusa

gecmesini engelleyen bir bariyer gorevi yapar(111). Ayrica plasenta bafimsiz olarak bazi



hormonlari iretebilirf(HCG;Human Chorionic Gonadotrophin, HPL;Human Plasental
Lactogens) yada bunlar fetiisle birlikte yapabilir(Estrojenler) (60)

Amniyon ve Koryon: Amniyotik bosluk, fetus, kordon ve amniyotik siviy1 igeren ve zarla

cevrili bir kesedir. Bu kese iki tabakadan olusur, igeride 0.5 mm kalinhi§inda saydam bir zar
olan Amniyon ve digarida 0.2 mm kalinliginda bir zar olan koryon. Amniyon ve koryon
birlikteligi amniyotik sivinin digariya akmasini engeller(60).

Gobek Kordonu: Gobek kordonu plasenta ile fetiis arasinda yerlesmis iletigim organidir.

Plasentanin genellikle ortasina ve fetal yiizeye yerlegmigtir. Maternal ve fetal kan
sirkiilasyonu saglayan ve bu sekilde fetiisiin ihtiyaglari igin gecisi saglayan organdir.
Genellikle 1-2 cm genigliginde ve 30-90 cm uzunlugundadir(ortalama 55 cm ). Uzun veya
kisa olmas: konjenital bir malformasyonu gosterir.

Intrauterin Growth Retardation (IUGR) ile plasentamn iligkisi; TUGR, gebelik donemi igin

yetersiz dogum agirligi olarak tanimlanir. Yenidogan ve plasental agirlik, gobek kordonunun
yeri ve uzunlugu ile koryonik damarlar arasinda olduk¢a siki bir iligki vardir. [TUGR
fetuslarimin %10 yiiksek plasental agirlifa sahip olmakla birlikte siklikla bunlar agin
perivilloz fibrin depolanmastyla iligkilidir. TUGR fetuslarin plasentalar: vakalarin %75’inde
morfolojik olarak normaldir. Degisiklikler, bazi olumsuzluklardan veya gelisme geriliginin
sonucu olarak ortaya ¢ikmug olabilir. Ortalama olarak ITUGR bebegi, standart geliyme
egrisinin 5 ve 10 persentili arasinda bir yerdedir. Dogumda ise plasenta agirlif1 ortalama
olarak 410 gr. civarindadir. Agirt IUGR(%5 persentilin altinda) durumda ise plasental agirlik
380 gr.’a diiger.

MOZAIKLIK: Kromozomal mozaiklik, bir kigide farkli kromozom kurulusuyla ortaya ¢ikan
iki yada daha fazla hiicre hattimin gorillmesi seklinde tammlanir,

Mozaikligin Olusum Mekanizmasi: Kromozomal mozaiklik, embriyonun olugumu sirasinda

hiicrelerin sahip oldugu kromozomlarin de novo yapisal yeniden diizenlenmeler ve post



zigotik no-disjunction mekanizmalariyla ortaya glkﬁr(ZO, 69, 74, 138). Bu konuda, sekil 3°de
gorildagi gibi ayrilma hatasinin olabilecegi digtintlir.

Non-disjunction anafazda kromatidlerin ayrilamayarak her ikisinin de aym kutba
gitmesiyle yavru hiicrelerden birinin hiperploid hiicre, digerinin hipoploid hiicre olmasina
neden olur.

Anafaz lag ise bolinmenin anafaz evresinde bir kromatidin i§ ipliklerine
tutunamayarak kutba gekilmede gecikmesi ile ortaya ¢ikan bir durumdur. Bunun sonucunda

bir hiicre normal kromozom sayisina sahip olurken diger hiicre hipoploid olarak gortliir.

D

o/ — — 4

SEKIL-3: Mitozda normal ve anormal kromatid ayriimasi;
A) Metafaz kromozomlar B)Anafazda normal ayrilma

C) Metafazada non-disjunction D)Anafaz lag



Mozaikligin Diizeyi: Mozaikligin dizeyinin ne oldugu, organizmanin olusumu sirasinda

meydana gelen mitoz bélinmelerin hangisinde yani kaginct mitoz bolinmede olduguna gore

belirlenir.(sekil-4)

SEKIL-4 ; Mozaikligin olusumu:

A) Normal hiicre béliinmesi
B) ilk mitoz bolinmedeki dengesiz ayrilma

C) Ikinci mitoz boliinmedeki dengesiz ayrilma



Eger boliinme hatasi fertilizasyon sonrasi ilk hiicre boliinmesinde meydana gelirse tiim
viicut hiicreleri bundan etkilenir ve mozaiklik oram her hiicre hatt1 igin %50 olur. Eger
boliinme hatasi ektoderm, mezoderm ve endoderm olarak ii¢ farkls hiicre tipi olugtuktan sonra
olusursa anormal hiicreler tekbir hiicre tipiyle sinirli kalir. Fakat boliinme hatas: daha da sonra
olusursa anormallik hiicrenin sadece bir organinda goriiliir ve 6nemli bir olumsuzluk ortaya
¢ikarmayabilir. Anormal hiicrelerin etkisinin ne olacagi, mozaiklidin oranina ve viicuttaki
lokalizasyonuna baglidir.

Mitotik hatalar zigotun ilk béliinmesinin baglamasiyla birlikte herhangi bir bolinmede
olabilir. Tim erken otozomal mozaikler fetiiste genetik dengesizliklere neden olarak erken
dénem spontan abortuslara yolagan 6nemli sonuglar dogurur.

Otozomlarin erken monozomi ve trizomi mozaiklikleri letalite igin farklidir. Seks
kromozomlarinin trizomi mozaiklikleri yagayabilme agisindan oldukga iyi durumdadir. Fakat
monozomi agisindan sadece 45, X Turmer sendromu yasayabilir. 45,X kromozom kuruluguna
sahip fetiislerin %99 kadart spontan abortus’la  sonuglamur(119). Yasayabilen Turner
disilerinin biiyiik ¢ogunlugu farkli derecelerde 45,X/46,XX mozaiklige sahiptir. Eger anafaz
lag zigotun ilk mitozunda olugursa iki farkli hiicre hatti olusur ve bunlardan biri 45
kromozoma digeri 46 kromozoma sahiptir. Bunlar tiim viicut hiicrelerinin olugumunda koken
hiicre olarak gorev alirlar ve 45,X/46,XX seklinde mozaiklik ortaya gikar. Non-disjunction
olayinda ise 45 ve 47 kromozoma sahip iki ayr hiicre hattt olusur ve sonugta tiim viicut
hiicrelerinde 45,X/47, XXX mozaikligi goriilir.

Eger non-disjunction daha sonraki donemlerde olusursa 45, 46 ve 47 kromozoma
sahip 3 farkli hiicre hatti meydana gelir. Boliinme hatas1 herhangi bir donemde olabilecegi
icin mozaikligin tipi ve oram g¢ok farkli gsekillerde ortaya ¢ikabilir ve bu da fenotipte ¢ok
degisik durumlarda gorilebilir. Bu nedenle toplumu olugturan bireylerin pek ¢ogunda gesitli

derecelerde ve herhangi bir kromozoma ait mozaiklik olabilecegi diigiiniiliir. Fenotipik olarak
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normal bir kisi esey hiicrelerinde kromozomal bir anormallikten dolay: tireme agisindan bir
risk tagiyabilir.

Gergek ve Yalanci Mozaiklik: Mozaiklik tim amniyosentezlerde %1-2 oraminda goriilir.

Johnson ve ark.(64) 4319 gebelik i¢in yaptiklari galigmada kromozomal mozaiklik gériilme
oranint %1.3 olarak bulmuglardir. Buna karsilik Leschot ve ark.(93) 1250 vakalik
caliymalarinda mozaiklik sikligi %1.8 bulundu.Diger yapilan ¢aligmalarda ise gergek
mozaiklik amniyosentezlerde sadece %0.1-0.3 olarak bulunurken(12, 55, 181) tim ¢aligmalar
i¢in %0.25 oraninda goriilmistiir(165).

Yalanci mozaiklik ¢esitli nedenlerle ortaya ¢ikabilir. Plasental doku, kromozomal
olarak anormal dokulara sahip olabilir, fakat aym anormallik fetiisde goriilmeyebilir. Bunun
yaninda uzun sireli kiiltiire alinan hiicrelerde in vitro kromozomal degisiklikler olusabilir.
Yalanct mozaikligin gergek fetal mozaiklikten ayrilabilmesi fenotipik inceleme ile yapilabilir.
Fakat her zaman miimkiin olmayabilir. Wang ve arkadaglari(165) CVS ile yapilan galigmada
yalanct mozaiklik oramni %1.9 olarak bulmuglardir. Yanhs pozitiflik, vakalarin yaklagik
%1’inde ortaya ¢ikarken yanlis negatiflik ise ancak %1 kadardir(148). Yanhs pozitiflik, klasik
trizomi-16, trizomi-18 ve trizomi-22’de olmak iizere koryonik villi kromozomlarinda
gorilmistiir. Bu vakalara ait fetiisler incelendiginde kromozomal olarak herhangi bir
anormallik gorilememistir. Tim g¢aliyma gruplarmin gesitli doku o6rnekleriyle yapilan
arastirma sonuglan yalanct mozaiklik oraninin %3.24 oldugunu gostermistir(126).

Yalanci mozaiklik 3 diizeyde incelenir:

Diizey-I; Tek bir anormal hiicre gériiliir ve timi yalanct mozaikliktir.

Diizey-II, Tek bir flask veya kolonide aynm1 kromozomal anormalligin gorildigi iki
yada daha fazla hiicre, %80’inden faziasi yalanci mozaikliktir.

Diizey-IIl; Iki yada daha fazla flask yada kolonide, aym kromozomal anormalligin

gorildigh iki yada daha fazla hiicre.
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Bunlarin %50 kadart ger¢ek fetal mozaiklik olabilir. Vakalarin yarisi otozom
kromozom mozaikligi, %40’1 seks kromozomlann ve geri kalam ise yapisal kromozom
anormallikleri ile ilgilidir(38).

CONFINED PLASENTAL MOZAIKLIK (CPM)

Eger boluinme hatasi blastosist sekillenmesinden once olusur ve embriyo ile
plasentanin koken hicrelerinin her ikiside etkilenirse genel mozaiklik olusur(sekil-5A).
Confined yani siirli plasental mozaiklik ise bir mozaik blastosit’de embriyonik ve plasental
koken hicrelerin esit olmayan bigimde dagilmasi ile olusur(sekil-5B, 5C). Bu durumda ya
normal fetiis, anormal (aneploid) plasenta olugur. Sinirli embriyonik mozaiklikte ise embriyo
olusumunu saglayan koken hiicrelerinde meydana gelen bir boliinme hatast gérilir ve
plasenta normal, fetiis mozaik olur.

Kalousek(72) trofoblast, villus stroma veya her ikisiyle de iliskili olarak 3 tip CPM
tanimlanmistir(Tablo-1). CPM gebeligin farkli donemlerinde gosterilmigtir. 9-12 haftalik
gebeliklerde prenatal tam igin yapilan CVS analizlerinde her 3 tip CPM’in de gebeliklerin
%]1-2 ‘sinde olustugu goézlenmistir(107, 147). CPM tip I aym zamanda 20-40. Gebelik
haftalarinda yasayabilen aneuploidi’lerde de gosterilmigtir(71). Ug tip CPM, prenatal olarak
mozaik CVS tamsi konulan ve TUGR gosteren bebeklerin term plasentalarinda teyit
edilmistir(68, 73). Prenatal olarak yiiksek derecede plasental mozaiklik tamsi konularak
dogan bebeklerde ITUGR veya yiiksek oranda spontan abortus oldugu bildirilmektedir(43, 64,
73). Trofoblastla sinirl olan mozaiklik tip I olarak isimlendirilir. Bu, diploid veya aneuploid
fetiislerin olusturdugu gebeliklerde, CVS’de goriilen sitotrofoblastik aneuploid hiicre hattinin
gebelik boyunca ayni oranda kaldigi gosterilmistir(73). 3, 7, 11, 13, 16 ve 18. Kromozomlarla

ilgili otozomal trizomiler tip I CPM’de siklikla olugurken digerleri nadiren goriiliir.
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SEKIL-5:

Genel mozaiklik

Sadece plasentada goriilen confined plasental mozaiklik

Normal embriyo/fetiis, anormal hiicrelere sahip plasentadan olusan confined plasental
mozaiklik

Confined embriyonik mozaiklik(Kalousek, 1992’denalinmigtir)
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Koryonik villu stroma ile sinirlt kromozomal mozaiklik tip II CPM’i ortaya gikarir ve
sitotrofoblastla sinirli mozaiklik kadar yaygindir. Bu tip CPM gosteren pek gok gebelikte
olumsuzluklar gozlenmeyebilir ve normal canli dogum olurken, bazen agiklanamayan
intrauterin geligme geriligi veya perinatal hastaliklar ortaya gikabilir(73). Bunlarin nedeni
olarak plasental hiicrelerdeki mozaikligin neden oldugu fonksiyon bozuklugu sonucunda
plasentanin gorev yapamamasi ve fetal yetersizligi olabilecegi disiinilebilir. Bu tip
mozaiklikte genellikle 2, 7, 8, 9, 12, 16, 18 ve 21 numarali kromozomlarin trizomilerinin
etkili oldugu goriliir.

Tip Il CPM’de hem trofoblast hemde koriyonik stroma ige karigir ve bu tip
gebeliklerde siklikla TUGR veya intrauterin oliimler goruliir(35, 73). Genellikle bu tip
CPM’de 2, 7, 15, 16ve 22 numarali kromozomlarin trizomileri gorulir ve gorilme siklig
CVS igin %0.25 olarak belirtlilir(89, 165).

TABLO-1

Diploid bir embriyo/fetusla ilgili gebeliklerde gorillen CPM tipleri.

Doku Tip I Tip II Tip 11T
Sitotrofoblast Mozaik veya Normal Mozaik veya
non-mozaik (diploid) non-mozaik
aneuploidi aneuploidi
Koryonik stroma Normal Mozaik veya Mozaik veya
(diploid) non-mozaik non-mozaik
aneuploidi aneuploidi
Embriyonik/fetal Normal Normal Normal
Dokular (diploidi) (diploidi) (diploidi)

Not: aneuploid bir embriyo/fetus i¢in aym tip CPM goriilir. Fakat aneuploidy/diploidy

sekilleri ters gevrilmelidir.
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ANNE YASI ILE CPM SIKLIGI ARASINDAKI ILiSKi:

CPM sikliginda anne yasinin etkili olabilecegi disiiniilmektedir. Simoni ve
Sirchia(150) plasental mozaikligin gorilmesi anne yagi arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu gozlediler.

Ileri anne yas1 igin yapilan tamsal amagh toplam 5377 vakalik bu seride plasental
mozaiklik sikliginin anne yagt ile dogrusal bigimde arttig1 gozlenmistir(Tablo-2).

TABLO-2 ; CVS’de anne yag1 ile CPM sikligt arasinadaki iliski

Yas(vil) Vaka sayis1 CPM’li vaka CPM oram (%)
<30 373 0 0

30-34 784 5 0.6
35-40 3502 31 0.9

41> 718 7 1.04

FLUORESANS IN-SITU HIBRIDiZASYON(FISH):

Klasik bantlama teknikleri metafaz hiicrelerinde sayisal ve yapisal kromozom
anomalilerinin incelenmesinde ¢ok uygundur. Bununla beraber bu teknikler dzellikle ayrinrili
incelemeler igin bazi sikintilar yaratmaktadir. Oncelikle bu teknikler, translokasyonlar,
delesyonlar, duplikasyonlar ve inversiyonlar gibi yapisal anomalilerin analizinde yiiksek
kaliteli metafazlar gerektirir. Fakat bu 6zellikle tiimor sitogenetiginde oldugu gibi her zaman
miimkiin olmayabilir. Ikinci olarak, bu teknikler fetal hiicrelerin kiiltiiriinde oldugu gibi uzun
zaman gerektirir. Bu da en azindan sonug igin 2-3 hafta gibi uzun siire beklemek zorunda
kalan hamile kadinlarin endigelerini énemli 6lgiide artirir. Bu tiir sinirlamalarin kaldirilmast
igin FISH, uygun alternatif teklif olarak geligtirilmeye caligiimaktadir. FISH teknigi
kromozomlara 0zgi, prob denilen spesifik DNA’lar kullanilarak yapilmaktadir. Ayni
zamanda interfaz hiicrelerinde kullanilabilir olmasi, hizli sonug alinabilmesi bakimindan da

¢ok 6nemli bir geligme teskil etmektedir.
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FISH TEKNIGININ GELiSimi

Marmur ve Lane 1960 yilinda ¢ift iplikli DNA’nmn isitilip sogutulmasi ile denatiire ve
renatiire olabilecegini gostermiglerdi(103). Goll ve Pardue (36), bunlardan ayri olarak da John
ve arkadaslan izotopik In-Situ Hibridizasyon teknigini gelistirdiler(63). Bu teknik DNA
prob’larinin kromozomal lokalizasyonunun aragtirilmast i¢in en uygun tekniktir. Bununla
beraber bu teknigin kullanilmasinda 6zellikle kullanicilarin  radyasyona maruz kalma riski,
sinyallerin incelenmesinde uzun siire radyasyona maruz kalmalari ve radyoaktif atiklarin
olugturdugu problemler gibi bazi dezavantajlari bulunmaktaydi. Bu problemi ortadan
kaldirmak i¢in non-izotopik teknikler gelistirildi ve bunun igin problar non-radyoaktif
isaretlendi. Non-radyoaktif isaretlemede spesifik antibadilerle baglanabilen haptenler
kullanildi ve bu yontemle inceleme immiinolojik olarak gergeklestirildi. Bu sekilde
haptenlerle isaretlenmis olan problar simdi pek ¢ok avantajlar sunmaktadir. Non-izotopik
isaretli olanlara gore daha giivenlidir, daha kisa siirede isaretlenebilir, daha uzun sire
kullamma hazir olarak bekletilebilir, daha kisa siirede inceleme yapilabilir ve yiksek
¢oziimleme glicline sahiptir(121)

Fluoresans In-Situ Hibridizasyon teknigi ilk kez Landegent ve arkadaglan tarafindan
1984°de tanimland: ve son yillarda giderek daha populer bir teknik haline geldi. Bu teknikle
kromozom, hiicre ve dokularin morfolojik 6zellikleri korunarak spesifik DNA dizilerinin
incelenmesi ve analiz yapilabilmektedir(53).

Onkolojideki kromozomal anomalilerin pek gogu (3, 25, 152), tek gen hastaliklari(99,
131) ve konjenital hastaliklarin pek ¢ogu(184) FISH teknigi kullanilarak kolayca
tammlanabilir. FISH’in prenatal tamda uygulanabilmesi i¢in ¢aligmalar devam etmekte,
bunun igin uygun DNA prob’lani geligtirilmekte, sinyal giicii ve hibridizasyon/inceleme

etkinligi artirilmaya c¢aligiimaktadir(80).
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FISH sadece metafaz kromozomlarinda degil, interfaz hicrelerinde kromozom
DNA’larinin belirli bolgelerine spesifik problar kullanilarak genetik analize firsat vermektedir

ve bu yiizden interfaz sitogenetik olarak da isimlendirilir(23, 80, 83, 167, 182).

FISH’IN TEMEL KURALLARTI:

Ozellikle son on yilda FISH, metafaz ve interfaz hiicrelerinde spesifik niikleik asit
dizileri ve kromozomal anormalliklerin aragtiriimasinda ilging bir teknik haline gelmistir. Pek
¢ok tam laboratuvar1 uni-colour, multi-colour ve CGH FISH tekniklerini kullanmak igin
kendi protokollerini olugturmaya baslamiglardir. Bu teknikleri bagaril bir sekilde uygulamak
i¢in bir takim faktorler gerekir.

DNA veya RNA’nin analizinde kullanilacak hiicrelerin hazirlanmas:
Prob isaretlemenin uygunlugu ve yeterliligi

Probun tipi

Sinyal analizinde kullanilan metodun hassasiyeti

Hibridizasyon tekniklerinin etkinligi

Preparat yapimindaki hassasiyet
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Biyolojik materyalin hazirlanmasi Probun igaretlenmesi

— =

Materyal ve probun denatiirasyonu

J

Hibridizasyon

v
Yikama

Inceleme

v

Gortuntileme-

Sekil-6; In-Situ hibridizasyon protokoliiniin genel gosterimi

Preparat Hazirlanmasi: FISH teknigi timor ve kemik iligi hiicrelerinden fibroblast ve

lenfositler, amniyon ve koryon hiicrelerinden fetal hiicrelere, kiiltiire alinmig hiicrelerden
interfaz hucrelerine, hatta formalinle fikse edilmis ve parafinize edilmis hiicrelere kadar tiim
doku tiplerinde basariyla uygulanabilir(19, 26, 42, 59, 114).

Bu farkli dokular kullanilarak degisik fakat standart tekniklerle interfaz hiicreleri veya
iyi kalitede metafazlar elde edilebilir. Hibridizasyondan 6nce numuneler, aseton, xylene,
RNaz, proteaz K, pepsin ve deterjan gibi ¢esitli soliisyonlarla 6én muameleye ihtiyag
gosterebilir. RNaz muamelest RNA kalintilarimi  uzaklagtirarak hedef DNA’nimn

hibridizasyonundaki backgrand ve sinyal arasindaki goriiniim farkini artiracaktir. Proteaz
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muamelesi hedef DNA’y1 saran proteinleri sindirerek probun DNA’ya hibridizasyon giiciinii
artiracaktir. Fakat metafaz caligmalarinda bu etki nukleus ve kromozom morfolojisinden
dolay1 yetersiz kalacaktir. Deterjanlar, hedef DNA’min etrafim saran lipid tabakanin
temizlenmesini saglayacaktir. Aseton ve xylen ise bazi muhtemel artiklarin uzaklagtirilmasi
ve preparatin temizlenmesini saglar.
PROB’LAR:

Prob, modifiye edilmis tek iplikli bir niikleik asit par¢asidir ve hedef dizi DNA veya
RNA olan komplementerinin analizinde kullamilabilir. Baganil: bir FISH ¢aligmas i¢in probun
uzunlugu, saflif1 ve etkinligi ¢ok dnemlidir ve bu parametreler sinyal analizinin kalitesini
artinrlar. Interfaz —FISH igin kullanilan probun uzunlugu 200-400 bp olmalidir. Bu
uzunluktaki problar spesifik hibridizasyonu ve nukleusa girisi artinrlar, fluoresans
backgrand’: azaltirlar. Daha kisa problar ise hibridizasyon kalitesini azaltirken, daha uzun
problarda dokuya penetrasyonda bazi problemler olusturabilir(87).
PROB TIPLERI VE ELDE EDILMELERI: Prob’lar rekombinant DNA teknolojisi
kullamlarak plazmid, kozmid, faj, YAC(Yeast Artificial Chromosome) vektorleri ve
oligoniikleotid’ler araciligiyla elde edilirler.

Centromeric  alpha repetitive prob’lar  o6zellikle spesifik kromozomlarin
arastinlmasinda kullanilishdirlar. Insan kromozomlarinin sentromerik bolgelerinin uzunlugu
birkag kb’den birkag Mb’a kadar defisir ve cok gesitli satellit DNA’mn karnismasiyla
olusmustur(171, 172, 173, 174). Insan alpha-satellit DNA’simnm 6nemli birimi 171 bp
uzunlugunda bir monomerdir(102) ve eldeki bilgi bunun alpha tekrarlayan dizilerle birkag
mb’a kadar uzayabilecegini gostermektedir. Sentromerik alpha-satellit dizilerinin herbir
kromozomda ¢ok spesifik bir bolge olarak organize oldugu gosterilmistir(16, 109, 171). 13 ile
21 ve 5 ile 19. kromozomlar aym tekrarlayan dizileri paylagirlar ve bundan dolay: interfaz
hiicrelerinde alpha-satellit tekrarlayan problar kullanilarak ayirt edilmeleri miimkiin olmaz(14,
57).

Kromozom painting problar1 aym1 zamanda kromozom spesifik library problar olarak

da adlandinlir ve somatik hiicre hibritleri veya normal metafaz kromozomlari kullanilarak
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flow sitometri yontemiyle tek bir kromozomdan hazirlanir. Bu problar Degenerate primed-
PCR (DOP-PCR) yontemiyle isaretlendikten sonra metafaz kromozomlarimn analizinde
kullanilirlar. Forward chromosome painting olarak da adlandirilabilen bu yéntem ozellikle
translokasyonlar ve kanser hiicrelerindeki aberasyonlarda(22, 95, 158) ve yeniden
dizenlenmeler sonucu olugan yapisal kromozom anormallikleri(15, 58) de dahil olmak tizere
pekcok alanda oldukga kullanighidir. Bununla beraber bu problarin, ¢ok kiigiik duplikasyonlar
gibi yapisal kromozom anormalliklerinin aragtiriimasinda yetersizlikleri vardir(40). Bu
zorluklarin giderilmesi igin aymi tekniklerle elde edilen DOP-PCR “reverse chromosome
paint” problan ozellikle ilgili kromozomun orijini ve anormalligin boyutunun aragtirilmasinda
daha iyi sonug vermektedir(15, 65). Bu teknik ayni zamanda marker kromozomlarin orijini ve
yapisal kurulusunun ¢alisiimasinda ¢ok etkilidir(6).

Mikrodiseksiyon yontemiyle elde edilen kromozom spesifik problar marker
kromozomlarin analizinde oldukg¢a giivenilir sekilde kulamilabilirler. Prob izolasyonu igin,
mikrodiseksiyon yontemiyle kromozom pargasindan DNA elde edilir ve PCR ile amplifiye
edilerek isaretlenir. Daha sonra bu problar FISH yontemiyle metafaz kromozomlar hibridize
edilerek marker kromozomun orijini analiz edilir(118).

Region-spesifik problar metafaz kromozomlarindan mikrodiseksiyon yontemiyle elde
edilirler(105, 144). Temel olarak bu teknik kromozomun belirli bir bélgesinden
mikrodiseksiyonla bir DNA fragmentinin alinip PCR ile amplifikasyonu isaretlenmesi ve
FISH i¢in kullnilmasina dayanir(28). Pekgok mikrodiseksiyon teknigi zamana ve iscilige
dayal1 olup, PCR amplifikasyonu igin yeterli DNA kalibinin olusturulmas: amactyla hedef
bolgeden yaklagik 40 kadar fragmentin elde edilmesine baghdir. Bu amagla eklenen her bir
fragment muhtemel kontaminasyon riskinide artirir. Buna alternatif olarak, daha fazla prob
i¢in disekte edilen DNA sekanslar bir vektore klonlanip alict bir hiicreye verilebilir. Region-
spesifik problar sitogenetik olarak incelenemeyen marker kromozomlarin analizinde ve
pekgok yapisal kromozom anomalilerinin aydinlatiimasinda kullanilabilir.

Single copy veya lokus spesifik denilen problar herbir kromozomun spesifik
bir bolgesinde bulunan benzersiz genomik dizilerden elde edilir ve o bélgenin analizinde
kullantlirlar. Bu problanin kullanildig: tekniklere 6zelliginden dolay: “ Chromosome in-situ
suppression “ (CISS) ad1 verilir. Bu lokus spesifik problar genomda komplementerini bulmak
i¢in bir yang halindedirler ve ancak bu gekilde hibridize olabilirler(22, 78, 122) .

Lokus spesifik problarin tretilebilmesi igin baslica iki tip vektor kullanilir : Cosmids (

contigs ) ve YACs ( yeast artificial chromosomes ) .



20

Kozmid’ler plazmidler ve yaklasik 40 kb. yabancit DNA tagtyabilen lambda fajlanindan
elde edilirler. Bu nedenle bunlar, bir faj vektoriiniin tastyabileceginden 3 kat daha fazia DNA
tagtyabilirler. Lambda faj1, herbir tek zincirli komplementer DNA’ sinin ucunda iki adet cos
bolgesi bulundurur ve bunlar DNA’ nmin paketlenmesi igin ¢ok énenﬂidirler.Cos bolgeleri,
sirkiiler duplex DNA” ya sahip plazmidin antibiyotik direng geni igine bir restriksiyon enzimi
kullanilarak klonlanir. Faj igine paketlenerek baglanan bu DNA, enfeksiyon seklinde E. coli
gibi bir host (alic1) hiicreye verilir. Kozmid replike olur ve izolasyondan sonra muhtemelen 25
- 50 kb.” lik bir DNA probe olarak elde edilir. Bu elde edilen kozmid probe, trizomiler (96) ,
translokasyonlar (136, 160), inversiyonlar (24) ve delesyonlar (100, 131) gibi kromozomal
anormalliklerin tams: amaciyla metafaz kromozomlarinda kullanlabilir. Ancak, bu kozmid
problar1 interfaz hiicrelerinde kullanildiginda ¢ok zayif sinyal verirler.

Cozmid contig problar kozmid” lere gore daha iyi sonug verirler. Uzunluklar1 90 kb’
dan daha fazladir. Yiiksek hibridizasyon ve deteksiyon etkinligine iyi kalite fluoresans sinyali
nedeniyle kozmid problarin analizde yetersiz kaldig1 kromozomal hatalarin incelenmesi igin
rahathikla amniyotik siv1 interfaz hiicreleri ve CVS interfaz hiicrelerinde prenatal tant
amactyla kullamlabilirler(11, 80, 182) .

Yeast artificial chromosome (YAC) problart 100-800 kb. uzunlugunda bir DNA
sekansina sahiptirler. Ik kez 1987°de Burke ve arkadaglar1 tarafindan tammlanmiglardir.
YAC’ lar iki yeast telomeri igerirler. Bunlardan biri sentromer, digeri ARS (autonomous
replicating sequences) ARS sekanslar replikasyonun orijinini tegkil eder. YAC DNA’ s1
klonlama bolgesi icin iki kola ayrilir. Birisi, bir telomer den ibarettir ve tanitici bir marker’dir.
Digeri ise bir telomer, bir sentromer ve bir marker’a sahiptir. Bu kollar, biyiik DNA
fragmentlerini kugatirlar. Bu baglanma karigimi transformasyon ile bir maya (yeast) hiicresine
verilir.

Birkag yiiz kb. uzunlugunda olan bu DNA fragmentleri bir YAC probu olarak uygun
sekilde edilir ve gen haritalamalarinda (143) , Interfaz amniyosit hiicreleri ve lenfositlerde
(91, 121, 135). Sayisal kromozom anomalilerinin aragtiriimasinda gok basarihi bir sekilde
kullanilabilirler.

PROB ISARETLEME :

Prob’ lar radyoaktif veya non - radyoaktif olarak isaretlenir. Radyoaktif isaretleme
toksisitesi, kontaminasyonu ve muhafaza giicliikleri nedeniyle tercih edilmemektedir. Buna
karsilik, non - radyoaktif isaretleme daha giivenli ve sinyal aliminin kolay olmas: yaninda,

herhangi bir o6zel diizenlenmis laboratuvara ihtiyag duymamasi, uzun sire aktivite
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kaybetmeden muhafaza edilebilmesinden dolayr tiim molekiiler - sitogenetik
laboratuvarlarinda yerini almugtir.

Non - radyoaktif olarak problar fluorochrome conjugated niikleotidlerin enzimatik
baglanmasiyla dogrudan, yada hapten conjugated niikleotidlerin enzimatik baglanmasiyla
dolayl: isaretlenir. Indirekt (dolayh) isaretleme ¢ok daha hassastir, bunun igin en yaygin
kullamlan sistemler ; fluorochrome - coupled avidin’® le ¢aliplan biotin(86) ve
fluorochromecoupled antidigoxigenin ile ¢ahigan digoxigenindir(112).

Enzimatik igaretleme “Nick Translation” “random priming” veya “PCR (polymerase
chain reaction)” ile yapilabilir. Nick translation reaksiyonu sirasinda fragment uzunluklari,
DNaz konsantrasyonu veya nick translation siiresinin degistirilmesiyle farklilasabilir.
Isaretlenmis olan problar random priming yontemi veya PCR sirasinda siklikla enzimatik
yolla daha kiiglik fragmentleri ayrilirlar.

Son zamanlarda farkl: renkler olusturularak birden fazla probun birlikte kullaniimas:
mumkiin hale getirilmigtir. Bu teknikte problar farkli fluoresans molekiiller veya haptenlerle
muamele edilerek kullamilirlar(115, 132). Bu sekilde farkli tekniklerle igaretlenen pek g¢ok
prob ayn1 anda pek ¢ok kromozomun analizini yapma imkani saglar(116, 117).

Nick translation ilk defa 1977° de Rigby ve arkadaglan tarafindan gelistirilmis ve
bugiin en popiiler isaretleme teknigi haline gelmistir. Daha sonralari biotin (86) ve
digoxigenin (51) gibi non - radyoaktif kompenentleri nick translation yéntemiyle DNA’ ya
verildi. DNaz I ve DNA polimeraz I nick translation sisteminde fonksiyonel enzimlerdir.
DNaz I, Mg*? varliginda endoniikleaz aktiviteyle DNA’ nin fosfodiester baglarinda rastgele
gentikler olugturur. DNA pol. 1 exoniikleaz aktiviteyle 5'......3" yoniinde gentigin 5' fosforil
ucundan niikleotidleri uzaklagtirir. Aym anda DNA pol. 17 in 5 ......3" polimeraz aktivitesi ile
de niikleasyon rezidiie’ leri diizenli bir gekilde baglamir. Bu sekilde, biotin ve dig(;xi genin
gibi non - radyoaktif kompenentler prob DNA’ ya girmis olur ve bu isaretli DNA FISH
deneylerinde prob olarak kullanilabilir hale gelmisgtir.

DNA Denatiirasyonu :

Hem prob hem de hedef DNA doublehelix yapida oldugundan hibridizasyondan &nce
denatiire edilmelidirler. Denatiirasyon 1s1 veya yiksek pH ile gergeklestirilebilir. Pek ¢ok
laboratuvar 1s1 kullaniminmi tercih eder. Bu 1sitma tekniginde, denatiirasyon 1sisi1 diigtirerek
hiicrelerin morfolojik yapilarinin bozulmastni 6nleyen formamide tercih edilir. Denatiirasyon
soliisyonuna eklenen herbir %1°lik formamide, DNA’nin erime ve bozulma 1sisin1 yaklagik
olarak 0.75°C kadar azaltir(90). Isitma ile denatirasyon teknigi genellikle, prob DNA,

hibridizasyon buffer ve gerekiyorsa competitér DNA igeren hibridizasyon karigimimmn 65-




22

70°C’ ye kadar 1sitilmasiyla gerceklestirilir. Hedef DNA ve prob DNA’ y1 birlikte bir lamel
altinda denatiire etmekte mimkiindiir. Bu lamel teknigi basit ve giivenilir bir teknik olarak
sicak formamide teknigine alternatif kabul edilebilir, fakat formamide kullamlmadiginda

yiksek 1s1 gerekeceginden hiicre morfolojisi bozulabilir ve sinyal kalitesi diiger.

Hibridizasyon :

Denatiirasyon sonrasinda, isaretlenmis ve denatiire edilmis prob(lar), hibridizasyon
buffer ve competitér DNA iceren hibridizasyon karigim: hedef DNA’ ya uygulanir. Daha
sonra preparat hibridizasyon igin genellikle 37 - 43°C’ lik nemli bir ortama birakilarak inkiibe
edilir. Iyi bir hibridizasyon igin probun dogru konsantrasyonu ve uzunlugu, hibridizasyon
siiresi, eger gerekliyse competitor DNA’ min konsantrasyonu ve uzunlugu onemli ve kritik
parametrelerdir. Bu ylizden tiim parametreler her bir prob igin optimize edilmeli ve her prob
izolasyonu ve isaretlemesinden sonra kontrol edilmelidir.

Hibridizasyon Sonrasi Yikama :

Spesifik olarak baglanmayan yani hibridize olmayan prob’ lar hibrid olanlara gére
daha gevsek oldugundan, bunlar yapilan yikamalarla ortamdan uzaklagtinilir ve sinyal kalitesi
artirilir. Bunun igin, yitkksek formamide konsantfasyonu ve disik tuz konsantrasyonu yikama
soliisyonlarinda kullanilabilecek uygun parametrelerdir.

Deteksiyon :

Uni - colour deteksiyon : Hibridize olan sekanslarin deteksiyonu isaretleme sekline
gore farklilik gosterir. Eger DNA prob’ lar direkt isaretliyse fluorescein veya rhodamine gibi
bir fluoroconjugated dNTP isaretleme yapilmig preparatlar, hibridizasyon sonrast yikamalarin
hemen ardindan mikroskopta hemen incelenebilir. Indirekt isaretlenmis problar ise yiksek
affinite gosteren imminositokimyasal tekniklerle incelenir. Bu immiinositokimyasal
tekniklerle yapilan caligmalarda, fluoresceinisothiocynate (FITC, yesil),
tetramethylrhodamine (TRITC, kirmizi ) , coumarin acetic acid (AMCA, mavi) , Texas red
veya Cy; gibi fluorochrom’ larla karigtinlmig spesifik monoclonal veya polyclonal antibadiler
yada avidin / streptavidin kullamilir. Biotin ve digoxigenin, uni - colour deteksiyonda en gok
tercih edilen isaretleme sistemleridir ki bunlar parlak sinyal alinmasi i¢in son raportor
molekiillere baglanrlar.

Peroksidaz ve alkalin fosfotaz gibi enzimler 13tk mikroskobuyla yapilacak
incelemelerde ¢oktirme reaksiyonlar i¢in kullamlabilirler. Fakat bu teknigin hassasiyeti
fluoresans deteksiyondan ¢ok daha az oldugu i¢in su ana kadar sadece repetive problarla
kuilanilabilmigtir(17).
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Multi - colour deteksiyon : Farkl sistemlerle isaretlenmis iki yada daha fazla prob’ un
aymi anda tek bir hibridizasyon alaminda kullanilmasi multicolour deteksiyon teknii olarak
adlandirilir. Bu protokolde, her bir hapten kendisi igin 6zel olarak hazirlanmg uygun bir
fluoresent boya ile muamele edilmis spesifik bir antibadi sayesinde incelenebilir. Ug yada
daha fazla prob aym sahada birlikte kullanildiginda, prob lar orijinal renklerin arasindaki bir
renk skalasinda goriilebilirler. Ornegin isaretleme sistemi farkh 4 prob birlikte kullamldiginda
farkli hedef DNA’ lan1 15 ayr1 renkte incelemek mimkiin olabilir(133).

Boyama : Deteksiyondan sonra preparatlar, prob’ larin gériniir duruma getirilmesi
icin uygun bir sistemle muamele edilir. Bunun i¢in hiicreler, iginde uygun bir counterstain
denilen boya igeren ve solmay: onleyici antifade solisyonu dokiilerek kaplanir. En kullamsgh
antifade soliisyonu, sinyalleri fluoresans 118 ¢ok Mhizli soldurucu etkisinden koruyan
citiflour’ dur. Sinyalleri en iyi goriiniir hale getiren counterstainler ise DAPI ve PI’ dir. DAPI
mavi bir renk verir, kirmuzi ( thodamine yada texas red ) ve yesil (FITC) fluoresans boyalarla
kullanilabilir. Pl ise kirmiz1 bir renk verir, yesil sinyallerin elde edilmesinde DAPI ile birlikte
veya ayrica tek bagina kullanilabilir.

Preparatlarin Degerlendirilmesi :

Hemen hemen tiim fluoresans mikroskoplar repetitive sekanslarin hibridizasyon
olusumlarini incelemek icin uygundur, fakat singlecopy sekanslarin spesifik fluoresans
sinyallerinin analizi igin yiiksek kalitede mikroskoplara ihtiya¢ vardir. FITC ve rhodamine
yada texas red’ le olusturulan dual - colour FISH ¢alismalarinda iki farkli renkteki sinyallerin
birlikte incelenmesi i¢in double - band pass filtreler gerekmektedir. Double - band pass
filtreler, filtre degisimi sirasinda olusan goriintii kaymalarim ortadan kaldirir. Hibridize olmusg
hiicrelerin goriintileri yiksek ¢oziim giigli high - speed renkli film veya statik CCD ( charge
coupled device ) kameralar araciligiyla bilgisayara aktarilarak elde edili. CCD kamera
sistemleri klasik mikroskoplara ve konfokal laser incelemelerine kiyasla sinyal analizini
artirir, hatta goriilemeyen sinyalleri gortntr duruma getirebilir(161).

FISH> IN PRENATAL TANIDA KULLANILMASININ AVANTAJ VE
DEZAVANTAJLARI :

Interfaz FISH” in Avantajlar :

Klasik sitogenetige kiyasla FISH hem daha hizli hem de maliyeti daha azdir. FISH
analizi, doku kiltiri yapmadan gereklestirilip 48 saat hatta 24 saat Iginde sonug
verilebilmesini saglar(11, 167). Bu, ozellikle anormal “ triple test “ sonuglar elde edilmig

gebeliklerde, endise iginde genetik sonucu bekleyen anne adaylar: igin ¢ok onemlidir(167).
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Interfaz - FISH teknik agidan diger pekgok avantaji da birlikte getirir. Maternal kandan
fetal hiicrelerin izolasyonu ve analizi rutin hale geldiginde bu yolla elde edilen ¢ok sayida
fetal hiicrelerinin analizi Interfaz - FISH ile yapilabilecektir. Interfaz - FISH, CVS’ deki
maternal hiicre kontaminasyonunun tayininde de kullanigh olabilir. Ayn: zamanda zorluklar
olan prenatal sitogenetik vakalarinda, klasik sitogenetik yontemlere ek bir teknik olarak
diistintlebilir. Bu teknik, klasik sitogenetik analizler i¢in CVS ve Amniyon sivist orneklerinde
¢abuk sonug verebilen kurtarict bir teknik olarak kullamilabilir. Bunlarin yanminda Interfaz -
FISH, iyi kalitede metafazlarin az oldugu ve sitolojik incelemenin zor oldugu durumlarda

sitogenetik kromozom analizi sonuglarinin irdelenmesi agisindan da ¢ok gerekli olabilir.

FISH’ in Dezavantajlar :

FISH’ in baghca dort dezavantaji sayilabilir : Pekgok translokasyon, bazi aneuploidi’
ler ve mozaiklikler gibi ¢ok sayida yapisal kromozom anomalileri ancak hiicrelerin tam
karyotipik analizlerinin yapilmasiyla ortaya konulabilir. FISH teknigi bu tip aberrasyonlarin
analizinde yetersiz kalabilir, ¢iinkii FISH ile sadece kullamlan problarla ilgili bolgeler ve
anormallikler incelenebilir. FISH’ in spesifikligi ve etkinligi, hiicreden hiicreye, probdan
proba, hiicre preporasyonu i¢in kullanilan tekniklere kadar bir dizi porametreye baglidir.
Sonuglar, sinyal morfolojisine ve sayim sonuglarimin istatistiksel degerlendirilmesine baglh
olarak yoruma agik olabilir. Ayrica, maternal hiicre kontaminasyonu yalanci negatif sonuglar

verebilir.
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MATERYAL ve METOD

Bu galigmada kullanilan plasentalarin bityiik ¢ogunlugu Glasgow(Iskogya)’ daki Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum hastanelerinden saglanmig ve Glasgow Universitesi, Tip Fakiiltesine
bagli olarak galigan Duncan Guthrie Institute of Medical Genetics béliimii laboratuvarlarinda
¢alisilmistir. Hiicre kaltirleri ve FISH g¢aligmalarninin bir kismi Tirkiye’ye doniigte, izole
edilip getirilen ve ticari problarin kullanilmasiyla Tiirkiye’de yapilmigtir.

Doku Kiiltiirii Materyalleri :
Hasta Materyalleri : Kadin hastaliklar ve dogum servisinden saglanan 29 plesanta bu galigma

i¢in kullanldi. Bu plesantalar gebelik sirasinda IUGR gosteren vakalardan , spontan abortus

veya normal gebelik sonunda kendiliginden olan dogumlar sonunda elde edildiler. Tim
plesantalar abortus yada dogum sonrasinda taze ve fikse edilmemis durumda kullamldilar.
Genel Materyaller
Doku kiilturiinde kullamlan tim soliisyonlar distile su ile hazirlandi ve gerekiyorsa
otoklav kullamilarak sterilize edildi. Cam egya, makas, forceps ve plastik esya gibi tim
malzemeler otoklavland: yada steril olarak alindi. Explant kiiltiir tekniginde kullanulan 9x35
mm. ebadindaki lameller %100 etanol de saklandi.

Besiyerleri
Tum besiyerleri aseptik teknikler kullanilarak mikrobiyolojik giivenlik kabininde

hazirland1.
1- Transport Besiyeri :

500 ml. F-10(HAM), 25 mM Hepes buffer ve L-glutamine (Gibco - BRL, 223 90 - 025

10 ml penisilin / streptomisin (Gibco-BRL, 15070-030)

% 2’ lik penisilin / streptomisin F - 10 besiyerine eklendi, iyice karistirildiktan sonra
4°C’ de kullanilincaya kadar muhafaza edildi. Her yeni hazirlanan besiyerinden 1,5 - 2ml.
ahinip steril Nunc tiib’ e aktarild: ve sterilite kontrolii igin 37°C” de inkiibe edildi. 3 giin sonra
kontrol edilerek kontaminasyon olmadigi anlagidiginda kullamm igin sogukta muhafaza
edildi.

2- Hiicre Kultiirii Besiyeri :

Hucrelerin kiiltiire alinmasinda iki tip besiyeri kullanildi. Her ikisi de agagidaki gibi
hazirland: ve sterilite kontrolleri yapildi.
A - Tup Besiyeri :

500ml. Hams - F-10

100ml. fetal calf serum (yada fetal bovine 5ml penisilin/strept. serum) (Gibco-BRL,
10106 - 110)
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B - Flask Besiyeri :
500 ml. Hams F-10
50 ml. fetal calf serum (veya fetal bovine ser )
50 ml. newborn calf serum
2 ml. penisilin / strept
3- Kollejenaz Kiiltiir Besiyeri :
( Collagenase Culture Medium:CCM )
100 ml. RPMI 1640, (1X) (Gibco-BRL, 27010-032 )
3 ml. penisilin / strept.
200 mg. kollajenaz
200 mg. kollejenaz 100 ml. RPMI 1640 igerisinde eritilir ve 3 ml penisilin/strept.
eklendikten sonra sterilite kontrolii yapilarak kullanilincaya kadar - 20°C* de muhafaza edilir.
4-%3 CCM:
100 ml. RPMI 1640
3 ml penisilin / strept.
3 ml. penisilin / strept. 100 ml. RPMI, 640 besiyerine eklenir ve kullnilincaya kadar
-20°C” de muhafaza edilir.
Stoklar ve Soliisyonlar :
1- Kollajenaz (IV) (Sigma C 5138)
2- Kolsemid (Gibco - BRL, 15212 - 012) Stok konsantrasyonu 10 Mg/ml. Caligma soliisyonu
PBS igersinde 1/10 diliisyon.
3- BrdU (Sigma, B - 5002) Stok konsantrasyon 3000 Mg/ml. Caligma soliisyonu PBS
igersinde 1 /10 diliisyon.
4- KCI (0,075 M) (overnight harvest igin) 2-7964 gr. Potasyum klorid 100 ml. distile suda
eritildi ve hacmi distile su ile 500 ml.” ye ayarlandi.
KCI (0.0375) : 0.075 M kel 1/2 oraninda distile su ile dilue edildi.
5- 3 Na - sitrat ( overnight harvest i¢in )
4 gr. tri-sodyum sitrat 100 ml. distile suda eritildi ve distile su ile 500 ml.” ye tamamland;.
6- Buffer :
Gurr buffer tableti ( pH : 6.8 ) ( Gibco BRL, 10582 - 013 ) 1 litre distile suda ¢oziiliir.
7- Sorenson buffer :
18.96 g. Na, HPO4 ve 18.16g kH, PO4 1 litre distile suda ¢oziiliir ve hacmi distile su
ile 2 litreye ayarlamr.

8- Bantlama Tripsini :
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1.2 gr. Tripsin ( Gibco - BRL, liyo filize, 25095 -019 ) 1 litre Sorenson buffer’ da
¢oziiliir, iyice eriyinceye kadar ( 5 - 10 dk. ) kangtirilir. 20 ml.” lik universal tiiplere ayrilarak
kullanilincaya kadar -18°C ¢ de muhafaza edilir.

9- BPS Soliisyonu :

5 tablet PBS ( Phosphate Buffer Seline ) ( Gibco - BRL, 18912 - 014 ) 500 ml. distile
suda ¢ozildiikten sonra otoklav ile sterilize edilir.

10- Versene buffer: 0.2 gr. Versene(Gibco-BRL, 15040-033) 400 ml distile suda ¢ozilur,
otoklavlamr ve —20 °C’de muhafaza edilir.

11- Tripsin/versene: 400 ml versen buffer’a 2x20 ml tripsin %2,5(10X) [liyofilize, porcine
parpovirus test edilmis, mycoplasma bakilmig, 25 gr. tripsin (1:250) ve 8,5 gr. NaCl 1/1 ]
eklenerek iyice karigtrilir, steril iiniversal tiiplere ayrilarak kullamlincaya kadar —20 °C’de
muhafaza edilir.

12- Tripsin-EDTA: 0.08 gr. EDTA 400ml salin igersinde eritilir ve otoklavlanir. Buna 0.2 gr.
tripsin eklenerek iyice karigtirihir ve kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edilir.

13- Leishman boya: 3 gr. leishman tozu 2 litre metanol i¢ine konulur ve manyetik karistirici
ile yavasca eritilir. Soliisyon burada iyice erimesi i¢in 24 saat kanstirilmaya birakilir.
Dikkatlice 1sitilir ve kaynamaya birakilir. Bir siire sonra sogumaya terkedilir. Whattman filtre

kagrd ile stzildiikten sonra 500 ml’lik sigelerde karanlik ortamda muhafaza edilir.

DOKU KULTUR METODLARI:

Kiiltiir icin dokularm hazirlanmasi: Plasentadan alinacak doku 6rneklerinin uygun olmasi igin

plasentamn kenarindan yaklagtk 4 cm kadar igerisinden biyopsi yapildi. Plasentanin bu
sekilde secilen 6 ayr1 bolgesinden steril bir makas ve forsep kullanilarak materyal alindi. Bu
islem yapilirken maternal hiicre kontaminasyonunu goézoniine alarak, plasentanin gébek
kordonunun baglandig: yiizeyden ve derine inmeden biyopsi yapilda.

Amniyon zar1 ve koryon zarinin alinmasi iginde steril makas ve forsep’ler kullanilarak
plasentamin yine gébek kordonunun baglandig1 yiizeyden kiigiik zar parcalar1 biyopsi yapildi.
Almnan tiim plasental doku ve zar 6rneklerinin herbiri, iginde 15 ml transport besiyeri bulunan
tiplere konularak en az 3 saat veya overnight olarak bekletildi. Herhangi bir kontaminasyonu

onlemek igin yapilan bu bekletme isleminden sonra dokularin kiiltiiriine gegildi(sekil-7).
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SEKIL-7: Alinan plasental bolgeler; UC: umblikal cord, 1-6 :doku alinan sahalar.

KULTUR METODLARTI:
Hucrelerin kiltiirti igin explant ve kollagenaz kiiltiir metodlar1 kullanildi. Kiiltiirler
agagida agiklandigr gibi yapildi.
Explant Kiiltiirii:

Dokular makas yardimiyla kesilerek kiyma haline getirildi. Bu iglem 100 mm’lik petriler
i¢inde steril kabin kullanilarak yapildi.

Iyice klyllan dokulardan 8-10 kiigiik parga pastor pipetin ucuyla alarak dikkatlice nunc
tubiin tabanina yerlestirildi.

Pastor pipeti bu iglem igin alevde 1sitilarak ucu sicakken bir forseps ile uzatilarak
sogudugunda kirildi ve ¢gok daha ince hale getirildi.

Alkol iginde muhafaza edilen 9x35 mm lamellerden biri forseps yardimiyla alinip alevden
gegirildikten sonra nunc tiibiin igindeki doku 6rneklerinin tizerine dikkatlice yerlestirildi.
4-Tup besiyerinden 1.5 ml alip ¢ok yavas ve pastor pipetin ucunu lamele bastirarak eklendi.
Bu iglem besiyeri bosaltirken lamelin hareket etmesini ve dokularin etrafa dagilmasim
engellemek, dokularin bu baski ile tiibiin tabanina daha iyi yapigsmasim ve hiicre {iremesinin
daha ¢abuk baglamasini saglamak igin yapildi.

5- Doku 6rnekleri 37 °C°de inkiibasyona birakildi ve 7 giin sonra hiicre iiremesi kontrol edildi.

Geri kalan kiyilmig dokular iki ayn nunc tiibe yerlestirildi ve transport besiyeri iginde

37°C’de overnight inkiibasyondan sonra kollajenaz kiiltiir i¢in kullanildi.



29

Kollajenaz Kiiltiiri:
1- Ertesi giin kiyilmig dokularin bulundugu tiipler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

2- Supernatant atildiktan sonra 4 ml tripsin/versen eklenerek enzim ¢aligmasina hazirlik

yapildi
3-Tiipler 37°C*de bir saat inkiibe edildi ve bu siirede her 15 dakikada bir galkalandi. 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij den sonra siipernatant atildi.

1 ml CCM ve 1 ml kollajenaz %3 CCM eklenerek pellet eritildi.
5- Tiipler 37°C’de 2-3 saat inkiibe edildi. Her 30 dakikada bir ¢alkalanarak tek hiicreli
sispansiyon haline getirilmeye ¢aligildi. Bunun igin hiicre siispansiyonu zaman zaman
inverted mikroskopla incelenerek iglemin tamamlanma zamam kontrol edildi.
6- Tipler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiijden sonra siipernatant atildi.
7- Pellet 1.5 ml tiip besiyeri igerisinde eritilerek 37°C’de inkiibasyona birakildi, 3-4 giin sonra
hticrelerin tiremesi kontrol edildi.

Besleme ve Sublkiiltiir:

Hiicre tiremesi olmas: igin diizenli bir besleme ve gerektiginde subkiiltiir yapildi.
Besleme: Mono-layer duruma gelen hiicrelerin beslenmesi igin eski besiyerini ortamdan
dokme yoluyla uzaklastirilmasy, 1.5 ml taze ve 37°C’ye sitilmg tiip besiyerinin verilmesi
seklinde yapildi. Ayrica, kiiltirler harvest yapilacaginda kolsemid eklemeden hemen énce
veya bir gece 6nce 1sitilmig taze besiyeri ile beslenmelidir.

Subkiiltiir:

1- Filtre edilmis steril tripsin/versen ve 37°C’ye 1sitilmus taze besiyeri kullanildi, daha 6nce
eski besiyeri dokme yoluyla ortamdan uzaklastirild:

2- Iki damla steril tripsin/versen tiipte kalan eski besiyerinin temizlenmesi igin eklenerek,
calkalayip disart atildi. Tupe altt damla tripsin/versen eklenerek hiicrelerin tiipten ayrilmasi
saglandi.

3- Bir pastdr pipeti bu ig i¢in kullanilarak lamel ve tiip tabam1 orasina tripsin/versen’in girmesi
saglandu.

4- Tiipler 37°C’de bir inkiibatore yatay olarak birakilarak birka¢ dakikada bir hiicrelerin
hareketi kontrol edildi. Bunun i¢in inverted mikroskop kullanildi.

5- Yaklagik 1.5 ml taze besiyeri eklendi ve tiip birka¢ defa kendi etrafinda dondiiriilerek hiicre
stispansiyonunun homojen olmasi saglandi.

6- Tiipler 37°C inkiibatore yerlestirildi.
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7- Birkag giin sonra tiipler beslendi ve bir sonraki giin harvest yapilip yapilamiyacagina karar
vermek i¢in mikroskopta gozlendi.
1-Subkaltiirdeki 1-4. Basamaklar tekrarlandiktan sonra yeterli miktarda taze besiyeri steril bir
siringa ile alinip tubiin igi birkag defa yikamir. Iginde hiicrelerin bulundugu besiyeri yeni
tiplere 1.5 ml olacak sekilde aktarilir.
2- Yeni tiipler uygun sekilde igaretlenir(1-1a ve 1-1b gibi).
3- Tiipler inkiibatére yerlestirilmeden 6nce hafifce galkalanir.
Ertesi giin tiipler beslendikten sonra, birgiin sonra ne yapilacagina karar vermek igin
kontrol edilir. Ya tekrar pasaj yapilacaktir yada harvest’a alinacaktir.
Harvest:

Analizde kullanilacak yeterli metafaz elde etmek igin hiicreler aktif olarak boliinme
déneminde olmalidirlar. Optimum harvest zamam subkiiltiir sonrasi 24-48 saatler arasidir.
Bunu saglamak igin iki harvest metodu kullanilir.

A-Non-senkronize metod
B-Senkronize metod
A-Non-senkronize metod:

1- Herbir tiipe 0.15 ml kolsemid soliisyonu (10ug/ml) eklenir ve 37°C’de 2 saat inkiibe edilir.

2- Besiyeri bir bagka tiipe dokilerek muhafaza edilir. Hiicrelerin 2 damla tripsin/versenle
yikanmasindan sonra 2 damla tripsin/versen eklenir.

3- Kiiltiirler 37°C’de 5 dakika inkiibasyona alinarak hiicrelerin yapistiklan tiip tabamindan
kaldinlmalar1 saglanir. Muhafaza edilmis eski besiyeri tiilbe geri dokiilerek tripsin
aktivitesinin durdurulmasi saglanir.

4- Hiucreler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant atilir. Hipotonikle
muameleden 6nce hiicrelerin stispanse edilebilmesi igin ¢ok az siipernatant brrakilir.
5-37°C’ye 1sitilmig KCI ¢ozeltisi once yavasca sonra daha hizli olmak iizere eklenir ve bu
sekilde 2 ml’ye kadar artirlir,

B-Senkronize Metod:

1- Harvest yapmak igin kolsemid (10ug/ml) (Gibco-BRL, 15212-012) ve BrdU(300ug/ml)
(Sigma, B-5002) kiiltiirlere eklendi. Herbir tiipe 2 ml besiyeri i¢in 25 ul BrdU ve 25 pl
kolsemid kullnildi. Bir flask i¢inse 5 ml besiyerine 62.5 ul BrdU ve 75 ul kolsemid eklendi.

2- Kiiltirler 37°C’de overnight(16 saat) inkiibe edildi.
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3- Ertesi giin besiyeri dokiilerek uzaklagtirlidi ve flask 1 ml tripsin/versenle yikand:. Iki damla
tripsin/versen eklenerek hiicreler yerlerinden kaldirilincaya kadar inkiibe edildi.
4- Tapler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiijden sonra siipernatant dikkatlice pipetle alinarak
atild1. Hiicre siispansiyonu, yeni kangtirilmig(1:1 oraninda 0.075 M KCI:%0.8 Sodyum sitrat)
ve 37°C’ye 1sitilmig 4-5 ml hipotonik iginde ¢oziildii.
Tiipler 37°C°de 20 dakika inkiibasyondan sonra 1 ml taze fiksatif eklenerek karigtirildi
Fiksasyon: Her iki harvest metodu igin de aymi fiksasyon metodu kullamld:.
1- Tupler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi ve hicrelerin
siispansiyonu igin g¢ok az bir miktan birakildi. Taze fiksatif, 6énceleri damla damla sonra hizl
sekilde son hacim 2 ml olacak sekilde eklendi.
2- Aym sekilde bir daha fiksasyon yapildiktan sonra hiicre siispansiyonu preparat yapimina
kadar en az 30 dakika —20°C’de muhafaza edildi.

Preparat Yapimi:

1- Hucre siispansiyonu 1000 rpm’de 8 dakika santrifiijden sonra siipernatant atildi ve
hazirlanmug fiksatif hiicrelere eklendi.

2- Hiucre siispansiyonu 1slak, soguk ve yagdan arindirilmig lam iizerine damlatilir ve 1-2
damla fiksatif damlatma ile kromozomlarin homojen olarak dagilmasi saglanir. Lameller
igaretlenip kurumaya birakalir.

3- Herbir preparattaki metafaz kromozomlarimn durumu mikroskopla kontrol edilir.

4- G-bantlama i¢in preparatlar 80°C’lik firnda 2 saat yasglandirilir.

G-Bantlama:

1- Preparatlar sicak bantlama tripsini ile dokme yéntemi kullanilarak muamele edilir. Burada
tripsinin 1s1s1 ve miktan tripsin muamele siiresi ¢ok onemlidir. Genellikle 15-20 saniye olarak
kullaniidi.

2- Tripsin, soransan buffer’le yikandi ve preparatlar 90 saniye siire ile boyandi(1:3,
Leishman: Gurr buffer).

3- Boyanmug preparatlar akarsu ile yikandi ve kurumaya birakildi.

Kromozom Analizi:

Preparatlar 1000 biiyitme ile immersiyon yag: kullanilarak analiz edildi. Vaka’larin
herbir bolgesinden miimkiin oldugunca 100 hiicre incelenerek analiz edildi.
FISH ICIN MATERYALLER:
Hasta Materyalleri:
Interfaz-FISH preparatlan i¢in 4 farkli hasta materyali kullamlds; plasental doku, Amniyon,
Koryon ve CVS Plasental doku, amniyon ve koryonlar doku kiiltiiri igin kullamlan 20
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plasentadan elde edildi. Trizomi-18 ve trizomi-21 vakalarimin aragtirnimasinda dual-colour
interfaz ~FISH yontemiyle 94 CVS kullamldi. IUGR gosteren gebeliklerden elde edilen 34
plasental doku 6rnegi ise dual-colour interfaz-FISH teknigi kullamilarak trizomi-7, trizomi-16,
trizomi-18 ve trizomi-21 arastirilmasi igin toplanda.

Genel Materyaller:

Tim soliisyonlarin hazirlanmasinda deiyonize su kullanildi ve eger gerekliyse
121°C’de 20 dakika otoklav edildi. Tiim pipet uglari, plastik ve cam egyalar kullanmadan 6nce
otoklav kullanilarak sterilize edildi. 50 ml’lik plastik tiipler (Sarstedt) ve 1.5 ml “lik eppendorf
tiipler deneylerde kullanilmadan once sterilize edildiler. Lam’lar kullanilmadan énce, bir gece
Decon’da bekletilerek temizlendi, en az bir saat akarsuda tutularak yikandi ve %70’lik
etanolde muhafaza edildi. Lamlar kullanilmadan 6nce etanoliin uzaklastirilmas: igin akarsuda
bekletildi. Lameller %70 etanolde muhafaza edildi ve kullanimdan hemen 6énce Kimwipes
kagidiyla kurulanarak temizlendi.

BESIYERLERI:
1)AHC besiyeri(Yeast kiiltiirii igin)

Asagidaki kimyasallar 450 ml deiyonize suda eritildi.
Adenine hemisulfate(CsHsNs)(Sigma, A9126) 10 mg.
Acid hydrolysed casein(Gibco-BRL, 80007-565) 5 mg.
Ammonium sulphate(NH4)2SO4 (Sigma, A2939) 2,5 mg.
Yeast nitrojen base W/O (Difco, 0392-15-9) 3,35 mg.

Konsantre HCI kullamlarak pH;5.8’e ayarlandi ve hacim deiyonize su ile 475 ml’ye
getirildi. Soliisyon otoklavlanarak sterilize edildikten sonra 25 ml steril %40 W/V D-glukoz
steril sartlar altinda bu besiyerine eklendi ve kullamlincaya kadar 4°C’de muhafaza edildi.

2) Luira-bertoni(LB) besiyeri:

Asagidaki kimyasallar 450 ml deiyonize suda eritildi.
Bacto-yeast extract (Difco, 0127-17-9) 2,5 gr.
Bacto-tryptone (Difco, 123-17-3) 5.0 gr.

Sodium chloride (NaCI) 5.0 gr.

Konsantre NaOH kullamlarak pH;7.0’ye ayarlandiktan sonra hacim deiyonize su ile
500 ml’ye tamamland:. Soliisyon otoklavlandiktan sonra sogudugunda son konsantrasyonu 25
ug/ml olan uygun bir antibiyotik steril sartlar altinda eklendi ve besiyeri kullanilincaya kadar
+4°C’de muhafaza edildi.

3) Iscove’s besiyeri(Lenfosit kiiltiirii igin)
Asagidakiler steril sartlar altinda 100 ml Iscove besiyerine eklendi.
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Phytohaemagglutinin(Sigma, L8629) 2ml
Heparin (5000 Gnits/ml)(Sigma, HO880) 1 ml
L-Glutamin (100X)(CsH;oN203)(Sigma, G7029) 1 ml
Penicillin/streptomycin 1 ml

Bu besiyeri iyice kargtirldiktan sonra kullamhincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

SOLUSYONLAR:
20xSSC(1 litre)
NaCl 175.2 gr.
Tri-Sodyum-sitrat (NazCsHsO7.2H,0) 88,2 gr.
700 ml distile suda eritilip bir litreye tamalandi. Otoklavla sterilize edilip oda sicakliginda
muhafaza edildi.
4xSSC, Tween-20:

200 ml 20xSSC distile su ile bir litreye tamamlandi. 250 ul Tween-20 eklenip iyice
kangtirilip oda sicakliinda muhafaza edildi.

%1 Ethidium Bromide:

Ethidium Bromide(C,;HzoN3Br)(Sigma, E8751) 1gr.

Distile su 100 ml’de kangtirilarak eritildi.
Aliminyum folyo ile sarilarak igiktan korundu. Daha sonra kullanilmak {izere oda isisinda
veya +4°C’de muhafaza edildi.

Sorbitol solisyonu(1M): 91 gr. sorbitol(CsH;406)(Sigma, S1876) distile suda ¢oziliip 500

ml’ye tamamlandi.

Sodyum sitrat(IM): 29,4 gr. tri-sodyum sitrat (Na;CsHsO7.2H,0)(AnalaR) 90 ml distile

suda ¢ozulip pH;5.8’e ayarlandiktan sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

6- EDTA: 3.2 gr. EDTA(Ethylenediaminetetraacetic acid, EDS, CioH;sN2Os)(Sigma) 90 ml
distile suda eritilip pH;8.0’a ayarlandiktan sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

SCE Soliisyonu:

Sorbitol(1M) 400 ml
Na-sitrat(1M, pH;5.8) 50 ml
EDTA (0.1M, pH;8.0) 50 ml

Iyice kanstirilip otoklavla sterilize edildikten sonra kullanidincaya kadar +4°C’de
muhafaza edildi. Kullanmadan hemen once son konsantrasyonu 30 mM B-merkaptoetanol
eklendi.

DLS lizis buffer: Asagidakiler 90 ml deiyonize suda eritildi.
Dodecyl lithium sulfate(Ci2Hz504Sli)(sigma 1 gr.
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NaCI 0.29 gr.

Soliisyon pH;7,8 olan 10 ml 0.1 M Tris-HCI ile karistirilip kullamlincaya kadar oda
1s1sinda muhafaza edildi.
9-5M Potasyum asetat: 4.9 gr. Potasyum asetat(KC,H;0,)(Sigma, p5708) 10 ml deiyonize
suda ¢oziilup, filtre edildikten sonra oda sicakhginda muhafaza edildi.
10-T.B.E buffer:

EDTA 9.3 gr.
Borik asit 55.0 gr.
Tris base 108.0 gr.

Yukaridaki kimyasallar 800 ml distile suda eritilip pH;8.1-8.2’ye ayarlandi.(s1v1 borik asit

veya NaOH ile).Distile su ile 1 litreye tamamlanip oda 1s1sinda muhafaza edildi.
11- T.E. buffer: 10 mm Tris-HCI, 1mM ED TA (pH;8.6) ile karistirtlip filtre edildikten sonra
oda 1s1sinda muhafaza edildi.
12- Agaroz jel(%1.3): 0.65 gr agaroz tozu (Gibco-BRL, 15510-027) 50 ml T.B.E. buffer
igerisinde ¢oziilip iyice kargtirilip ve 3 dakika mikrodalga finnda kaynatildi. Soliisyon
60°Cye soguyunca 2 pl ethidyum bromid(10 mg/ml) eklendi. Jel hemen elektroforez cihazina
dokildii.
13- Loading mix:

Bromophenol blue (C;sH;0Br40sS) (Sigma, B0126) 0.25 mg.

Ficoll (Tip 400)(Sigma, F2637) 25.0 mg.
100 ml distile suda eritilip, aliiminyum folyo ile sarilir ve oda 1s1sinda muhafaza edildi.
14~ Salmon sperm DNA(20 mg/ml): 200 mg Salmon sperm DNA’st 10 ml deiyonize suda
eritilip 70°C’deki su banyosuna kondu. Soliisyon ucuna igne takilmis 10 ml’lik bir siringadan
defalarca gegirilerek geffeflagtirildi. Tiip buz igine yerlestirilerek herbiri 4 dakika siiresince 3
defa 4 voltluk elektrik akim verildi. DNA’nin fragment uzunlugu jel elektroforezi(%8 agaroz
jel) ile kontrol edildi ve +4°C’de muhafaza edildi.

Ticari insan plasenta DNA’s1 (10 mg/ml) (Sigma) da kompetitér DNA olarak salmon
sperm DNA yerine kullanilabilir.
15- Hibridizasyon buffer: 1 gr. Dekstran siilfat (Sigma, D7037) 2 ml deiyonize suda eritilip
asagidakile eklendi.

Formamide (%699, Fluka 46670)(CH3;NO) 5 ml

20xSSC 1 ml

Salmon sperm DNA (20 mg/ml) S0ul



35

Soliisyon iyice kanstilip tamamen erimesi igin birka¢ saat 70°C°de bekletildi.
Konsantre HCI ile pH;7.0 olacak sekilde ayarlandiktan sonra distile su ile 10 ml’ye getirildi.
Soliisyon 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilip kullamlincaya kadar —20°C’de muhafaza
edildi.

16- Denatiirasyon buffer (%70 formamide): 15 ml 2xSSC, 35 ml formamide (%99) kanstiriiip
+4°C2de kullamlincaya kadar karanlikta muhafaza edildi.

17- Yikama soliisyonu (%350 formamide): 25 ml 2xSSC ve 25 ml formamide(%99) iyice
karistirilip kullamhincaya kadar +4°C’de karanhkta muhafaza edildi.

18- Wash-A soliisyonu(yikama soliisyonu):

Yagsiz siittozu 25 gr.
20xSSC 100 ml
Tween-20 250 ul

Yukarnidakiler 300 ml distile suda iyice eritilip 500 ml’ye tamamlandi. Soliisyon diigik

1sida , tamamen eriyinceye kadar kangtirildi. 50 ml’lik tiplere doékiilerek 1500 rpm’de 15
dakika santriftyj edildi. Soliisyon her deney i¢in taze olarak hazirlanmalidir.
19- Rnaz (Dnase free)(100pug/ml): 20 ml 2xSSC ve 80 ul konsantre stok RNaz(25 mg/ml)
kanigtirildi. Herhangi bir DNA kontaminasyonundan korumak igin 10 dakika hot plate
kullamlarak kaynatildi. Soliisyon 1.5 ml” lik eppendorf tiiplere konularak kullanilincaya kadar
~20°C’de muhafaza edildi.
20-DAPI(Caligma soliisyonu; 40 pg /ml): 40 ul DAPI(1 mg/ml) 960 ul distile suda diliie
edilip, iyice karigtirldi. Karanlik ortamda +4°C’de muhafaza edildi.
21- PI(Calisma soliisyonu; 20 pg/mi): 2 ul PI (10 mg/ml) 998 ul distile suda diliie edilip
karigtirild: ve +4°C’de muhafaza edildi.
22- Antifade besiyeri: Antifade besiyeri olarak, citiflour, DAPI ve PI ile karstirilarak
kullamldi(0.4 pul DAPI, 0.2 ul PI ve 9.4 pl antiflour karigtirildi).
23- Circleprep kit (BI 0101, cat.no;CP-100)
24- Nick translasyon kit(Gibco-BRL, cat.no;8160 SB)
25- Digoxigenin (ANTP) labelling mixture (Boehringer Mannheium, cat. no;1277065)
26- Deteksiyon Soliisyonlart:

Fluorescein isothiocyanate(FITC) avidin( Vector Lab., A-2011)

Rhodamine avidin(Vector Lab, A-2012)

Biotinylated goat antiavidin (Vector Lab, BA-0300)

Sheep antidigoxigenin fluoresceinated FAB fragments (Boehringer, 1207741)
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Sheep antidigoxigenin rhodamine FAB fragments (Boehringer, 1207750)
Fluorescein anti sheep isothiocynate IgG (H+L) (Boehriger, F; —6000)
FITC conjugated monoclonal anti digoxin (Sigma, F-3523)
FITC conjugated antimouse IgG (Sigma, F-3008)

FISH TEKNIKLERI:

Giivenlik Onlemleri:

Bu ¢aligmada plasenta, CVS, amniyon, periferik kan ve amniyon sivisindan elde
edilen hiicreler ¢aligildi. Ayrica prob DNA izolasyonu igin plazmid, faj, bakteri ve maya gibi
bazi mikrobiyolojik hiicreler de kullanildi. Tiim bu hiicreler enfeksiyon etkeni olabilecegi i¢in
insan saglifi agisindan tehlikeli olabilir. Aynica kullanilan besiyerlerinde  rahatlikla
ureyebilen pekgok mikrobiyolojik organizma letalite ve mutajenite bakimindan kiiltiire alinan
hiicreler igin oldiiriicti yada baz1 zaral toksinleri tireterek zararl olabilirler.

Bu yiizden DNA izolasyonu igin kullanilan maya ve bakteri hiicreleriyle ¢aligilirken
bu iy icin o©zel olarak diizenlenmis steril laboratuvarlar kullamldi. Host hiicreleri bu
laboratuvarda c¢aligildiktan sonra izole edilen DNA’lar diger caligmalar igin In-Situ
laboratuvara aktarildi. Universal tilp, kiiltiir flaski, pipet ve petri kabi gibi materyaller
kullandmadan o6nce otoklavlanabilir disposibl torbalara konulup steril edildi. Tim insan
hiicreleri, biyolojik giivenlik kabinleri kullanilarak kiiltir ve harvest islemleri yapildi.
Deneyler siiresince laboratuvar o6nliigii ve deney eldiveni kullamldi. Gerektiginde,
kontaminasyon riskini en aza indirmek igin gozlik ve maskeler kullamildi. In-Situ
¢alismalarinda kullanilan toksik, karsinojenik, allerjenik ve teratojenik kimyasallar igin
mutlaka fume hood kullamldi(Laboratory COSSHH manual, 1995).

PERPARATLARIN HAZIRLLANMASI

Kilture edilmis ve edilmemis lenfositler, plasental doku hiicreleri, amniyotik doku
hiicreleri , koryonik doku hiicreleri ve CVS hiicreleri temizlenmis lamlar tizerine fix edildiler.
Preparatlar etanol serisinden gegirildikten sonra in-situ hibridizasyonda kullanilincaya kadar —
20°C’de muhafaza edildi.

Periferik kan Eiiltiirii, harvest ve preparat yapimi:

Insan periferik kan hiicreleri, metafaz kromozomlarinda prob DNA’nin hibridizasyon
giictiniin kontroli igin kullanildi. Bunun igin periferal kan steril sartlarda kiiltiire alindi. Bir ml
heparinize kan kiiltir tipai igindeki 9 ml Iscove besiyerine eklendi ve 37°C’de 48 saat
inkiibasyona alindi. 0.1 ml timidin soliisyonu(30mg/ml) ilave edilip 18 saat inkiibasyona
devam edildi. 0.1 ml 2-deoksitidin(1M) eklenip 4 saat ayn sartlarda inkiibe edildi.

Lenfosit kiiltiiriiniin Harvest ’i:
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Matafaz kromozomlarinin elde edilmesi i¢in ortama 0.1 ml kolsemid(10ul/ml) eklendi,
kangtinldi ve bir saat kadar inkiibasyona devam edildi. Tiipler 1000rpm’de 10 dakika
santrifiijden sonra siipernatant geride 1 ml kalacak sekilde atildi. Dipteki pellet 37 °C’ye
1sitilmig 10 ml hipotonik (0.075 M KCI) ile eritildi. 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Tupler
1000 rpm’de 10 dakika santrifiijden sonra siipernatant atilarak pellet 10 ml fiksatifle muamele
edildi. 1lk 1 ml damla damla eklenerek kanstinldi. Bu basamak toplam 3 kere tekrarlandi.
Pellet 5 ml taze fiksatif iginde +4°C’de en az 30 dakika bekletildi. 1000 rpm’de 10 dakika
santrifiijden sonra stipernatant uzaklagtirnild: ve pellet taze hazirlanmig 15-20 damla fiksatifle
eritildi. Herbir temizlenmis ve 1slak lam tizerine 30-40 cm yilksekten 2-3 damla olacak sekilde
damlatildi. Preparatiar oda 1sisinda kurutulduktan sonra kullamlincaya kadar +4°C’de
muhafaza edildi.

Kiiltiire alinmamzs lenfositlerden preparat yapumi:

Bir ml kan iizerine 37°C’deki hipotonikten 10 ml ilave edilip 37°C’de 10 dakika
inktbe edildi. Hiicreler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiijle elde edildikten sonra taze fiksatifle
ilk 1 ml’si ¢ok aralikli damlalar olarak ve tiip gok hizli karigtirilarak eritildi. Daha sonra yine
damla halinde 9 ml’ye tamamlanan fiksatif icindeki hiicreler 1000 rpm’de 10 dakika

santrifiijden sonra pellet toplam ii¢ kere aym sekilde fiksatifle yikandi. Tamamen temiz
duruma gelen hiicre siispansiyonu 15-20 damla taze fiksatif iginde temizlenmig ve 1slak lamlar
lizerine herbirine 2-3 damla olacak sekilde damlatildi. Preparatlar kuruduktan sonra etanol
serisinden gegirilerek havada kurutuldu ve oda 1sisinda yaglanmaya birakildi. Ertesi giin —
20°C’ye alinarak uzun siire muhafaza edildi.

Solid doku orneklerinin preparasyonu(kiiltiire alinmamig plasenta, amniyon, koryon ve CVS):

Klasik sitogenetik yontemlerle tam konulan aneuploidilerin interfaz-FISH ile teyid
edilmesi igin kiiltiire alinmamig plasental dokulardan elde edilen hicreler kullanildi.
Preparatlarin hazirlanmasindan sonra mikroskopta kontrol edildi. Yeterli hiicre bulunan,
stoplazmik artiklarin olmadigi, hiicre morfolojisi bozulmamig sahalar isaretlenerek FISH igin
kullamidi.

METOD 1: Plasenta , amniyon, koryon ve CVS dokularinin kollajenaz
muamelesinden sonra, hiicreler 6nceden 37°Cye 1sitilmis PBS ile 3 kere yikandi. Tapler 1000
rpm’de 5 dakika santrifiijden sonra pellet 6n 1sitma ile 37°C’deki 0.0375 M KCI ile eritildi.
Santriftijden sonra 1.5 ml taze fiksatif kullamlarak fiks edildi. 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiijden sonra siipernatant atildi. Hiicreler yeniden fiks edilip santrifiij edildi ve fiksatif
iginde —20°C’de en az 30 dakika bekletildi. Santrifijden sonra siipernatant atilarak 10-15
damla taze fiksatif eklendi. Temizlenmis ve islak lamlar iizerine 3-4 damla damlatilarak
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havada kurutuldu. Preparatlar etanol serisiden gegirilerek kullamlincaya kadar -20°C’de
muhafaza edildi.

METOD 2: Koryonik villi nunc tiipe alinarak besiyeri uzaklagtirildi. On 1sitma ile
37°C’ye getirilmis 3 ml %1°lik tri-sodyum sitrat eklenerek 10 dakika muamele edildi. Tri-
sodyum sitrat uzaklagtirilarak hiicreler taze fiksatifle fiks edildi. Tip —20°C’de 30 dakika
birakildiktan sonra santrifiijle fiksatif uzaklastirild: ve tiip ters gevrilip 5 dakika birakilarak
hiicreler kurutuldu. Tiipe 10-15 damla %60°lik asetik asit eklenerek preparat yapildi.

METOD 3: Bu protokol kollajenaz prosediriiniin ortadan kaldinlmasiyla taze
dokulardan interfaz-FISH yapilabilmesi i¢in ilk defa bu ¢aligmada kullamilmistir.

Kiigiik bir parga taze doku kesilip alinarak temiz bir lam tizerine birka¢ defa degdirme
yontemiyle hiicreler preparasyona alindi. Lam hemen —20°Cdeki saf metanol igine aktarilarak
20 dakika bekletildikten sonra 20 dakika igin taze hazirlanmig fiksatife alindi. Preparat etanol
serisinden gegirilerek havada kurutuldu. Ertesi giin —20°C’de muhafazaya alind1.

PROBLAR

Bu ¢aligmada kullanilan prob’lar degisik kaynaklardan saglandi.
1-Prob L1.84 bir insan fragmentidir ve PAT153 plazmid’inden klonlanmistir. Bu prob
kromozom 18’in sentromer bolgesine hibridize olur.684 bp uzunlugunda olup her haploid
genomda tahminen 2000 kadar kopya sayisina sahip insan alphoid DNA tekranyla kendini
ortaya koyar(Devilee et al, 1986 a,b)

2- YAC klon 831B9 Dr. Denis’le Paslier tarafindan saglanmigtir. Kromozom 21°in uzun
koluna (21g22) hibridize olur.
3- Prob pG-Al6 bir insan DNA fragmentidir ve plazmid pSP64’de klonlanmistir.
Kromozomlar 5 ve 9’un sentromerik bolgelerine hibridize olur. 1950 bp uzunlugunda olup
insan alphoid DNA tekraninin bir avantajmi sunar (Hulsebos et al, 1988) ve ATCC’den
saglanmgtir.
4- Ticari problar:
Sentromerik-X: Biotin labelled a-satellite (DXZ1)(Oncor, P5060-B5)
Sentromerik-7: Digoxigenin labelled a-satellite (D7Z1)(Oncor, P5011-DG)
Sentromerik-15: Biotin labelled a-satellite (D15Z1)(Oncor, P5034-B.5)
Sentromerik-16: Biotin Labelled a-satellite (D16Z2)(Oncor, P5035-B.5)
Senromerik-20 Biotin Labelled a-satellite (D20Z1)(Oncor, P5050-B.5)
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Prob L1.84 standart kiiltiir besiyerinde iiretilerek amplifiye edildi ve DNA izole
edilerek kullanildi. YAC igeren maya hiicreleri segici bir besiyeri olan AHC’de iretildi, DNA
izole edilerek Alu-PCR ile amplifiye edildi ve prob-DNA elde edildi.

PROB HAZIRLANMASI:

Prob DNA izolasyonu igin rekombinant vektér igeren tiim host hiicreler uygun bir
besiyerinde kiiltiire alindi ve izole edilen DNA eger gerekliyse PCR ile amplifiye edildi. Ik
olarak, L.1.84 ve pG-A16 igeren bakteriyel hiicreler, L-broth ve 25-50 pig/ml ampisilin igeren
agar petrilerinde kiiltire alindilar. Bir koloni alinarak 100 ml L-broth besiyerinde 37°C ve
overnight olarak sallayici inkiibatorde tiretildiler.

YAC831B9’un izolasyonu igin maya hiicreleri 20 ml AHC besiyerinde 30°C’de
sallayici inkiibator kullamlarak tamamen doyuncaya kadar kiiltiire edildiler, bu siire genellikle
3 giindiir. Amplifiye edilen bakteriyel ve maya hiicreleri daha sonra DNA izolasyonu igin
kullamld.

~ PLAZMID DNA iZOLASYONU:

Plazmid DNA izolasyonu igin satic1 firmann verdigi protokolde kigiik degisiklikler

yapilarak Circleprep kit kullanilds.
Overnight kiiltiir.50 ml plastik tiipe aktanldi ve 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant atilarak tiip ters gevrilerek kurumaya birakildi. Pellet 4 ml prelysis buffer ile
eritilerek iyice kangtirildi. 3-4 ml alkaline lysis siispansiyona eklenerek tam olarak lizis olana
kadar kanstirildi. 4 ml neutrolising soliisyon eklendi ve soliisyon tam olarak 2 faz olusuncaya
kadar kanstirildi. Karigim 12.000 rpm’ de 5 dk. santriftyj edildikten sonra siipernatant filtre
kagidindan gegirilerek yeni bir tiipe aktarildi. Bu soliisyon esit hacimde isopropanol ( yaklagik
12ml) kullamilarak iyi bir presipitasyon elde edilinceye kadar karigtirildi. Siispansiyon 12.000
pm’ de 5 dk. santrifiij edildi. Stpernatant atilarak geri kalan sivi bir kagida emdirilme
yoluyla uzaklastiriidi. Pellet 0.5 ml. distile su kullamlip eritilerek bir mikrosantrifiyj tiipine
aktanldi. Tiip lineer hiicresel DNA” min denatiirasyonu i¢in 3-5 dk. hot plate kullamlarak
kaynamaya birakildi. Tiipiin kapagt hot plate konmadan 6nce evaporosyonun onlenmesi igin
delikli bir parafilmle kapatildi. Tiip hemen sogutulmak i¢in en az 1 dk. buz i¢ine alindi. Daha
sonra, tek iplik DNA ve ribozomal DNA’ nin presipitasyonu igin 300 pl. LiCl eklendi.
Siispansiyon iyice karstirildi ve 2dk. santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet 0,5 ml distile
suda eritildi. 300 pl. LiCl eklenerek karistirldi ve 5 dk. oda isisinda birakildi. 75p 1
circleprep glassmilk eklenerek, ara sira sallamak kaydiyla 15 dk. oda 1sisinda inkiibe edildi.
Soliisyon DNA/ glassmilk karigiminin presipitasyonu igin 2 dk. santrifiij edildi ve siipernatant
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yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktanldi ( daha fazla DNA izolasyonu i¢in kullanilabilir ) .
Peliet 1 ml binding buffer ile 2 -3 defa yikandiktan sonra son buffer bir mikropipet ucuyla
uzaklagtirildi. Pellet yikama soliisyonu ile 2 defa yikandiktan sonra vakumlanarak kurutuldu.
Plazmid DNA, 100-300ul. filtre edilmig distile suda pelletin eritilmesi suretiyle glassmilkden
arindirildi. Siispansiyon karistinilarak 60°C sicak su banyosunda 5 dk. inkiibe edildi. Tup
santrifiij edilerek ( 2 dk. ) siipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktaridi. Plasmid DNA
iceren solisyon 30 dk, 37°C subanyosunda inkiibe edildikten sonra kullanilincaya kadar -
20°C’ de muhafaza edildi.

MAYA GENOMIK DNA’ SININ IZOLASYONU :

Bunun igin Sherman ve arkadaglarimin protokoliinde kiigiik degisiklikler yapilarak
izolasyon teknigi kullanildi(145).

YAC igeren amplifiye edilmis maya hiicreleri plastik bir tiipe aktarildi1 ve 10.000 rpm’
de 5 dk. santrifiij edildi. Supegnatant atilarak palet kurutuldu. Pellet iml. SCE soliisyonunda
eritildikten sonra, hiicre siispansiyonu 1,5ml’ lik mikrosantrifiij tiipiine aktanld:i. Hiicreler
10ml. zymolase ( 100 mg / ml ) eklenerek lizis yapildiktan sonra 37°C su banyosunda 1 saat
inkiibe edildi. Kariggtm 12.000 rpm’ de 1 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant atild: ve
pellet 0.5 ml. DLS lysis buffer’ da eritildi. Stispansiyon iyice karigtirildi ve 65°C° de 30 - 60
dk. inkiibe edildi. 200 ml. 5 M potasyum asetat eklenen tiip 60 dk. i¢in buza yerlestirildi.
Suispansiyon 12.000 rpm’ de 5 dk. santrifiijden sonra siipernatant yeni bir mikrosantrifiij
tipline aktarildi. Esit oranda isopropanal eklenerek olusan karisim oda 1sisnda 5 dk. birakildi.
Tiip 12.000 rpm’ de 10 saniye santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi ve pellet havada
kurutuldu. Pellet 300ul. T.E. buffer da eritildikten sonra 15 ul. RNaz - A ( 1 mg/ ml)
eklendi. Stispansiyon 30 pl. 3 M sodyum asetat ve 200 pl. Isoproponol’ la karigtirildi. Tiip,
YAC igeren maya genomik DNA’ sinin presipitasyonu igin hafifce santrifiyj edildi
Siipernatant atilarak pellet vakum ile kurutuldu. Pellet 100 - 300 pl. distile suda eritildi. DNA
solisyonu 37°C su banyosunda 30 dk. inkiibe edildikten sonra kullanilincaya kadar -20°C’ de
muhafaza edildi.

DNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi :

Prob DNA’ nin konsantrasyonu, spektrofotometrede optik dansitenin ( O.D. )
olgiilmesi ile hesaplandi. Ilk olarak spektrofotometre 260 nm’ de distile su ile sifir'a ( 0)
ayarlandi. Sonra 10 pl. purifiye prob DNA ve 90ul. aym distile su karigimu vorteks ile iyice
karigtirild1. Siispansiyon 260 nm.” de 6lgiildii ve DNA konsantrasyonu agagidaki formiile gore
ug / ml cinsinden hesaplandi.
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Dilisyon faktérii X DNA Siispansiyonunun O.D.” si X 50 : pug/ ml.
50:10.D. oldugunda 5S0ug DNA (260 nm’ de ) verir.
Alu - PCR Amplifikasyonu :

PCR protokolii i¢inde YAC klonlar: bulunan insan Inter - Alu sekanslarim amplifiye
etmek i¢in kullamldi. Bunun igin, bir kalip ve Alu sekanslannm 3' ve 5' ucunun
komplementeri olan primerleri olarak YAC igeren maya génomik DNA’ s1 kullanildi. DNA’
nin Amplifikasyonundan sonra ; DNA presipite edildi ve FISH deneylerinde prob olarak
kullanilmak iizere nick translation teknigi ile isaretlendi.

Alu-PCR:

PCR amplifikasyonu Lengauer ve arkadaslarimin ( 1992 ) tammladifi protokolde
yapilan kiigiik degisikler sonucu gergeklestirildi. 100 pg . piiriifiye total genomik maya DNA’
st kalip olarak kullanildi. Distile su, primer’ ler ( 0.25 uM ) ve 4 dNTP’ nin herbirinden
250uM  igeren 50ul PCR buffer’ i kigik bir eppendorf tiipe aktanldi ve U.V. 15181
kullamlarak 10 dk. sterilize edildi. Daha sonra maya genomik DNA’ s1 eklenerek olugan
karigim mineral oil ile kaplandi ve PCR cihazina yerlestirildi ( Hyboid - Omni Gene ) .
Bagslangi¢ denatiirasyonu 96°C’ de 5 dk. olarak yapildi ve Taq polimeraz ( 2.5 birim ) eklendi.
Reaksiyon 30 dongii olarak yapildi. Her bir dongii 96°C 1 dk. annealing 37°C’ de 30 saniye
ve extension 72°C ‘ de 6 dk. seklinde gerceklestirildi. Ek olarak, extension son dongiiniin
sonunda 10 dk. olarak yapildi. PCR triind mineral oil’ den arindirilarak 1.5 ml.” lik yeni bir
eppendorf tipe aktarildi ve jel elektroforezinde kontrol edildi.

JEL ELEKTROFOREZI :

10ul amplifiye DNA’ ya 5 - 6 ul 1 kb. ladder eklenerek 2 ul loading mix ile
kanigtinldi.  Soliisyon %1 - 3 agaroz jelde 1 saat 100 mA’ de yiritildi. DNA’ nin
fraksinasyonundan sonra olugan band’ lar U.V. ( UVP Image store 5000 ) altinda incelendi.
Goruntii bir SONY video grafik printer ( UP - 860 CE ) ile fotograflandi.

Etanol Presipitasyon :

Etanol presipitasyon PCR drinlerinin 1/10 hacim 3 M sodyum asetat, 2 hacim soguk
etanol ve 1 ul glikojen ile kanigtirilmasiyla yapildi. Soliisyon -20°C* de 30 dk.
inkiibasyonundan sonra 12.000 rpm’ de 30 dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Pellet
vakumlanarak, kurutulduktan sonra 12 pl filtre edilmig distile suda ¢oziildii. DNA
konsantrasyonu spektrofotometrede 260 nm. de hesaplandi ve kullanilincaya kadar -20°C’ de
muhafaza edildi.

Nick Translation Yontemi ile Prob Isaretlenmesi :
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Prob’ larin isaretlenmesi igin biotin - 11 - dUTP ve digoxigenin - 11 - dUTP olmak

iizere 2 tip isaretleme protokolii kullanild:.
Biotin Isaretleme :

Problarin biotinle isaretlenmesi, tretici firmanin protokoliinde yapilan kigik
degisikliklerle nick translation teknigi kullanilarak gerceklestirildi. 5 pl A4, 1ug isaretlenecek
DNA ve 0.5 pl biotin - 11- dUTP sirasiyla 1.5 ml’ lik eppendorf tipe konularak hacim filtre
edilmis distile su ile 45 pl’ ye tamamland:. 5 pl solisyon C (enzim) eklenerek iyice
kanstirtldt ve 15 °C* de 90 dk. inkiibe edildi. 5 ul soliisyon D eklenerek reaksiyon
durduruldu. Isaretli DNA’ min presipilasyonu igin 4.6 pu1 3 M sodyum asetat (pH:5.2),1 u
1 glikojen ve 122ul - 20 °C’ deki etanol sirasiyla eklendi. Stispansiyon karistirild: ve kisaca
santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra pellet vakum ile kurutuldu. Pellet 10ul T.E.
bufferda ¢ozildiiginde konsantrasyonu 100 pg/ul  oldu. 37°C su banyosunda 30 dk.
inkiibasyondan sonra, DNA kullanilincaya kadar -20°C’ de muhafaza edildi.

Digoxigenin Isaretleme :

Problarnin Digoxigenin ile isaretlenmesi nick translation kit ve digoxigenin labelling
mix. kullanilmasiyla yapildi. 1ug isaretli DNA elde etmek igin, 1 pg prob DNA ve 2 ul
isaretli ANTP’ ler (digoxigenin labellingmixture) 1.5 ul’ lik eppendorf tiipe konularak filtre
edilmis distile su ile 25 pl’ ye tamamlandi. 5 pl soliisyon C eklenerek karistirildi. Kisaca
santrifij edilerek 15 °C’ de 90 dk. inkiibe edildi. Sonraki basamaklar biotin igaretlemede
anlatildig: gibi tamamlandi.
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FISH TEKNIKLERI:
Aneuploidilerin aragtinnlmasi i¢in kiiltire alinmamig plasental hiicreler, amniyotik
membran ve koryonik villi hiicreleri uni-colour ve dual-colour FISH teknikleri kullanildi.

UNI-COLOUR-FISH:

Deneylerde kiltire alinmamig hicreler(interfaz) kullanilarak sentromerik

bolgelerin analizi i¢in fluorescein avidin veya rhodamin avidin’le muamele edilmig biotin
isaretli problar kullaniidi.
Preparatlarin én hazirligi:

Denetiirasyondan 6énce preparatlar faz-kontrast mikroskopta incelenerek herbirinde
1 veya 2 uygun saha tesbit edilerek 1 saat fikse edildi, kururtuldu ve 10 dk asetonda
bekletilerek temizlendi. Preparatlar kurutuktan sonra etanol serisinden gegirilerek dehidrate
edildi. Periferik kan preparatlan denatiirasyon ve hibridizasyon igin direkt olarak
kullanilabilir. Plasental hiicreler, amniyotik membran ve koryonik villi preparatlari ise her
sahaya 100 pul RNaz eklemek suretiyle on muamele yapildiktan sonra kullaniimay:
gerektirir. Kullanilacak saha bir lamel ile kapatilarak 37°C su banyosunda 30-40 dk inkiibe
edildi. Lameller preparattan uzaklastirildiktan sonra 2xSSC ile yikandiktan sonra etanol
serisinden gegirilerek kurutuldu.
uni-colour FISH igin hibridizasyon karigimlar:

Hibridizasyon karigimlar1 kullamlmadan 6nce uygun konsantrasyonlarda igaretli
prob, hibridizasyon buffer ve eger gerekliyse kompetitor DNA kullamilarak hazirlandi.
Hedef DNA ve prob 831B9’un tekrarlayan sekanslarinin supresyonu i¢in insan plasental
DNA’s1 kullamidi. Problarin konsantrasyonu isaretlemenin etkinligine bagl olarak farkl
sekillerde kullanildi(tablo-3).

Prob DNA(uD).

insan plasental | 5

DNAG@D . | 5 b
Hybridizasyon. . {115 |17 | 117 | 115 105 | 16
Toplamhacm@p | 120 | 120 | 120 | "0 | 120 | 1220 | 120

Tablo-3 : Uni-colour FISH i¢in kullanilan biotin isaretli a-satellit DNA problarinin

hibridizasyon karigim konsantrasyonlar::
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21 numarali kromozoma spesifik YAC831B9 ve 18 numarali kromozoma spesifik
L.184 problarinin Alu-PCR irinleri biotin veya digoxigenin ile isaretlendi ve kroozom 21
ve kromozom 18’in sayisal kromozom mutasyonlaninin analizleri i¢in kullamldi.
Digoxigenin igaretli 831B9 ve L1.84 problar: daha yiiksek konsantrasyonlarda(sirasiyla
150 ng ve 70-100 ng) kullamldi. Toplam hacim hibridizasyon buffer ile 12 wl’ye
tamamlandi.

Denatiirasyon ve hibridizasyon:

Iginde prob DNA, hibridizasyon buffer ve eger kullanildiysa kompetitor DNA
bulunan hibridizasyon karigimi 65-70°C su banyosunda 10 dk. denatiire edildikten sonra
60 dk icin 37°C’deki su banyosunda inkiibasyona alindi. Hedef DNA bulunan preparatlar
%70 formamide/2xSSC bulunan denetiirasyon solisyonunda 3 dk igin 65-70°C’de
denatiire edildi. Bu sirenin sonunda hemen —20°C’deki %70 etanole daldirildi. Prob
karigim denatiire edilmis preparatlardaki isaretli sahalara konularak lamel ile kapatildu.
Preparatlar hibridizasyon i¢in overnight(14-16 saat) 42-43°C su banyosuna alind:.

Yikama ve Deteksiyon:

Hibridizasyon sonrasi yikamalar, spesifik olarak baglanmayan, yada zayif olarak
baglanmig problarin uzaklastirilmas: i¢in yapistirict olarak kullamlan cowgum(lastik
yapistirict) dikkatli bir gekilde uzaklagtinildi ve lamel 2xSSC’de 42°C’de bekletilme
yoluyla disurildi. Preparatlar 2 defa %50 formamide/2xSSC ve iki defa 2xSSC’de
42°C’de 5°er dakika yikandi. Daha sonra preparatlar 37°C’de 30 dk Wash-A soliisyonunda
bloklandi.

Biotin isaretli problarin deteksiyonu fluorescein muameleli avidin ve anti-avidin
sistemleri kullanilarak gergeklestirildi. Ilk basamakta, 100 pg/ml FITC muameleli
avidin(wash-A solisyonunda dilie edildi) kullanilan sahaya konuldu. Parafilm ile
kapatilarak 37°C su banyosunda 15-20 dk inkiibe edildi. Prepatalar 42°C’deki wash-A
soliisyonunda 3x5 dk yikandi. Ikinci basamak olarak, 100 ul 5 pg/ml biotin isaretli anti-
avidin(wash-A’da diliie edildi) aym: sahaya konularak parafilmle kapatild1 ve oda isisinda
15-20 dk inkibe edildi. 42°C’deki wash-A soliisyonunda 2x5 dk yikandiktan sonra
preparatlar Uglincii basamak olarak 100 pl 5 pg/ml FITC muameleli avidin(wash-A’da
diliie) ile oda 1sisinda 15-20 dk inkiibe edildi. Preparatlar 42°C'de iginde 4xSSC/%0.5
Tween-20 bulunan soliisyonda oda 1sisinda yikandiktan sonra etanol serisinden gegirilip

kurutuldu. Biotin isaretli problarin deteksiyonunda rhodamin kullamldiginda, preparatlar
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birinci ve Ugincii basamaklarda FITC-avidin yerine 100 pul 5 pg/ml rhodamin’le inkiibe
edildi.

Digoxigenin igaretli problarin deteksiyonu iki basamak olarak gergeklestirildi. Ik
basamakata, 100 ul 0.6 pg/ml anti-digoxigenin fluorescein Fab fragmentleri(koyundan
elde edilmig)(wash-A’da diliie ), ikinci basamakta ise, 100 pl 2.25 pg/ml fluorescein anti-
sheep IgG kullanildi. Protokoliin geri kalan kismi, biotin igaretli problarin deteksiyonunda
kullanilanin aynistydi.

Dual-Colour FISH:

Bu protokol, kromozom 7 ve 16, ayrica kromozom 18 ve 21 igin spesifik problarin
ikigerli olarak birlikte kullamimasiyla aneuploidilerin taranmasinda uygulandi.
Preparatlarin 6n muameleleri ve denatiirasyonlari uni-colour FISH protokoliinde anlatildig:
gibi yapildi. Hibridizasyon karigimlarimin hazirlanmasi ve deteksiyonu farkliyd.

Dual-colour FISH igin Hibridizasyon Karisima:

Biri biotin-11-dUTP, digeri digoxigenin-11-dUTP ile isaretlenmis iki spesifik
probun aym anda deteksiyonu igin hazirlanmig hibridizasyon kangimlart kullanildi.
Kromozom 7 ve 16’nin deteksiyonunda her saha i¢in 0.3 ng digoxigenin isaretli D7Z1 ve
0.3 ng biotin isaretli D16Z2 problart 12 pl hibridizasyon buffer iginde kangtirildi ve
hibridizasyon karigimi olarak kullamldi. Diger yanda, kromozom 18 ve 21’in
deteksiyonunda herbir saha igin 80 ng(0.8 pl) biotin veya digoxigenin ‘le isaretlenmig
831B9 ile kanstirildi. 5 ug (0.5 pl) insan plasental DNA (kompetitér DNA) eklenerek
toplam hacim 12 pl olacak gekilde hibridizasyon buffer ile karigtirildi(tablo-4)

Prob DNA (ul)

Hybridizasyonbuffer i) | 57~ | 57 | 53 | a0
Toplam hacim (}ﬂ) . . 60 - 60 ) 60

Tablo-4: Dual-colour FISH igin biotin ve digoxigenin igareti DNA problarinin

hibridizasyon karigimu
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Hibridizasyon, Yikama Ve Deteksiyon:

Hibridizasyon igin sartlar ve protokol uni-colour FISH ig¢in anlatildigi gibi
uygulandi. Biotin ve digoxigenin ile isaretlenmis problari i¢eren hibridizasyon karigimi
hemen hibridizasyon 6ncesinde hazirlandi.

Preparatlarin deteksiyonu ve yikanmasinda uni-colour FISH igin uygulanan
protokol gergeklestirildi. Biotin isaretli problar avidinle muamele edilmis rhodaminle
izlenirken, sinyallerin giici biotinle isaretli anti-avidin ve yeniden eklenen avidinle
muamele edilmis rhodaminle artinldi. Buna karsihk, digoxigenin isaretli problarin
izlenmesinde iki sistem kullamildz.

Anti-digoxigenin fluorescein Fab fragmentleri ve fluorescein anti-sheep IgG sistemi
kullanild1. Sonra, deney FITC ile muamele edilmis monoklonal anti-digoxigenin ve FITC
ile muamele edilmis anti-mouse IgG kullanilarak tamamlandi. Dual-colour FISH’de
kullanilan protokoldeki gibi 3 basamakta yapildi. Ik basamakta, 100 ul 5 pg/ml FITC ile
muamele edilmis avidin kangimu kullanildi. Ikinci basamakta 100 pl 5 pg/ml biotinle
isaretli anti-avidin D ve 0.6 pg/ml anti-digoxigenin fluorescein Fab fragmentleri kullaniid.
Son basamakta preparat 100 pl 5 pug/ml FITC ile muamele edilmis avidin ve 2.25 pg/ml
fluorescein anti-sheep IgG kangimiyla inkiibe edildi. Tiim hibiridizasyon karigimlart wash-
A solisyonu ile hazirlandi ve yikama protokolii tamamen uni-colour FISH’de anlatildig:
gibiydi.

Birlikte hibridize edilen problarin deteksiyonunda kullanilan alternatif bir metod
olarak ; ikinci basamakta iginde 5 pg/ml goat anti avidin D ve 5 pg/ml FITC ile muamele
edilmis monokional anti-digoxigenin bulunan 100 ul wash-A soliisyonu kullanildi. Daha
sonra deteksiyon, son basamakta preparatlarin i¢inde rhodamin(Sug/ml) ve FITC ile
muamele edilmis anti-mouse IgG(5 pg/ml) bulunan 100 ul karisgtminda inkiibasyonu
sekiinde devam etti.

Boyama(Counter Staining)

FISH deneylerinde sinyallerin ortaya konulmasi i¢in 3 tip boyama yontemi
kullamldi.

A-1 pl (DAPV/49 pg/ml)(mavi) ve 2 ul PI(20 pg/ml)(kirmizi), 97 ul citiflour iginde
karistirildi ve olusan siispansiyondan herbir sahaya 10-12 pl uygulandi. Sonra saha 22x22
mm lamel ile kapatilarak oje ile yapistirildi. Preparat analiz edilinceye kadar 4°C’de
karanlik ortamda muhafaza edildi. Bu protokolde hiicrelerdeki sinyaller FITC ile yesil

renkte goriilerek incelendi.
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B- 1 ul DAPI (40 pg/ml) 99 pl citiflour iginde karigtirildi ve olusan siispansiyon yukarida
anlatildig1 gibi uygulandi. Bu protokolde sinyaller thodamin ile kirmizt renkte goriilerek
analiz edildi. Bu protokol ayn1 zamanda dual-colour FISH deneylerinde kirmiz1 (rhodamin)
ve yesil (FITC) renklerde sinyal alinarak analizde kullanld:.

C- Bu tip boyamada 4 pl DAPI (1 pg/ml) 50 ul 2xSSC iginde karistirilarak dual-colour
FISH sinyallerinin analizinde kullanildi. Preparat bu soliisyon i¢inde oda isisinda 5 dk
bekletildikten sonra oda isisinda 2xSSC’de 5 dk yikand1 ve havada kurutuldu. Sonraki
basamaklar A’da anlatildif gibi uyguland.

Sinyallerin Gosterilmesi

Metafaz kromozomlar: ve interfaz niikleuslari epifluorescence mikroskop (Zeiss
Axioplan) kullarularak analiz edildi. Bu mikroskop uni - colour FISH igin 6zel olarak
filtrelendirilmigti. Zeiss filtre seti q ise dual - colour FISH deneylerindeki ayn: hiicredeki 2
sinyali ayn1 anda gosterebilecek sekilde dizayn edilmisti.

Dual - colour FISH sonuglari, cooled CCD kamera takilmis Zeiss Axioplan
epifluorescence mikroskopla analiz edildi. Bu kamera Apple Macintosh bilgisayar ve smart
capture software (Digital scientific) ile kontrol ediliyordu. Sinyaller FITC, rhodomine ve
DAPI filtre seti ile gorintiilendi. Goruntiiler , renkli printerde sublimation printing paper (
A4 - 5PW ) kullamlarak alind:.

Sinyallerin Degerlendirilmesi

Hoppman ve arkadaglarimn ilk defa 1989’ da uyguladiklan kriterlere gore, her bir
vakadan 100 niikleus analizi yapilacak sinyaller degerlendirildi(54). Sitoplazma
artiklartyla kapatilan ve ust uste diigerek birbirinin goériintiisiinii engelleyen hiicreler
inceleme digt birakildi. Bir niikleus igindeki sinyallerin goriinti kalitesi asag1 yukar1 ayni
olmaliydi. Birbirinden farkl goriintii veren sinyaller sayim digi birakildi. Sinyaller mutlaka
birbirinden tamamen ayr olmaliydi. Tim proparasyonlarda kiigiik oval sekilli hiicreler
bulundu, fakat bazen bunlar birbirlerine ¢ok yakin durumlarda gruplar olusturmustu. Bu
gruplar mezengimal kékenden kaynaklanmiglardi ve bunlarda sayim dig1 birakildi.

FISH Sonuglarinin Degerlendirilmesi :

Philip ve arkadaglar dizomik ve trizomik vakalarin degerlendirilmesinin kriterlerini
ortaya koydular(121). Buna gore dizomik vakalarin niikleuslarinda %68 - 100 oraninda 2
sinyal, trizomik vakalarin niikleuslarinda %66 - 94 oraninda 3 sinyal alinmaliyd.

Harrison ve arkadaglari nin koyduklar: kritere gore eger bir vakanin niikleuslarinin
% 23” inden daha azt 3 sinyal veriyorsa bu vaka dizomik kabul edilmeliydi(47). Eger
nikleuslarimin %42 veya daha fazlasi 3 sinyal veriyorsa bu vaka trizomik olarak
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degerlendirilmeliydi. % 23 - 42 hiicrede 3 sinyal goriiliirse bu vaka hakkinda karar vermek
zor olarak kabul edilip, intermediyer olarak adlandirildi. Caligmalarinda bir vaka igin elde
ettikleri dizomik ve trizomik sonuglar: istatistiki analize aldilar ve % 23 — 42 arasi olan
sinyal analizini disiik oranli mozaiklik olarak degerlendirdiler. Bu ¢alismada bu kriterler
kullanild: ve FISH sonuglan degerlendirildi.

Istatistik Analizler: FISH deneyleri sonucunda elde edilen degerlerin istatistiki
analizleri X* testi ile yapildi. Plesantal bolgeler oramndaki farkin nemi ve sitogenetik
sonuglarla kargilagtirilan interfaz FISH degerlerinin  prenatal tamda kullanilip
kullanilmayacag1 % 95’ lik giiven sintrlar iginde degerlendirildi. P degeri 0.05” den kiigiik
ise farkin 6nemli oldugu kabul edildi.

SONUCLAR
Hasta Materyalleri -

Bu galigmada basglica ii¢ grup materyal kullanildi.
1- 29 plasantadan elde edilen plasental doku, amniyon zari ve koryon zan kullamlarak
doku  kilturii yoluyla kromozom incelenmesi ve aym dokulardan elde edilen interfaz
hiicrelerinin FISH ¢aligmalann ilk 6 plasentaya ait vakalarda daha énce CVS yada
amniyotik siv1 ¢aligmalariyla prenetal tani ¢aligmalari yapilmisti. Diger 23 plasental doku
IUGR bulgular1 nedeniyle ¢aligmaya alindi.
2- Trizomi - 18 ve 21” in taranmasi igin dual - colour Interfaz - FISH teknigi kullamlarak
94 CVS materyali tarand.
3- Tamimlanamayan TUGR gosteren 34 vakanin plasental dokular1 kullanilarak en sik
ratlanilanlar olarak trizomi - 7, trizomi - 16, trizomi - 18 ve trizomi - 21 dual - colour
Interfaz - FISH teknigiyle tarama galismalan yapildi.

Gortilecegi gibi toplam olarak 57 plesenta, TUGR nedeniyle kromozomal

aneuploidi’ ler i¢in ¢aligmaya alindi.

Plasental Dokularm Sitogenetik Analizleri
Plasental dokular, kromozom analizleri igin standart teknikler kullamlarak
preparatlar hazirlandi. 29 plasentaya ‘ait ¢esitli dokulardan elde edilen kromozomlarin
incelenmesi G - bantlama yapilarak herbir plasental bélgeden 100 metafaz analiz edilmesi
ile gergeklestirildi. Baz1 bolgelere ait kromozom incelemeleri, kiiltiir kontaminasyonu,
tripsinizasyon sonrasi zayif gelisme ve liremenin durmasi, iyi ger¢eklesmeyen harvest ve

bazi teknik nedenlerle her zaman uygun sekilde gerceklesmedi.
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17 vakanin kromozomal agidan normal, 12 vakada ise bazi kromozomal
anormallikler bulundugu gézlendi ( tablo 5 ) . Tim anormalliklerin sayisal oldugu bulundu.
Amniyon ve karyon zarlar ile 6 farkli plasental bolgeye ait incelemelerle bulunan bu
say1sal anormalliklerin 1 yada 2 hiicre hatti ile olustugu ve bu anormalliklerin tiim bu farkli
plasental doku ve bolgelerde oran olarak farkli olabilecegi gozlendi. Bu vakalarin
incelenmesinde, bir vaka mozaik olmak iizere toplam 3 vakammn trizomi - 21 oldugu
bulundu. iki vaka mozaik trizomi - 16, bir vaka mozaik trizomi - 5, bir vaka mozaik
trizomi - 20 gosterirken bir vaka klasik trizomi - 15 olarak goriildii. Monozomi mozaik
olarak da normal ve monozomi - X hiicreleri bir vakada tespit edildi.

Bu ¢alismada anormalliklerin % 25’ ini olusturacak sekilde poliploidilerde gériildi.
Poliplidlerin biri saf triploidi, diger ikisi mozaik tetraploidi olarak izlendi.

Bu caligmada kullamlan 29 plasentanmin analizi sonucunda elde edilen bulgularla

ortaya ¢gtkan 12 anomalili vakaya ait dokularin karyotipleri tablo 5’ de verilmigtir,
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2 XYL | - 100 ] - [ - | -1 -] - = | 100 100
4 OXXX |- | - || - s -] - |- 8 100
5 47,XY,+15 91|18 | 78| - | - - 187 100

7 aexx 89 |71 |83 |8 | 41|32 |35 | 55 | a1 857

ATXX 416 |11 | 13027 | 4 | 8 | 6| 4 | 9 82 143
8 - |46XY = {54 |72 |73 |80 |76 |8 | 62 | 74 | 573 858

42

aexvss |
46XX

Ty
larxy+i6 |67 |49 {49 |47 | 46| a7 |56 |21 | 382 529
14 fasxy |69 |48 |55 (44 [ 63| - [0 |56 | 315 sz

o |azxya20 f31 f27 [so {41 | 37| - |23 a4 | 253 403
b iy | e
8 Jesxx f- |- |mls) sl |- s s
' 20X |- |- |3 17 slwle |- | 8 19
41xx#21 [ 50 [60 | - |6t |70 [65] - |73 | 39 84

Tablo-5 :Klasik sitogenetikle analiz edilen plasental bolgelerde bulunan abnormalitelerin

dagilimy; Sayilar, toplam incelenen hiicreleri gosterir. Kiltiire alinmig plasental dokular, A

- Amniyon  C - Koryon P; - Ps: Plasental Bolgeler.
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Vaka 9, % 2 oraninda maternal cell kontaminasyonu gosterdi. Sadece 8 hiicre
plasental bolge 2 de goriildii ki bu, o bolgede incelenen hiicrelerin % 11’ idir. Diger
plasental bolgelerde, amniyon ve koryon zarinda bu sekilde bir 46, XX karyotipine

rastlantlmadi.

Eaplacs P
et ‘ - -
47XX+16 | 11| 15 | 25| 5| 16| 16| 10 14
8 46Xy | 85 | 82 | 95| 80| 92 | o4 | 76 | 83
L arxyss |15 |18 | s 20 ] 8 | 6 |24 ]| 17
10 asx | 9o |18 | 47| 7| 60| 60 | 34| 20
| 4exx |91 | 82 | 53| 26 31| 31 | 66 | 80
1 | aexY |33 |51 |47 a0 |4 | 47| @D
e arxya20 | 31 [ 36 |48 | a8 | 3| - | 36| m
a7 ) exYy |- p s T b - | |8l s
Jexxyry | - |20 |3 - |- 2|0} n
18 | 46xx | - | - 88 | 76| - | 76| 90 | -
Corxxxx | - |- |12 | 4] - | 24t0]| -
19 sexx | - opb- e | 2 Lo l7] - | &
| enxxsn | 100 |00 | - | 88 | o1 | 93| - | 9

Tablo - 6 : Klasik sitogenetik teknikler kullanilarak elde edilen Amniyon, Koryon

ve plasental bolgelere ait mozaik hiicre hatlarinin yiizde olarak dagihimlart.

Ayni plasentaya ait bolgeler oraminda bazi farkhilikiar bulundu. Her bir vakaya ait
Amniyon, Karyon ve plasental bolgelerin sonuglan arasinda mozaikligin oram agisindan
ortaya ¢ikan farkliliklar tablo - 6° da gosterildi. Omegin, Vaka 10’ un gmniyon ve
plasental bolge sonuglari kiyaslandiginda mozaik hiicre hatlarmn oram bakimindan
farkhiliklar gozlendi ( tablo - 6 ve grafik-1) . Amniyonda 91 hiicre (% 91) 46, XX 9 hiicre
(% 9) 45, X karyotip gosterdi. Plasental bolge - 2” de 26 hiicre (% 26) 46, XX karyotipe
sahipken 74 hiicre (%74 ) 45, X olarak gozlendi. Ayrica Vaka, 19° da amniyon ve karyon
mozaiklik goriilmezken ( klasik trizomi, 47, XX+21 ), tiim plasental bélgeler 46, XX / 47,
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XX+21 seklinde mozaik karyotip gosterdi. Bunun ¢ok az ihtimalle MCC oldugu

distiniilebilir, fakat tiim bolgelerde diigiik oranda da olsa gériilmesi mozaikligi diisiindiiriir.

Vaka 10

Hiicre sayisi (%)

A C P1 P2 P3 P4 P5 P6
Plasental bdlgeler ;

Grafik-1: Amniyon, koryon ve plasental bolgelerden elde edilen sitogenetik

sonuglarin normal ve anormal hiicre hatlart seklinde dagilim.

FISH SONUCLART:
Interfaz lenfosit hiicrelerinde FISH denemeleri:

Biotinle igaretli DXZ1, D15Z1, D16Z2 ve D20Z1 problan ile kiiltiir sonucunda
izole edilip biotinle isaretlenmis PG-A16, 1.1.84 ve 831B9 problarinin herbiri interfaz
lenfosit hiicreleri kullanilarak sinyallerin etkinligi degerlendirildi. Tim ticari problar
kuvvetli ve temiz sinyaller verdi Elde edilen her iki sinyalde yiiksek etkinlikte %91)
bulundu(herbir prob igin sayilan niikleus 500, hibridizasyon ortalamasi min;76, max;97).

Izole edilip biotinle isaretlenen PG-A16 probu (5. ve 19. kromozomlara spesifik)
normla vakalardan yapilan interfaz- lenfosit preparatlarinda 4 tane temiz sinyal
verdi(sayilan niikleus;500, min;72, max;93 ve ortalama %87)

Problarin L1.84’in hibridizasyon etkinligi interfaz-lenfositlerde denendi ve
hibridize olan niikleuslarin %89”unda 2 tane temiz sinyal alindi(sayilan hiicre;500, min;69,

max;96). Prob 831B9 interfaz-lenfositlerde kiigiik fakat keskin sinyal verdi ve hiicrelerde
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gorilen 2 sinyal sayisi olarak etkinligi %88 olarak bulundu(sayilan hiicre;500, min;70,
max;93)

Lenfositlerde kromozomlarm analizi : Herbir prob igin incelenen metafaz sayist
100 olarak alindi. Tiim preparatlar normal lenfositlerden elde edilen kromozomlarda FISH
deneyleri igin kullanildi ve etkinlikleri aragtiriidiginda %93 olarak bulundu. Ticari problar
homolog kromozomlarin sentromer bolgelerinde temiz sinyaller verdi. Prob PG-A16
normal kigilerden elde edilen lenfosit kiilttirti {irinii kromozomlarda 4 tane temiz sinyal
verdi ve hibridizasyon etkinligi %88 oldugu bulundu. L1.84 probu metafaz
kromozomlarinda denendiginde hiicrelerin %86’sinda 2 sinyal orant %88 olarak bulundu.

Plasental Dokularm Interfaz-FISH Analizleri: Daha o6nceden CVS veya
amniyotik sivi analizleri ile kromozomal anomali tesbit edilen 3 plasenta ve TUGR
gosteren 9 vakanin plasentalar olmak iizere toplam 12 plasentadan alinan doku &rnekleri
kromozomal analizlerin ortaya konulmas: i¢in ¢aligmaya alindi. Daha énce doku kiiltiiri
yapilarak sitogenetik tekniklerle tesbit edilen aneuploidiler interfaz-FISH ile dogrulama
¢aligmas: yapildi. Amniyon, koryon ve herbir plasental bolgeden yaplylan ¢aligmalarda
herbir vakadan toplam 800 hiicre(herbir bolgeden 100 hiicre) incelendi. FISH ¢alismalari,
sitogenetik olarak bulunan anomalileri gosterdi fakat sitogenetik olarak ortaya konulan
mozaiklik oranlan interfaz-FISH ile bulunan mozaiklik oranlar: arasinda farklilik goriildi.

Non-Mozaik Vakalarm Sonuglarr:

Dort plasental doku (2. 4. 5 ve 9. Vakalar) daha once sitogenetik olarak bulunan
anomalilerin dogrulanmasi uygun problar kullanilarak interfaz-FISH ile galigildi.

Tablo-7. Plasental dokularin interfaz hiicrelerinden alinan sinyaller n; sayi,

A;amniyon, C;koryon, P-Ps plasental bolgeler, S/N;herbir niikleustan alinan sinyal sayist

o [0 o |4 4|2 2|1 1|4 4|1 1jo o |0 o2 15
103 304 4la sle 6la als sl6 6 |5 5|37 46
2 1010 j14 1| j2 2|9 9fu 1fe 9 [10 10|86 107
3 18383 |76 76|80 80|79 79|82 82 |83 83 | 643 805
& |1t 110 olo olo olo o1 0o 0|2 02
- Topt 100100 momo 100100 | 100 100 : 100 100 1 100 100 | 800100

Tablo-7.1; Vaka 2, probe YAC 831B9



Resim;1, Vaka 2’den elde edilen interfaz plasenta hiicresinde, biotin isaretli YAC

831B9 probunun(21. Kromozoma spesifik) verdigi sinyaller

S/N A C P P
n % {n% |n % |n %
0 0 0f- ~1}0 sl 3 g
il 5 5 =l 4 |6 6
2 9 91- - 18 8 7]
3 gilgp =< | 80" =80 70 70
4 4 7 P & 6 4 4
4> 1 Fiee =12 2—10 0
Topla | 100 100 | - - 100 100 100 100

Tablo-7.2: vaka 9, prob YAC 831B9.

Vaka 2 ve 9 YAC 831B9 probuyla saf

P;

n %
2 2

2 2

5 5

82 82
5 5

4 4

100 100

Py
%
4 4
7 7
7 7
80 80
2 2
0 0

100 100

n

%

Toplam

n %
9 1.8
24 48
46 92
393 78.6
21 42
7 1.4
500 100

trizomi-21 gosterdiler. Kromozom 21 i¢in

alinan 3 sinyal vaka 2 igin %80.5, vaka 9 igin ise 9478.6 olarak bulundu. Vaka 9 igin ilging

olan sonug 2. Plasental bélgede goriilen %17 oranindaki iki sinyale karsilik diger plasental

bolgeler ve amniyonda iki sinyalin goriilmesi ortalama %7.25 gibi daha disuk

olmastydi(min;5, max;9)(tablolar 7.1 ve 7.2).




w
O

SN A -1‘?—_‘ P, P Ps P | P Toplam
n-%-Fn=——% n % n % n- % | n-—% n % n
0 00 00 i e e e i s 2 (9 17
1 7 nelieen laeonialis sendlisei el (e BRI ool e 41 59
2 e e e e e e 60 8.7
3 g6 36 |80 %0 |65834 |77 77 |80 80 |61 814 45752 |66 848 | 56081.2
4 e o el Sae el el 95 is
4> e g e e e D 3 04
Tnp| 100 100 100 100 78 100 100 00 100 100 75 100 60 100 78 100 691 100

Tablo-7.3; vaka 4 prob DXZ1

Resim-2; vaka 4’den kaltur edilerek elde edilmis plasental hiicrede biotin igaretli

DXZ1 probunun sinyalleri. 3 sinyal kromozom X'i gosterir.

Amniyon, koryon ve plasental dokulari DXZ1 probuyla ¢aligilan vaka 4 saf
triploidi gosterdi. 3 sinyalin goriilmesi tim hiicrelerden elde edilen ortalamaya gore %81.2

olarak bulundu(min;75.2, max;86)(tablo-7.3 ve resim-2).
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14 38
24 635
32 88
290 78.6
% 28
1 0.2
369 100

100 100 86 100

Resim -3 vaka 5 ‘in kiiltiire edilerek elde edilmis plasental interfaz hiicrelerinde

biotinle isaretli D15Z1(kromozom 15°¢ spesifik) probun verdigi sinyaller

Vaka 5 DI5Z1 probuyla saf trizomi-15 gosterdi.(Resim-3) Tum plasental

bolgelerden elde edilen 3 sinyalin ortalama degeri %76,8(min;73, max;83,2)(tablo-7.4)
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Mozaik Vakalarm Sonuglari:

Klasik sitogenetik tenkiklerle daha once plasental mozaiklik gosterdigi bulunan 8
vaka anomalileri i¢in PG-Al6, DXZ1, D16Z2, D20Z1 ve YAC 831B9 problart ile
caligilarak teyit edildiler.

IUGR gosteren vakalardan alinan amniyon, koryon ve plasental dokularin FISH
analizi sonucunda 8 vakanin (vakalar 7, 8,10,11,14,17,18 ve 19) diploid hiicre hattimn

yaninda anomalili bir hiicre hattinada sahip oldugu gorilda.

S/N T_\-_L"__T—E_Tr P; > Ps -ETTW
n % |n % n % tn %\n % |n% |n % |\n % |n %
|5 6] 00 T e te LW 47 % 8
1 G sree Goe a7 RIS F 0 6| 56 7.1
2 T 95| 43 506 55 S5k 7 7R [REBLLI5 T3 T 74 | 561 715
3 gesgml 05 329 |37 37 MEmitba 1l A A 10 10.L1S 135|507 162
4 e RoRETEY LB - BF 4| 16501
= o 7 e o 00 g 00T 040 b = e 0
Topl 100 100 ﬂ 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10 100 785 100

Tablo-7,5, vaka 7, probD16Z2

Vaka 7’den elde edilen hicrelerin FISH analizi prob D16Z2 ile yapildi. Hiicrelerin
%16,2’si (min;4, max;37) 3 hibridizasyon sinyali verirken 9%71.5(min;50,6, max;81)

oraninda hiicrede kromozom 16 igin 2 sinyal alindi(tablo-7,5)

4
69 69

17 :17
100 100

2

70 70

22-22
100 100

84 84
9=y
100 100

69 69

17250 17§
100 100

7272

13:.13
100 100

7515

18 18
100 100

800 100

Tablo-7,6, vaka 8, probPG-A16
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Resim-4; vaka 8’den kultiir yapiimadan elde edilmis interfaz hiicrelerinde biotin
isaretli PG-A16 (5. ve 19. Kromozomlara spesifik) probu goriilen sinyaller kromozom 3
i¢in 3 sinyal goriilmektedir.

Vaka 8in in interfaz hiicreleri 5. Ve 19. Kromozomlara spesifik PG-A16 probuyla
analiz edildi ve hiicrelerin %15°de (min;8, max;22) 5 hibridizasyon sinyali alindi.

Hiicrelerin %74 (min;69, max;84)’inde ise 4 sinyal goriildii.(tablo-7,6 ve Resim-4)

S/N A e P, P P; P, Ps P, | Toplam |
e e % % n % fn— % |n %-|n-_%n % |n %

0 gEmmEy ey | aeEalaer e |-sEes el EESEEES s | 29W 5

1 13 13 |26 26 |40 40 |68 68 |65 65 |70 70 |28 28 |23 23 | 333415

2 83 83 |69 69 |54 54 |26 6 |26 26 [2222 |63 63 |67 67 | 410 517

3 o e I s B Iy S (7 sy S S b [ e o I e i

4 0 Ll =00 | - Al S e 08

. o ke ol 0o 0 [0 0 [0 000

Topl 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 800 100

Tablo-7,7 Vaka 10, Prob DXZ1

Vaka 10, proba DXZ1 kullamlarak analiz edildi ve X kromozomu i¢gin mozaiklik
goriildii. Hiicrelerin%41.5 nde bir sinyal ve %51.7°de iki sinyal alindi. MonozomiX’in
amniyon, koryon ve plasental bolgelere gore daha disik oldugu goriildii. Ornegin;
amniyon hiicrelerinin %13’de monozomi_X (bir sinyal) gortlirken %83’nde normal hiicre
hatti (iki sinyal) bulundu. Bunun tersi olarak, plasental bolge 4 %70 oraninda monozomi-X

gosterirken sadece %22 oranminda normal hiicre hattina sahiptir.(tablo-7.7)




SN A & Pr P P; Py Ps Ps Toplam
n % |n % n % w0 n % n % n % n % n %
0 2i =2 18]sney, 2= 4—4. 52— (F ! 4 4 e A g 3
1 505115 5 e 6 67 |9 9 347 6% 4 49 |45 (;.l
2 27 88 | 45 45 38 38 34 83 |44 44 31 493 38 38 47 58.1 | 304 41.8
3 58 1.7 | 43 43 50 50 43 83 [43 43 28 444 50 50 26 32.1 | 341 46.9
4 2:=2 1 Nen Br==3 2 D) 1 1.6 2 2 0 0 F4-—3:
4> 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.1
T(,p] 94 100 100 100 100 100 89 100 100 100 63 100 100 100 81 100 727 100

Tablo-7,8 vaka 11, prob D16Z1

Resim-5; vaka 10’in kiltire alinmamis amniyon hiicrelerinde biotin isaretli

D16Z2(kromozom 16 igin spesifik) ile alinan sinyaller. Kromozom 16 igin 2 ve 3 sinyal

gorilmektedir.

B s e
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Vaka 11 D16Z2 probu kullanilarak analiz edildi ve trizomi-16 mozaikligi bulundu.
Hiicrelerin %41.8°1 iki sinyal, %46,9°u i¢ sinyal gosterdi(Resim-5)

Diploid/trizomik hiicre oranlarina ait kromozom 16 mozaikligi tiim plasental
bolgelerde gok benzer olarak bulundu. Buna karsilik amniyon, plasental bolge 6 arasindaki
farkliligin gok dikkat gekici oldugu tesbit edildi. Amniyonda kromozom 16 igin iki sinyal
(Diploid) %28,8, ¢ sinyal(trizomik) %61,1 olarak goriliirken plasental bolge 6 iki

sinyal(trizomik) %32.1 oranlarinda verdi.(tablo-7.8)

S/N A (& Py P P Py Ps Ps Toplam
n % |\n % n % n n % n Y n % |n % n %
0 g T ] 4 4 3. 3 33 252 44 S0 31 338
1 5- 55 3--3 2 g 2579 3 3 4 4 5.~ 8 420 24 3
2 34 54 "6l 61 146 46 153" 53 =157 57 [ 43 437 | 64 64 |56 56 | 434 542
3 3h=31—|-31-81 44 44 |40 40 |36 36 |47 47 |26 26 |37 37 |292 366
4 b 1 1 3oemin3 - 1 =13 a0 1 el Ry
4> 1 i O 0T 0 SaEaETy | ] 1 1 1 0 0 |4 0.5
T()pl 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 800 100

Tablo7.9, vaka 14, prob D20Z1

Vaka 14°tin prob D20Z1 kullanilarak tim plasental bolgeler, amniyon ve koryon
igin trizomi-20 mozaikligi gosterdigi bulundu. Mozaik hiicrelerin%34.2’sinin diploid(iki
sinyal) %36.5°sinin trizomik(iig sinyal) olarak goriilmesiyle ortaya konuldu. Plasental
bolgeler 2 ve 4 kromozom 20 mozaikligi agisindan diploid/trizomik hiicre hattlarinin
yaklagik olarak ayni oranda gorilmesiyle dikkat ¢eker. Buna karsilik diger plasental
bolgeler, amniyon ve koryonda trizomik trizomik hiicre hattinin oraninin normal hiicre
(diploid) hattindan 6nemli derecede yiksek oldugu gorulur. Ozellikle koryon %61
oraninda diploid(iki sinyal) ve %31 oraninda trizomik(iig sinyal) hiicre hatlariyla mozaiklik

gosterdi(tablo-7.9)
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SN A C P P P; P, Ps Ps Toplam
n——=%Fm—% |:n—-0% n % n % n % n % n % n %
0 T 7 2 2 0 0 563 4- 4§ [:3--31 2 22 1 1 24 32
1 9 9 7 1 1 1 338 4 45 =31 3 55 o 2 32 42
74 52, 52 61 61 68 68 48 60.7 55 62.6 | 6365.6 64 695 P17 482 63.8
3 1511 B = B L6 N6 451 S5 57 16 631" A3 S 49 - 65
4 16 16 18 18 24 24 155 19 172153 F117.8 15 163 19 19 141 188
4> 5 =N B - 1 1 4 5.1 =34 [ 4E=d5 1473 2 2 27— 35
TOPI 100 100 100 100 100 100 79 100 88 100 96 100 92 100 100 100 755 100

Tablo-7.10, vaka 17, prob D16Z2

Resim-6; vaka 17’nin kiiltiire alinmamis interfaz hiicrelerinin biotin isaretli D16Z2

ile verdigi sinyaller. iki ve 4 sinyaller kromozom 16 i¢indir.
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S/N A € Py P P Py Ps 2 Toplam
n=—%= =% mo % |fn- % |n-% n % n % n % |n %
0 3 32 ;| 1 444 1 4°—411 2 3 3 3 6 6 4 4 27- 36
1 3532 4 4 2 103 S 2o Ulee 15 (< 5 9 B =6 32:=44
2 62 674 | 70 70 68 76.6 6062671 51-73 64 64 67 67 s B | §13 °69:1
3 S-S =7 NI o N s [ S8-15 6 6 4 4 39, =52
4 15164 1313 1011.2 16:16.7-} 8-2.2 16 16 12 12 Sk 101 135
4> 4. 44|55 333 ISE At 8 6 6|4 alaren 32—43
Topl 92 100 100 100 90 100 96 100 66 100 100 100 100 100 100 100 | 744 100

Tablo-7.11, vaka 18, prob D16Z22

Vaka 17 ve 18 diploidi/tetraploidi mozaikligi i¢in prob D16Z2 kullamilarak analiz

edildi. Her iki vakada digik dereceli mozaiklik gosterdi. Vaka 17 igin %63.8 iki

sinyal(min;52, max;71), %18.8 4 sinyal(min;16, max;24) oraninda .

Vaka 18 igin ise

%69.1(min;62.6, max;77.3) 2 sinyal %13.5 (min;11, max;16,7) 4 sinyal oraninda

mozaiklik bulundu(Resim-6). Amniyon, koryon ve tim plasental bolgeler arasinda

mozaiklik agisindan 6nemli bir fark olmadig: gorildi(tablo-7.10 ve 7.11).

100 100

Ps Ps Toplam
n % ! n % n_ %
5 BT8R 39 49
3 3 2 2632
14 14 1313 94 11.7
75 75 |76 76 | 629787
3 3. [ 1 12515
0 0|0 0 0 0
100 100 100 100 100 100 100 100 800 100

Tablo-7-12, vaka 19, prob YAC 831B9
Vaka 19 YAC 831B9 kullanilarak amniyon, koryon ve tiim plasental bolgeler

incelendiginde ortalama%78.7 oraninda 3 sinyal ile saf trizomi-21 olarak bulundu.

Amniyon ve koryonun gosterdigi 2 sinyal yiizdesi plasental bolgelere gore daha

dustiktii(tablo-7.12)




Kiiltiire Alinmamis CVS Hiicrelerinde Dual-Colour FISH Ile Trizomi-18 Ve
Trizomi-21in Arastirilmasi:

Koryon villus érneklerinden elde edilen interfaz hiicrelerinde dual-colour FISH
teknigi kullamlarak L1.84(kromozom 18 igin spesifik) ve YAC 831B9 (kromozom 21 igin
spesifik) ile 94 vaka aneuploidi agisindan arastirildi. 4-5 mg villus fragmenti kullanilarak
interfaz preparatlari dual-colour FISH deneylerinde kullanildi. Herbir vakadan toplam
olarak 500 interfaz hiicresi analiz edildi. Digoxigenin igaretli prob parlak yesil fluoresans
sinyali ile, biotin isaretli prob krimizi fluoresans sinyali olarak gorildii.

Incelenen 94 vakanin 4 tanesi aneuploidi olarak sonuglandinldi; trizomi-
18(951345) trizomi-21(951316, 953504 ve 953847)(tablo-8) FISH sonuglar1 daha sonra

rutin sitogenetik sonucu elde edilen bulgularla karsilastirildi ve bir fark olmadig goriilda.

Sinyaller/yiizdeler

Vaka no 0 =7 Zz 5 4 A 5> Toplam

n % |n %|n %|n %in %|n % {n % n %
951316 1= 214 L=Fldes" | 16 8iidae 7 |- 405= SRiEae=s 300 100
951345 0 O -fal 0|4 LAjR19=a R40. - 3F M35 R | 0 500 100
953504 0 0 |4 il i) B 20t | 208 R SR %7 |13 3 500 100
953847 255 5 104 A ANIRIS 4 880 Sauimyg] 74 {19 4 500 100

Tablo-8; 1.1.84 ve 831B9 problart kullanilarak dual-colour FISH yontemiyle

¢aligilan CVS hiicrelerinde goriilen sinyallerin dagilim1

Vaka 951316 dual-colour FISH ile analiz edildiginde S sinyal alindi ve saf

trizomi-21 olarak sonuclandirildi. Incelenen 500 hiicrenin ortalama olarak %81’inde

trizomik hiicre hatt1 goraldii.
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Resim-7; vaka 951345%in kiltiire almmam—m koryonik villi hiicrelerinde dual-colour
FISH teknigiyle kullanilan biotin isaretli YAC 831B9 (kirmuzi sinyal) ve digoxigenin
isaretli L1.84(yesil) problariyla alinan sinyaller

Vaka 951345°de kullamlan L1.84 ve 831B9 problariyla alinan toplam 5 sinyal
orant %87°dir. Bu sinyallerin 3 tanesi L1.84 probuna ait oldugu verdigi yesil renkten
anlagildi ve trizomi-18 olarak sonuglandirildi (Resim-7) Bu vakada 4 sinyalli hiicrelerin
orant %8 , ii¢ sinyalli hiicrelerin orani1 %4 ve iki sinyalli hiicrelerin oram ise %1 olarak

gorildi(tablo-8).

Resim-8; vaka 953504 ‘in kiltire alinmamisg koryonik villi hiicrelerinde dual-
colour FISH teknigiyle kullanilan biotin isaretli YAC 831B9(kirmizi sinyal) ve
digoxigenin isaretli L1.84 (yesil sinyal) problariyla alinan sinyaller.

Vaka 953504’de 831B9 ve L1.84 problariyla hiicrelerin %87’sinden 5 sinyal alindi.
Incelenen vakamin, prob 831B9 ile alinan bu kirmizi renkli 3 sinyalin kromozom 21’e ait

0/ 7%

oldugunu sonucun trizomi-21 olarak belirlendigini gosterir. Hiicrelerin%3’t 6 yada daha
2

fazla sinyal gosterirken, %4’ ise 4 veya 3 sinyal verdi. Sadece%]1’i 1 yada 2 sinyale

sahipti(tablo-8)
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Vaka 953847°de, kullanilan L1.84 ve 831B9 problar: hiicrelerin %74 tinde 5 sinyal
verdi ve sonucun trizomi-21 oldugu anlasildi. Preparatlarin eski olmasindan dolay:
problarin hibridizasyon basarisinin diisik oldugu goriildii. Hiicrelerin %4’i 6 veya daha
fazla hibridizasyon sinyali verirken %470 3 sinyal, %3’ 2 sinyal, %4’ii 1 sinyale sahipti.
Hiicrelerin %5 inde ise hibridizasyon sinyali gorilmedi(tablo-8)

IUGR Gosteren Gebeliklerden Elde Fdilen Plasental Dokularm Dual - Colour
Interfaz — FISH lle Analizi :

TUGR gosteren gebeliklerle, diisiik oranlarda olmak tuzere sayisal sex kromozom
anomalileri ve yapisal rearrangemantlar , 6zellikle trizomi-7 ve trizomi - 16 gibi otozomal
trizomiler arasinda dogrusal bir iliski vardir (179) . Interfaz - FISH ile bu yaygin
anomalilerin analizi D7Z1, D16Z2, L1.84 ve YAC 831B9 problan kullamlarak yapildi.

TUGR’ den etkilenen gebeliklerden elde edilen 34 plasental doku, “ touch
preparation “ teknigiyle elde edilen interfaz hiicrelerinin FISH yontemiyle galigiimast
sonucunda analiz edildi. Herbir plasental dokunun 6 farkli bolgesinden alinan taze
orneklerle galisma gergeklestirildi. FISH deneylerinde digoxigenin isaretli D7Z1 ile biotin
isaretli D16Z2 problar ile birlikte ve digoxigenin ( veya biotin ) isaretli L 1.84 ile biotin
(veya digoxigenin) isaretli 831B9 problarn ise birlikte kullanilarak dual - colour olarak
gergeklestirildi. Kromozom 7 ve 16” mn problar preparatin bir sahasinda, kromozom 18 ve
21” in problart diger sahaninda uygulandi. Digoxigenin isaretli problar FITC biotin isaretli
problar rhodamin ile goriintilendi. Herbir vakadan toplam 600 interfaz hiicresi analiz
edildi (her bolgeden 100 niikleus). FISH ¢alismalari kromozomlar 7, 16, 18 ve 21”7 in
sayisal anomalilerini tespit amaciyla gergeklestirildi. Digoxigenin isaretli problar D7Z1 ve
L1.84 ( veya YAC 831B9 )’ lerin verdigi yesil sinyaller ve biotin isaretli problar D16Z2

ve 831B9 ( veya L1.84 )’ lerin verdigi kirmiz1 sinyaller interfaz hiicrelerinde sayildi.
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Sinyaller/yiizdeleri

Case no 0 1 2 3 4 5 5> Total

n=——=0%-lm- =%t n—= % n—%-|'n— % n % n—%n- %
954937 172 8E =100 s 3ISE(E3S =5 8= 1"236. 393" | D77ided —|oF T || 660100
960580 15 215 T8 135 21 4=30= 15136 4 3] il 492 82 6= 600 100
T154326 {142 3°1:9- =}.5 15 25143 71 | 288 487 | D27 378 [4 06 | 600 100
960742 12- -2 F10 6|11 1.8 153 8% 1308 515 :20F 335 |5 08 | 600 100
960804 132119 15116 2639 65 181 30 327 548 15 2.5 | 600 100
R.G. 8 135 =04 73 63105 306 51 198-331 {6 1 600 100

Tablo - 9 : Sayisal anomali tespit edilen 6 vakanin plasental interfaz hiicrelerindeki

sinyallerin dagilimi. Sonuglar, L. 1.84 ve 831B9 problarinin dual - colour FISH tekniginde

kullanilmasiyla alinmgtir .

Plasentalari kullanilan 34 vakadan 6’ si trizomi - 18 veya trizomi - 21 ( % 17.6 )

olarak sayisal kromozom anomalisi gosterdi. Buna kargilik vakalarin higbirinde kromozom

7 veya kromozom 16 igin herhangi bir trizomi gozlenmedi. Goriilen trizomilerin yarisi ( %o

8.8 ) trizomi - 18, diger yarisi ise ( % 8.8 ) trizomi - 21 olarak bulundu. Bunlardan biri (

950580 ) saf trizomi - 21 ( % 2.9 ) digerleri ya trizomi

18 yada trizomi - 21 igin

degisik oranlarda mozaiklik gosterdi. (% 14-7) ( Tablo-9)

S/N 1 2 3 4 5 6 Toplam

e n % n> % Wr; %7 7;77”% n %hkn : %Wawn %
0 3 3 2 2 4 4 3 3 4 4 1 i 17 28
1 0 0 1 1 2 2 2 2 1 1 1 1 7 1.1
2 4 S Gy | T P T G e B i EE
3 6 6 5 5 7 7 4 4 > 5 8 8 35--5.8
4 38 38 43 43 SI==5i 31 31 35— 35 38 38 236 39.8
5 47 47 45 45 38133 57: 57 | 4949 46 46 277 46.4
5> 2 2 1 1 1 1 0 0 2 2 1 1 7 1.1
Topl 100 100 | 100 100 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 600 100

Tablo 10-1 : 6 plasental bolgenin interfaz hiicrelerindeki sinyallerin dagilimi.

Sinyaller L 1.84 ve 831Bq problari kullanilan Interfaz - FISH ile elde edilmistir.
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Resim-9 : Vaka 954937 in plasental interfon hiicrelerindeki biotin isaretli YAC
831B9 (kirmizi) ve digoxigenin isaretli 1. 1.84 (yesil) problarina ait sinyalleri

gostermektedir. Sinyaller dual - colour FISH tekniginde FITC, rhodamin ile gérintilendi.

Resim-10 : Vaka 954937 in plasental interfaz hiicrelerindeki biotin isaretli D16Z2
(kirmizi) ve digoxigenin isaretli D7Z1 (yesil) problarina ait sinyalleri gostermektedir.

Sinyaller dual - colour FISH tekniginde FITC, rhodomine ile goriintiilendi.
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TUGR’ lu Vaka 954937, dual - colour FISH tekniginde digoxigenin isaretli prob L

1.84 kullanilarak trizomi - 18 igin mozaiklik gosterdi. Tim plasental bolgeler, kromozom -

18 igin yiiksek derecede trizomik hiicre hattina sahiptir. Sadece plasental bdlge 3 % 33

oraninda trizomik, % 51 oraninda diploid olarak bulundu. Sonug olarak bu vaka, dual -

colour FISH tekniginde L 1.84 ve YAC 831B9 problarimin kullanilmastyla elde edilen %

39.8 oraninda 4 hibridizasyon sinyali ( diploid ) ve % 46.4 oraninda 5 hibridizasyon sinyali

( trizomik ) ile trizomi - 18 mozaikligi olarak sonuglandirildi ( tablo 10.1 ve Resim-9 ) .

S/N 1 Z 3 4 5 6 Toplam

n % |In_ % n % tn % |n %o ln—% | =%
0 2 3 3 3 2z 2 2 2 4 4 1 1 15="2>
1 1 1 1 1 1 1 3 5 2 2 3 3 118
2 1 1 4 4 2 2 3 3 2 2 1 1 13523
3 4 4 S 5 5 5 4 6 6 8 8 82253
4 4 4 4 4 6 6 5 5 5 5 Z i 81 5.0
S 85 85 83 -83 83 83 83 83 g 79 7979 492 82
5> 2 2 0 0 1 1 0 0 2 2 1 1 6 1
Topl 100 100 | 100 100 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 600 100

Tablo : 10.2 Vaka no : 960580

Vaka 960580° nin tiim plasental bolgelerinde saf trizomi - 21 goriildii. Dual -colour

FISH ¢aligmalarinda kullarulan biotin isaretli L 1.84 ve digoxigenin isaretli YAC 831B9

problariyla elde edilen 5 hibridizasyon sinyali oram1 % 82 ( min :79, max : 85 ) olarak

bulundu ( Tablo 10.2) .
S/N = 2 3 4 5 6 Toplam

n % |n % n % | n % |n % | n % |n %

0 2 3 3 1 1 3 3 4 4 1 1 14=—93
1 1 1 2 2 2 2 0 0 1 1 3 3 9 1.5
2 2] 3 2 2 1 1 4 4 3 3 2 2 15="23
3 p) 5 Z 7 8 8 6 6 7 7 10=—"10 43=-7.1
4 53 =53 50" 50 41 41 38 38 57 57 49 49 288 48.2
5 3535 36--36 45 45 48 48 28 28 8535 227 378
55 1 1 0 0 2 2 1 1 0 0 0 0 4 0.6
Topl 100 100 | 100 100 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 600 100

Tablo : 10.3 Vakano: T 154326
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Vaka T154326, dual - colour FISH galismalarinda kullanilan biotin isaretli L 1.84
ve digoxigenin isaretli YAC 831B9 problarnyla 18. ve 21 kromozomlara  ait
aneuploidilerin arastirilmasi sonucunda tiim plasental bolgelerde mozaik trizomi - 18
olarak bulundu. Diploid hiicre hatti, 4 hibridizasyon sinyali ile % 48.2 ve trizomik hiicre
hattt 5 hibridizasyon sinyali ile % 37.8 bulundu. Bulgular, plasental bolgeler 3 ve 4’ in
trizomik hiicre hatti oranmin (sirasiyla % 45 ve % 48) diploid hiicre hatti orammndan
(srastyla % 41 ve % 38) daha yiiksek oldugunu gosterdi. Diger plasental bolgelerde
diploid hiicre sayisiin trizomik hiicre sayisindan daha fazla oldugu gozlendi. Plasental

bolge 5° de diploid hiicreler % 57, trizomik hiicreler % 28 oranindadir( tablo 10.3 ).

N T =3 === L0 Toplam |
= v = s A

0 0 0 T = =

1 T o7 o alr 4t oW |z m Ws

2 T 2 | AT 1 e 11 N

3 e b o 4l e 8 P AT I 88

4 sé 54 |61 61 |a5s 45 |22 22 |68 68 |58 58 |[308515

5 as s3dilost o5 |4l 4l [6@ e dliE dw |23 23 {201 388

W 4 Y BT

Topl | 100 100 | 100 100 | 100100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 600 100

Tablo-10.4; Vaka no; 960742




70

Resim-11: Vaka 960742°den elde edilen plasental interfaz htcrelerde biotin isaretli
YAC 831B9(kirmizi) ve digoxigenin isaretli L1.84(yesil problarinin verdigi sinyaller

Problar dual-colour FISH’de FITC, rhodamin ile goriintiilendi

Resim-12; vaka 960742’ denelde edilen plasental interfaz hiicrelerde biotin isaretli
D16Z2(kirmuz1) ve digoxigenin isaretli D7Z1(yesil) problarinin verdigi sinyaller. Problar

dual-colour FISH’de FITC, rhodamin ile goruntilendi.
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Vaka 960742, biotin isaretli YAC 831B9 probunun dual-colour FISH tekniginde
kullamlmasiyla mozaik trizomi-21 olarak gorildii(Resim-11). Diploid/trizomik hticre
hatlarinin orant tiim plasental blgelerin diploid/trizomik hiicre hatlari arasindaki farklar
dikkate alindiginda asagi yukari ayni oran gorildii. Plasental bolgeler 2, 5, 6 daha daha
yitksek oranda diploid hiicre hattina sahipti ve bu oranlar sirastyla %061, %68, %58
seklindeydi. Aymi plasental bolgelerde kromozom 21 agisindan trizomik hiicre hatti
oranlar sirastyla %25, %17, %23 olarak goriildi. Bunun aksine, plasental bolge 4 %22

diploid hiicre hatt1 ve %62 trizomik hiicre hatti verdi(tablo-10.4).

S/N 1 2 3 4 55 6 Toplam
n-—% n—% % n— % n % — =

0 2 2 2 2 3 1 i 3 3 2 13 21
1 1 1 2 2 1 1 3 3 ik 1 1 1 9 1.5
2 2 2 3 3 3. 3 3 3 2 2 3 & 16 2.6
3 7 7 6 6 8 8 5 5 6 6 f 7 39 65
4 355 35 30 30 o2l 27 27 28595 43 43 181 30

5 51 51 54 54 62 62 60 60 60 60 40 40 327 548
5> v, 2 3 3) 2 2 1 1 3 3 4 4 15 2:5
Topl 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 | 600 100

Tablo-10.5;Vaka no;960804




Resim-13; Vaka 960804’in plasental interfaz hiicrelerinde biotin isaretli
L1.84(kirmizi) ve digozigenin isaretli YAC 831B9 (yesil) problannin verdigi sinyaller.

Problar dual-colour FISH’de FITC, rhodamin ile gosterildi.

Resim-14; Vaka 960804°tn plasental interfaz hiicrelrinde biotin igaretli D16Z2
(kirmizi) ve digoxigenin isaretli D7Z1 (yesil) problarin verdigi sinyaller. Problar dual-

colour FISH’de FITC, rhodamin ile gosterildi.




Vaka 960804, biotin igaretli prob L1.84 kullanilarak dual-colour interfaz FISH le

trizomi-18 mozaikligi gosterdi(Resim-13). Diploid hiiere hatti tiim plasental bélgelerin

ortalamast olarak %30 (min;21, max;43) bulundu. Trizomik hiicre hatti ortalamasi ise tim

plasental bolgeler i¢in %54.8 (min;40, max;62) idi. Sadece plasental bolge 6°da diploid

hiicre hattt %43, trizomik hiicre hatti %40 olarak goriildii(tablo-10.5).

S/N 1 2 =1 4 o 6 Total
% n % % |n % \n % |n % |n-%
0 2 0 0 0 2 1 1 3 3 =13
1 1 1 1 1 2 2 1 1 0 0 0 0 508
2 2 2 2 2 3 3 3 S 1 i 3 3 1423
3 6 6 9 9 =11 10 10 13713 14 14 63 10.5
4 61 =61 68 68 40 40 59=259 20- 20 58 38 306 51
o] 25 2 18- 18 4 44 D 25 64 64 22 ) 198 33.1
5> 3 3 2 2: 0 0 0 0 1 1 0 0 6 1
Total 100 100 | 100 100 100 100 | 100 100 100 100 | 100 100 | 600 100
Tablo-10.6 vaka;R.G.
Vaka R.G.

100 E

e fﬂdiplT‘ s ==

80 ——— . .
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Hiicre sayisi (%)

3

4

Plasental bolgeler

Grafik-2; plasentada normal ve anormal hiicrelerindagilimi. Sonuglar interfaz FISH

ile elde edilmistir.
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Vaka R.G’nin tim plasental bolgelerinde mozaik trizomi-21  gorildi.
Diploid/trizomik hiicre hattt oram tim plasental bolgeler i¢in oldukga farkli bulundu.
Plasental bolge 3’de diploid/trizomik hiicre hatti oram yaklasik olarak esit goriildi.
Plasental bolge 5, 4 hibridizasyon sinyali ile diploid hiicrelerin %20 oraninda oldugunu
gosterdi. Bunun aksine plasental bolgeler 1, 2, 4 ve 6diploid hiicre hatti bakimindan %61
ortalama ile oldukga yiiksek bir oranda bulundu.(min;58, max;68). Aym bolgelerdeki
trizomik hiicre hatt oram %22.5 ortalama %33.1 oraninda trizomi-21 gosterdi. Geri kalan
hiicrelerin %5171 L1.84 ve YAC 831 problarinin dual-colour FISH ile diploid olarak
bulundu(Tablo-10.6 ve Grafik-2).

Istatistiksel Analizler:

Interfaz-FISH ve doku kiiltiirinden elde edilen tim mozaik sonuclar X testiyle
kiyaslandi. Test, FISH teknikleri ve klasik sitogenetik tekniklerle elde edilen sonuglarin
kiyaslanmasinda ve bolgeler arasinda farkliliklanin kiyaslanmasinda  kullamildi. X2
analizlerinden elde edilen P degeri %95 giivenlik sinirlar iginde degerlendirildi. P degeri

0.05”den kugik oldugundan farkin 6nemli oldugu seklinde degerlendirme yapildi.

Sitogenetik sonuglar FISH sonuglar
Vaka | 2 daf P onem 2 df P onem
7 18133 |7 | 0012 [6) 69711 | 7| 0.000 O
8 23442 |7 |0.002 0 12.159 |7 |0.097 Osz
10 171571 | 7 | 0.000 (6] 161.845 |7 | 0.000 O
5 33449 |7 |0.000 o] 19.824 |7 |0.006 o]
14 10.133 6 |0.120 Osz 15:534 =[F7- 101031 O
17 0.369 4 10985 Osz 1.554 7 | 0.980 Osz
18 5.783 3 0123 Osz 4.204 7 1 0.756 Osz
19 13414 |5 |0.020 0 8.546 7 |0.288 Osz

Tablo-11; X* testi kullanilarak, tim plasental bolgelerin FISH ve sitogenetik
sonuglarinin kiyaslanmast.

0; (6nemli), 6sz;(onemsiz)
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Mozaiklik gosteren vakalarm sitogenetik sonuglari X tetstiyle analiz edildi ve 3
vakanin bolgeleri arasinda bir farkliligin olmadigi, bunun yaninda 5 vakamn bolgeleri
arasindaki farkin 6nmeli oldugu goriildi. Ayni vakalarin FISH sonuglari da X testi ile
analiz edildi ve 4 vakanin bolgeleri arasinda farkin oldugu, fakat diger 4 vakanin bdlgeleri

arasinda anlamli bir farkin olmadig: sonucuna varildi(tablo-11)

Vaka 2 df P Onem
7 3.891 1 6.049 0O
8 1.816 1 0.178 Osz
10 0.003 1 0.953 Osz
11 0.000 1 0.988 Osz
14 0.001 1 0.980 Osz
17 0.383 1 0.536 Osz
18 0.681 1 0.409 Osz
19 14.694 1 0.000 (0]

Tablo-12; Tim plasental bolgelerin toplam sayilart kullanilarak FISH ve
sitogenetik sonuglarinin X testi ile kiyaslanmasi.

O;6nemli, 6sz;onemsiz

Mozaiklik gosteren 8 vakanin interfaz-FISH ve klasik sitogenetik sonuglari bu
teknikler arasinda 6nemli bir fark oldugunu gosterirken diger 6 vakanin sonuglar teknikler
arasinda fark olmadigini gosterdi

Klasik sitogenetik ve intefaz FISH sonuglari kullanilarak, tam vakalarin bolgeleri
arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi arastirildiKarsilastirmalar X testi kullamilarak

gergeklestirildi.
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Sitogenetik senuglar FISH sonuglari
‘onem | Onem
1 O | 17795 | 1 0000 | ©
A-P; 6485 | 1 |0.011 0o 20.165 | 1 | 0.000 o]
AP, | 2728 | 1 {0099 Osz 1108 | 1 |0293 Osz
A-P; 0839 | 1 |0360 Osz 0.134 | 1 [0.714 Osz
A-P, 0.585 1 | 0445 Osz 2.082 1 |0.149 Osz
A-Ps 0016 | 1 |0.899 Osz 0.059 | 1 |0.808 Osz
AP, 0342 | 1 |0559 Osz 0731 | 1 0393 Osz
cp, | 2394 | 1 [o12 Osz 0010 | 1 |0.920 Osz
cp, | 5882 | 1 |0015 0 11572 | 1 |0.001 o
cpy, | 0017 | 1 |0897 | Ox 15708 | 1 |0.000 o
CP | 0002 | 1 [0%s | 0= |28619 | 1 o000 | O
CP | 0609 | 1 {0435 |  Om 16077 | 1 |0000 | O
CP | 0057 | 1 |osil | 0w 12206 | 1 0000 | ©
PP, [15040 | 1 [0000 | O 13586 | 1 {0.000 o}
PP | 1334 | 1 |o248 | Ox 18016 | 1 0000 | O
PP, | 125 | 1 |o0264 Osz 31304 | 1 |0.000 o
P-P; | 3568 | 1 |0.059 Osz. 18339 | 1 |0.000 o
PP | 2710 | 1 0100 | Osz 14.190 | 1 [0.000 o}
PP | 5572 | 1 |o0018 o 0486 | 1 [048 | O
PP, | 4684 | 1 |0031 o 5956 | 1 |0.015 o}
PP | 1537 1 |0215 Osz 0653 | 1 |0419 | O
Pop |43 |1 loor | o 0036 | 1 [085% | Os
PP, | 0005 | 1 |0946 Osz 3233 | 1 |oom2 | Om
PP | 0679 | 1 | 0410 Osz 0014 | 1 |0.904 Osz
PP | 0111 | 1 [0739 |  Om 0249 | 1 0618 | Oz
PP | 0521 | 1 |04 | Os 2802 | 1 [00% | Om
P,Ps | 0057 | 1 |o0812 Osz 508 | 1 foozs | O
PP | 0318 | 1 |0573 Osz 0375 | 1 [0541 | Oz

Tablo-13; Vakalanin plasental bolgelerinin ayrt ayn kullamlmasiyla FISH ve
sitogenetik sonuglarimn kiyaslanmas: X testiyle yapildi.
Tablo-13.1 vaka 7
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Sitogenetik sonuclar FISH sonuglar

df | Onem._ 4 po. | Onem -
AC |07l T 1 Oz T | 0812 Osz
AP, | 4252 1 ]0.039 0 0.509 1 |0476 Osz
AP, o500 | 1 |o4s0 Osz 0005 | 1 |o0.945 Osz
A-P; | 2543 1 {0111 Osz 3.509 1 |0.061 Osz
AP, [3924 1 |0.048 o - 3872 1 {0049 o)
AP: [1371 | 1 |o0242 |  Os 0567 | 1 |0452 Osz
AP; 0.041 1 10839 Osz 0005 | 1 |0.945 Osz
cp, |6502 | 1 {oo11 o 0225 | 1 |o0635 Osz
CP, 0100 | 1 [0752 |. Os 10.092 110762 Osz .
CP 447 |1 fooss | 0 |aes | 1 |oaos Osz”
cp, |6260 | 1 ooz | 0 |aom | 1 |ooss  Osz
P o715 | 1 {038 | O foser | 1 |02 O
P 0054 | 1 |0816 | Oz - |oow | 1 {0762 Oz
PP, 8136 | 1 |ooos | O o391 | 1|04 Oz
PP |0303 | 1 oss2 | 62 1203 | 1 |02 Osz
PPy [0030 | 1 |0863 Osz 1560 | 1 |o0212 Osz
P,-Ps | 10584 | 1 |0.001 0  l2060 | 1 o151 Osz
PP (557 |1 foowo | 0 |oso | 1 o Osz
PP (5919 | 1 fo01s | O |3ees | 1 {0056 Osz
PP 799 |1 looos | o 4030 | 1 0.045 o}
P,.Ps | 0316 | 1 |0574 Osz 0446 | 1 |o0.504 Osz
P, Pg [ 0309 | 110578 |  Osz  |0000 | 1 | 1000 Osz
PPof01ss | 1 [o6%4 | Oz |oos | 1 |osw Oz
P, Ps |8174 | 1 o004 | 0O 6719 | 1 |oow0 | O
Ps.Ps | 3.603 1 |0.058 Osz 3.664 1. {0056 Osz
PP {10551 | 1 jooor | O f7us |1 fooos | O
PP 5266 | 1 foo2 | O 4030 | 1 |o0045 o .
PP (1156 | 1 {0283 | Oz |oass | 1-|0.504 Osz

Tablo-13.2 vaka 8
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Sitogenetik sonuglar

FISH sonuglar

Balgel. | -2,

* Sung]

A-C 2.576

AP, |34557
AP, | 87015
AP, | 75662
AP, | 75662
AP | 18516
APs | 4182
CP; | 8604

C-P; |33.904

C-P; 27.424
CP. | 27424

or | 299 |
CP; | 0003 |

PP | 14.960
PPy | 9769
PP, | 9.769
Pi-Ps .| 3237
PP | 15219
PP, | 0613

PP, | 0613
P, Ps |32.206

P, Ps | 56.042

P;:Py |- 0000 |

P;. Ps | 24522

P P, | 46.552

P, Ps | 24527

P, P, 46552
PP, | 5104

| 0000

0.000
0.000
0.024

-ooo:oogooggogoeogg”oooooo=oo=oo§>‘g

0.018
0.000
0.000
0.000

0.005
0.038
0.029

0.000
0.097
0.015
0.890
0.559
0.000
0.000
0.474
0.000
0.000
| 0.000
1 |0.000
o436

0.000:

10.000 |
0.000 |
0,000
0.610
0.780
ow0 |
0.000 |

SR 17 8 VR

Tablo-13.3 Vaka 10
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Sitogenetik sonuglar FISH sonuglar
G lp | Onem | 2 4| Onem.
T [ool0 | O [eem |1 0
1 |0.052 Osz 2.403 1 ]o.121 Osz
1 0352 Osz 2642 | 1 |o0.104 Osz
1 10032 o] 6.276 1 ]o0.012 0
1 ]0.057 Osz 6250 | -1 |0.013 0
1 }0.210 Osz 2403 |1 0121 Osz
1 |0.000 o 16781 | "1 | 0.000 0
1 {0555 Osz L117 | 1. {0291 Osz
1 {0135 Osz 0802 | 1 |0371. Osz
1 {0713 | Og 0006 | 1 {0041 | Osz
1 |os46 | O |oos |1 0867 |  Osz

prjoao | oos o iz |1 fo201 | Oe
1 {002 | 0 2859 | 1 | 0091 Osz.
1 |0360 Osz 0016 | 1 0900 Osz
1| 0832 Osz 0960 | 1 {0327 | O
1 {0984 Osz 1243 | 1. [0265 Osz
1 |0484 Osz 0.000 | 1 | 1.000 Osz
1 |0.000 0 7197 | 1 [0.007 o)
1 0266 Oz 0675 | 1 |0412 Osz
110375 | Oz oo | 1 |o3n Osz
1 | 0.797 Osz 0016 | 1 |0.900 Osz
1--}0.000 0 6173 | 1 |oo013 o)
1 |os1s Oz | o00ss |1 |osis | Om
1 {0364 | Oz |o0%0 | 1 |ox7 | Ow
1 o001 | O 3086 | 1 0079 | O
1 osoz | O | 1243 |1 |o2es | Osm
1| 0.000 o 183 | 1 |0169 | Ow
10000 | O 7197 | 1|0007 | O

Tablo13.4 vaka 11
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Sitogenetik sonuglar FISH sonuglarn

BolgeL |

i

ggégggg@gggggggggééﬁﬁsgoggge

2|
T0.149
2.753
0.792
0.095
4390
1.144
0.207
4335
1.697
0.503 |
6.376
0.489
0.738
0.636
1.926
0.200
7.574
1.537
0.356
1556
3.956
0.199
3370
1.969
0023 |
10.163 |
2849 |
2.405

0,699
0.097
0374
0.758
| 0.036
0.285
0.650
| 0.038
o193
;t 0478
o012
|oa4ss |
{0391
Joas |
10165
0.655
0.006
10215
| o551
0213
0.047
| o655
| 50.067:,
| 0.161
| 0881
foos2 |

A-P, 5919
A-P, 5.741
A-P; 0.802

APs | 0529
AP 3.605
C-P; 2.413
CP, | 2441
CP; 0018 |

[y S~ J Uy S R Y
e
b
p—

P | 0004
cP o018 | 1
PP, | 2364

P.-Ps [ 1978 | 1 |o0.160
P;.Ps 10270 | 1 |0603
P,P, |2378 | 1 ]0123

P,.Ps | 2028 | 1 |0155
PP [0332 | 1 0565 |

P;.Ps | 0.004 110949
P;.Pg | 1017 | 1 0314

Ps.Ps | 0896 | 1 |0344

? U Rf RE fEET FEERR gEERe googi

Tablo-13.5 vakal4
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Sitogenetik sonuglar FISH sonuglar

2| d e | Onem
Tooir | 1 ]0915 | Owm
013 | 1 |0712 Osz.
0.001 1 ]0970 Osz
0000 | 1 |0.991 Osz
0110 | 1 |0.740 Osz
0453 | .1 ].0.501 Osz
0131 | 1 [0717 Osz
0250 | 1 | 0617 Osz
0021 | 1 |o0886 Osz
0014 |1 | 0904 Osz
7,0.055:. 110815 | Os
0345 | 1 osst | Os
0069 | 1 [0793 |  Os
0103 | 1.[0748 |  Os
0132 | 1 [0716 Oz
0.551 1} 0458 Osz
1217 | 1 | 0270 Osz
0624 | 1 0430 | O
0001 | 1 |0978 Osz
dos |1 0715 | Om
0489 | 1 |0.484 Osz
0156 |1 [0.693 Oz
0122 | 110727 | O
0482 | 1 |0488 | Os
lo14s | 1 |0704 | Os
0127 | 1 jom2 | Om
0000 | 1 |08 Osz
o118 | 1 |0731 Osz

Tablo-13.6 vaka 17
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Sitogenetik sonuglar FISH sonuglar

t:‘Bo”lgfL}: Afi 2 df e Y

0.260
0.809

AP, - -
0.361

0.935

0479
0.302

0.607

0.380

v0;728

0469 |
0.934
0682 |
0173 |
0.899
0.224
0.669
0911
0250 |
0871 |
0.343
10,203
0321 |
lo7ss |
| 0.980
 0.426
0261 |

RRRRRRRRRERERERRRRFRTRFORE ORI

Tablo-13.7 vaka 18
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Sitogenetik sonuglar FISH sonuglar1
Bolgel | 2\ df | "p- | Onem | 2 |'df-| p- | Onem
AC - - | - oo |1 [0 | O
AP, - -] - - 2299 |1 ]0.130 Osz
AP, [6215 | 1 |0013 ) 4567 | 1 |0.033 O
AP, |4811 |- 1 {0029 o] 4367 | 1 |0037 o]
AP, [3727 ] 1 |0054 Osz 1563 | 1 {0212 Osz
A-Ps - < “ - 3.704 1 }0.055 Osz
AP, |202 | 1 |0155 | O 2973 | 1 |0.085 Osz
C-P, - - - e 1535 | 1 ] 0216 Osz
cp, 7416 | 1 6 |34 |1 |ooe2 | Os
cpy |sms | 1 0 3314 |1 {0069 Osz
CPy faas |1 0 Jos |1 o3 | Ow
or |- |- 2w | loow | Om
CPe o |2422 | 1 Oz |2103 |1 |07 Osz
Py Py e “ i 04021 1+ 0526 Osz-
PP | - . - - 0354 | 1 |0552 Osz
PP | - L | - 0079 | 1 |0779 sz
) I - 0.180 | 1 | 0671 Osz
PR - |- b - | - oo |1 |08y | O
PP {0247 | 1 [o619 | Oz [oo01 [1 |0975 Osz
P, P, 0812 | 1 [0368 | Oz  [0847 |1 |03 Osz
P, Ps - - SRR 0042 |1 |0838 | ~Os
PP 3016 | 1 (0083 | Os 0173 | 1 | 0678 Osz
P, P, |018 | 1 |0667 o0z o7 |1 {0380 Osz
PP |- |- -t - oo |1 |oses | Osm
Ps.Ps [1656 | 1 [0198 [ Osz 0.144 | 1 |0.705 Osz
P, Ps - -] - e 104990 |21 | 0.480 Osz
Bl |- |- | - - 0247 | 1 fo619 | Osz
PP | - |- - - 0044 |1 |0835 | Om
Tablo-13.8 vaka 19

Tablo-13.1 “den 13.8’¢ kadar yapilacak izlemelerde mozaiklik bakimindan farkin

baz1 bolgelerde 6nemli bazilarinda énemsiz oldugu gorilecektir.
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df-| o op | Onem o -
T154326 | 12487 | 5 | 0.029 o
960742 | 65497 | 5| 0000 | O
o60804 | 16520 | 5 | o006 | O
RG. i77,.7684f}"5 | 0000 5

Tablo-14; Tiim plasental bolgelerin “touch preparation” interfaz-FISH sonuglarinin

X? ile kiyaslanmast.
TUGR gosteren vakalardan alinan 6 plasental bolgeye ait hilcrelerin interfaz-FISH

sonuglarinin toplam say1st kullamlarak X> testi ile kiyasland1.
JUGR gosteren 6 mozaik vakanin plasental bolgeleri arasinda olduk¢a Onemli

farkliliklar gozlendi. Mozaikligin derecesi farkli bolgeler igin oldukga farkh bulundu.
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Tablo-15; Plasental bolgelerin ayn ayr kullanilmasiyla “touch preparation”

interfaz-FISH sonuglarimin X? testi ile kiyaslanmast.

TUGR gosteren 6 vakanmn tiim plasental bolgeleri, bolgeler arasindaki mozaiklik

derecesinin ortaya konulmast i¢in karstlagtirild.

"

s | oo | 1
24 3358

1 2-8 » 0868

e 0.227

35 | 6099
3-6 4.038

. 45 0.754
4-6 . L1793

Tablo-15.1 vaka 954937
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. 0078 | 1 0.779 Osz
1-3 2.759 1 0.097 Osz
14 4.486 1 0.034 o}
15 0.871 1 0.351 Osz
16 0.064 1 0.801 Osz
2-3 1.890 i 0.169 Osz
24 3.351 1 0.067 Osz
25 1.452 1 0.228 Osz
2-6 0.001 1 0:980 Osz
34 0.211 1 0.646 Osz
3-5 6.566 | 1 0.011 o
36 1938 | 1 0.164 Osz
45 9.058 | I 0.003 o}
4-6 3404 |1 10.065 Oz
56 1.376 1 0.241 Osz:

Tablo-15.2 vaka T154326

1677
22.281

6.704
1.716
6.294

34.042
1.898
0.009

12.155

14,607 -
6.559.

49.140

34.051

1.598: .

QQQOOOQEQOQOOQg

Tablo-15.3 vaka 960742
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Bolgel. | =2~ “df: SopE Onem-> ==
1-2 10.447 1 0.504 Osz
1-3 4.519 1 0.034 o)

14 1.756 1 0.185 Osz
15 3.267 1 0.071 Osz
1-6 2.098 1 0.148 Osz
2-3 2.134. 1 0.144 - Osz
24 0.421 1 0.516 Osz
2-5. 1.266 1 0.261 Osz
2-6 4394 1 - 0.036 0
34 10.689 1 0.407 Osz
35 o136 | 1 | 0713 Oz

36| 12.308 1§ 0000 O
4-5 10.226 1 0635 | O

46 | 7567 | 1} 0006 O @
56 | 10451 1| 0001 O

Tablo-15.4 vaka 960804

1-2 1519 T 0:218 Osz.
13 |- 9576 | 1 20002 | O
14 " 0010 I 0921 Osz
1-5 | 37825 1 .0.000 0.
16 |, .0.050- 1of - 0823 | . Osz
2-3 | -18.141 1 0.000 O
24 1754 1 0.186 Osz
25 |- 51.970 1 few 0.000 o .
2-6 = 0.978 1 0.323 Osz:
34 8.878 1 0.003 o
3-5 110376 1 0.001 -0
36 |- 10548 1 "0.001 0
451 9363435 -« o 0000 O
46 | 0103 1| 0749 | Osz
5-6 38.950° 1 0.000 0

Tablo-15.5 vaka R.G.

Tablo-15.1 ve 15.5°de goriilecegi gibi, bolgeler arasinda énemli bir fark yoktur.
Bununla beraber vaka 960742 ve R.G.’de oldugu gibi baz1 bolgeler arasinda farkliliklar

gorildi.
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TARTISMA

Doku  kiltiirii ve interfaz-FISH teknikleriyle ¢alisilan IUGR plasental doku
bulgularmin sunumu: .

Doku kultiirii ve interfaz-FISH teknikleri ile ¢aligan 29 plasental dokudan elde edilen
sonuglara gore ilk 6 vakada cegitli sayisal kromozom anomalileri bulundu. Vaka 4 ve 5
sirastyla 22 ve 28. Haftalarda 6l dogumla sonuglanmigt:. Vaka 4’de saf triploidi ve vaka 5’de
saf trizomi-15 goriildii.

Diger 23 vaka IUGR bulgulan nedeniyle c¢aligmaya alindi. Bunlarin 9 tanesi,
¢ogunlukla mozaik olmak lizere bazi kromozomal anomali gosterdi. Vaka 9’un bazi plasental
bolgelerinde gok diigik oranda 46, XX geklinde karyotiplere rastlamldi, fakat ozellikle
amniyon ve koryon doku orneklerinde 47,XY,+21 karyotipik bulgulari sonucu bunun
maternal kontaminasyon neticesinde diigik oranli bir yalanct mozaiklik oldugu sonucuna
varildi. Bunun da muhtemelen, plasental numunelerin alinmas:1 sirasinda maternal yiizeye
yakin dokulardan biyopsi yapilmas: neticeisnde oldugu disiiniildii. Diger 8 vaka ise gesitli
tipte mozaiklikler gosterdi.

Kiltiire alinmamig CVS’lerde dual-colour FISH ile trizomi-18 ve trizomi-21’in
arastirimast:

Bu ¢aliymada dual-colour interfaz-FISH’te kullamlan 94 CVS vakasindan biri (%3)
saf trizomi-18 gosterdi. Tiim aneuploidik vakalar dual-colour ile 5 sinyal gostermeleri
sonucunda yiiksek oranda trizomi olarak belirlendi. 3 vaka %81’den daha yiiksek oranda
trizomik hiicre hatt1 gosterdi. Bir vaka ise (vaka 953847) daha diisiik oranda 3 hibridizasyon
sinyali ile (%74) trizomik oldugu belirlendi. Bu diisiik hibridizasyon sinyal oraninin,
kullanilan preparatlarin eski olmasindan kaynaklanmig olabilecegi diigtiniildii.

FISH tekniginin, insan embriyonik blastomer(46, 113), maternal sirkiilasyondan elde
edilen fetal hiicreler(5) kiiltiire alinmamig amniyositler (31) ve kiiltiire alinmamis koryonik
hiicreler (11) in prenatal tan: i¢in kullaniminda gok yararh olabilecegi belirtilmektedir. Multi-
colour FISH tekniinde erken insan embriyolarimin kromozom sayilarinin belirlenmesi
calimalarinda kullanildi(18, 46, 113).

Bryndorf ve arkadaglar en yaygin kromozom anomalileri gosteren 13, 18, 21, X ve
Y’nin prenatal dénem analizlerinin en hizli bigimde, interfaz CVS ve intrefaz amniyositler,
hiicrelerinde FISH’in kullanilmasiyla yapilabilecegini rapor ettiler(10). Interfaz CVS hiicreleri
¢ok etkin sekilde hibridizasyon sinyali verirlerken, interfaz amniyositler, maternal hiicre

kontaminasyonu, problarin zayif hibridizasyonu yoniinden problemli olmaktadir. Bu
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problemlerin amniyotik sivi Orneklerindeki yiksek oranda dejenere hiicrelerden
kaynaklandig1 samimaktadir.

Prenatal tamida CVS hiicrelerinin kullanilmasi ¢aligmalarinda gebeliklerin %1-2’nin
CPM gosterdigi bulundu(93). First trimester gebeliklerden alinan bir villus 6rnegi gesitli
anormal hicre hatlar1 gosterebilir(20), fakat daha onemlisi, sitotrofoblast(139), ve ekstra-
embriyonik hiicre hatlarinda(4), CPM igin yapilan term plasentamin ayrintth ¢ok bolge
analizleri, trizomik hiicrelerin oldukga farkli sekilde dagilabildiklerini gostermistir.

Plasentalkoryonik villi’den elde edilen interfaz hiicrelerinde mozaik trizomi-18 ve saf
trizomi-18’in arastirilmas: fetusun kromozom yapist hakkinda tam bir bilgi veremez(147,
178). Uzun siireli villus kiiltiirlerinin dogrulama galigmalann bunun asil nedenlerinden biri
olarak yapilir. Bunula beraber kroyonik villinin kultiirii, rapor verme zamammni oldukca
geciktirir(74, 162). Bunlarin yamnda kiiltiire alinmug villiden elde edilen karyotip ile fetusn
karyotipi arasinda farkliliklar oalbilecegi bildirilmistir(52, 165).

" Opstal ve arkadaglari(1995), koryonik villiden elde ettikleri direkt preparasyonlardan
trizomi-18’in arastirilmasinda interfaz-FISH’in kullaniimasini hizli ve basarili bir yontem
olarak buldular. Ozellikle non-mozaik trizomi-18 galigmalarinda spesifik probun interfaz
hiicrelerinde fetiisiin kromozom sayisinin dogru olarak gosterilmesini saglayabilecegini rapor
ettiler.

Mozaik trizomi-18 vakalarinda klasik sitogenetik analizlere ek olarak FISH
caligmalarinda 3 vakada yiiksek oranda 3 sinyal alinmasiyla trizomi-18 mozaiklik teyit edildi
ve teyid edilmeyen 4 vaka ile kargilagtinldi. Eger 3 sinyale sahip hiicrelerin oram %66’dan
diisiik ise, trizomi-18 fetal hiicrelerde teyid edilmedi. Genel olarak, FISH sonuglan fetus
kromozom yapisimn tahmini igin yapilan klasik sitogenetik analizler daha degerli olabilir.
Gebeligin ilk trimester’inda alinan koryonik villuslardan yapilan direk preparasyonlarda
mozaik yada non-mozaik trizomi-18 tamsi yanhs pozitif(8, 89, 137) ve yanhs negatif
olusumlanyla sonuglanabilir. Bunula beraber, FISH bazi vakalarda olduk¢a iyi sonuglar
vermigtir. Orta dercede (%66-83) olmak tizere 3 sinyal alinmigsa fetusun ya gergek bir mozaik
veya yanlig pozitif sonug oldugu diigiiniilir(120).

Brydorf ve arkadaslari(1994) koryonik villiden mezengimal hiicrelerde YAC probu
kullamlarak trizomi-21 aragtirdilar(11). Yine Brydorf ve arkadagslari elde ettikleri klasik
sitogenetik sonuglart aym gebeliklerden elde ettikleri interfaz-FISH sonuglarini
karsilasgtirdilar, ve aralaninda uygunluk oldugunu goérdiller(10). Gebeligin 8-10. haftalarindaki
CVS prenatal tam igin ¢ok bilyilk avantaj saglar ve bu erken donemde kromozom

anomalilerinin ortaya konulmasi 6nemlidir(129). Burada dikkate alimas: gereken hususlardan
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birisi maternal hicre kontaminasyonudur ve bununda hiicrelerin  %2’inde
gorilebilecegidir(88). Gebeligin ge¢ donemlerinde yapilan direkt CVS preparasyonlar: az
sayida incelenebilecek bagarili metafaz verir ve mozaikligin arastirilmasi igin ¢ok sayida ve
basarili metafaz gerektiginden 6nemli bir problem olusturur. FISH ile yapilacak interfaz
sitogenetik ¢alismalari bu sikintilari ortadan kaldirir ve plasental dokularda kromozomal
mozaikligin arastirilmasinda pratik ve bagarili bir alternatif metod olarak ortaya gikar.

Trizomi-18 vakalarinin biiyiik ¢ogunlugu ilk yada ikinci trimesterde spontan abortusla
kaybedilir. Yaklagik %5°i tigiincii trimester’e ulagir ve ya canli yada 6lit dogumla sonuglanr.
Plasentamin kromozom yapisinin aneuploid fetuslarin dogum oncesinde canliliklarint
korumalarinda gok dnemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir(61, 151).

IUGR plasental dokularda bazi yaygmn trizomilerin arastiriimast

Calismanin bu boliminde, IUGR’den etkilenmis fetusun plasental dokulan
kullamlarak trizomi-7, trizomi-16, trizomi-18 ve trizomi-21 dual-colour FISH teknigiyle
aragtirildi. Bir vaka saf trizomi-21 ve 5 vaka plasental mozaiklik gésterdi. Anormal vaka orani
%17.6 olarak bulundu. Buna karsilik trizomi-7 ve trizomi 16 goriilmedi. Plasental mozaiklik
oram %14.7(5/34) olarak tesbit edildi.

Trizomi-7 gosteren pekgok vakamin gebeligin ilk trimesterinde spontan abortusla
sonuglandig samlir(7, 67, 82, 104). Bu vakalarin ¢ogunun ya kiigiik embriyolar yada fetal
doku bulunmayan membranlardan olustugu gézlendi.

Trizomi-7 amniyotik sivi  kiiltiirlerinde en sk rastlanilan ikinci yalanc
mozaikliktir(55). Plasentada rastlamilan trizomik hiicreler gebeligin devaminda olumsuz etki
yaparak 6liimle neticelenen duruma yol agabilir.

Redy ve arkadaglar, CVS’de %53 term plasentada %8 oramnda trizomi-7 gordiiler.
Bu term plasentada goriilen diigiik trizomi-7 orantin normal fetal olusum ve gelisime izin
vermis olabilecegini diigiindiiler(127).

Trizomi-16 insanda en sik rastlanilan kromozom anormalligidir ve genellikle gebeligin
ilk trimesterinin sonunda fetusun kaybedilmesiyle sonuglanir. Trizomi-16 CPM’lerinin
%85’den daha fazlasinin mayotik kaynakli oldugu goriiliir ve genellikle de materyal mayoz
I’dir(180). Mozaik ve non-mozaik trizomi-16 CVS’lerde de tespit edilmistir.

Trizomik hiicreler CVS vakalarinin herbirinde ekstraembriyonik membranlar ve
plasenta ile smurlidir. Genellikle abortlarin ve yenidoganlarin fenotipleri normal olarak
tammlanir, fakat bazilarinda TUGR gorilur(35, 49, 75, 77, 89, 157, 168, 177). Plasentada
trizomik  hiicrelerin bulunugu fonksiyonun buzulmasina TUGR’ye neden oldugu
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disiiniilmekle birlikte CVS’le tam konulan 108 CPM vakasina ait kollobrativ bir ¢alismada
boyle bir iligkinin oldugu teyid edilmedi(68, 70, 166).

Amniyotik siv1 drneklerinde trizomi-16 mozaikligi nadiren goriildi. 116.000 amniyon
stvisinin ¢ahisildigt bir seride 1 tane trizomi-16 mozaikligi gorilirken, bir bagka kollobrativ
caliymada 2 trizomi-16 mozaik vakaya rastlandi(12, 55, 56, 181)

Tim trizomik abortlarin %30’unu olusturan trizomi-16’nin bu yiksek oraninin,
trizomi —16’nin oliimcil oldugunu ve gebeligin erken dénemlerinde fetal kayiplara neden
oldugunu ortaya koyar(50, 61). Amniyotik sivi ve CVS ‘de bulunan trizomi-16 dogrulanmasi
problemlidir; Non-mozaik ve mozaik trizomi-16 bulunan CVS vakalr heniiz amniyotik sivi
galigmalariyla teyid edilemedi. Trizomik hiicrelerin ekstraembriyonik membranlar ve plasenta
ile sinirh kaldig: dusianiimektedir(32, 35, 49, 75, 89, 159, 164, 177).

Plasental trizomi —~16’nin IUGR’a y ol agtifi ve normal fenotipli canlt dogumlar
gorildigi belirtilmektedir(62, 124). Bunun yaninda fetal dokularda da trizomi —16’mn
gérﬁldﬁgﬁ ve IUGR nenedi oldugu bildirilir. Bu tiir vakalar ¢ok nadirdir ve mozaik trizomi-16
olarak  tam konulmustur. Bu tir anomalili yenidoganlarin dismorfik 6zellikleri
belirtilmistir(39, 41, 168). Devam eden yada etmeyen gebeliklerde mozaik yada non-mozaik
trizomilerin oraninin trizomi-7, trizomi-8, ve trizomi-9 i¢in toplam olarak %30-40 oldugu
gorilmistir(180).

Plasentanin karyotip, trizomik veya diploid fetuslarin intrauterin geligimi ve
yasamalan agisindan ¢ok énemlidir. Kalousek ve arkadaslari trizomil8’li bir fetusun, diploid
bir yapiya sahip plasenta ile normal gelisime sahip oldugunu gosterdiler. Buna benzer
bulgular, anormal karyotipe sahip bir plasentanin normal bir karyotipe sahip fetusun
gelisimine olumsuz etki yaptig1 ve IUGR gorildiigiini, tersine normla bir hiicre hattina sahip
plasentanin saf trizomik bir fetusun canliligi f{izerinde olumlu etki ederek onun
yasayabilmesine yardimci oldugunu géstermistir(9, 64, 72, 73, 75).

Lynch ve Berkowitch ilk trimesterde trizomi-18 gosteren 5 fetusun ve 16 fetusluk
normal kontrol grubunun biiylime paternlerini inceledi ve kargilagtirdi(101). Tiim trizomi-18
fetiislerinin bag gevresi uzunluklarinin beklenenden en az 5 giin(ortalama;8.2 giin, aralik; 5-11
giin) daha geride oldugunu gordii. Benzer olarak Kirkinen ve arkadaglar1 fetal anormalligi
olan 68 gebeligi inceledi ve en yaygin komplikasyon olarak IUGR gordii. Vakalarin %81’inde
pekgok malformasyonlar trizomi-18 igin tipikti.

Plasentada anormal hiicre hatlarimn dagilimi:

Cesitli anormal hiicre hatlarinin plasentada dagiliminin baglica iki sekilde olabilecegi
dugtniilir. Birincisi, bu anormal hiicrelerin plasentanin gesitli bélgelerine dagilmig olmasi,
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ikincisi bazi bolgelere sinurlt kalmasi. Anormalligin olustugu spesifik -plasental bolgeleri
incelenmeden 6énceden tahmin etmek miimkiin degildir. Bu konudaki bilgiler baz1 otorler
tarafindan ortaya konulmustur(4, 73, 108, 139).

Bu ¢alismada amniyon , kroyon ve plasental bolgeler arasinda hiicre hatlarinin
dagihmmin  farkli oldugu bulundu. Caligmanin ilk béliimiinde vaka 19’un plasental
bolgelerinde gorillen normal hiicreler agsindan(46,XX) diisiik seviyeli mozaiklige karsilik,
amniyon ve koryon saf trizomi-21 olarak bulundu(47, XX, +21). Dokular ve bolgeler
arasindaki bu farkin iki sekilde meydana gelmis olabilecegi diisiiniiliir. Birirncisi, bu vakanin
saf trizomi oldugu fakat plasental bolgelerin biyopsi sirasinda bazi maternal hticrelerinden
alinmis olabilecegi(MCC), ikincisi amniyon ve koryonun-mozaik trizomi-21, plasentanin ise
dusiik seviyeli mozaik oldugu(tablo-5)

Klasik sitogenetik ve interfaz-FISH teknikleriyle mozaik gorillen diger vakalarin
amniyon, koryon ve tim plasental bolgeler arasinda hiicre hatlarimin dagilimi agisindan
oldukga yitksek oranda farkliliklar gériildii.(Tablo-6 ve grafik-1).

Vaka 7, 8, 10, 11 ve 19 ‘un amniyon, koryon ve tiim plasental bolgelerinden elde
edilen sitogenetik sonuglant X? testiyle analiz edildiginde tim bélgeler arasinda &nemli
farkliliklar oldugu goriildi. Buna karsihik vaka 14, 17 ve 18’in bolgeleri arasinda dnemli bir
farkin olmadig bulundu(Tablo-11). Bu vakalarin FISH sonuglarn X? testiyle analiz
edildiginde vaka 7, 10, 11 ve 14’iin bélgeleri arasinda 6nemli bir farkin oldugu fakat vaka 8,
17, 18 ve 19’un boyle bir fark gostermedigi bulundu(tablo-11).

Tablo 13.3 ve grafik-1 incelendiginde vaka 10’un bazi plasental bolgeleri arasinda
oldukga énemli bir farkliligin oldugu géze garpar. Tablo-7’nin incelenmesinde ise amniyon
%91 arasinda 46,XX ,%9 oraninda 45, X karyotipe, plasental bolge 2’nin %20 oraninda
46,XX ve %74 oraninda 45,X karyotipe sahip oldugu goriiliir. Bu iki bolgenin X ile istatistik
analizi ¢ok yiiksek oranda bir farkin oldugunu gostermistir.(X*:87.015; P=0.000) (tablo 13.3)
Bu vakanin FISH sonuglar analizinde ayni bolgeler arasinda aym farkliligin bulunmasi X*=
67.139 ; p= 0.000 ) ( tablo 13.3) FISH ve sitogenetik ¢aligmalarin kargilagtirnilmas: agisindan
onemlidir.

Caligmanin tGgtinct boliminde, bu konuda diger tipik orneklere rastlanmustir. Interfaz-
FISH teknigiyle caligilan plasental dokularin bolgeleri arasinda bazi fakliliklara rastlanmigtir
(tablo 10). Vaka R.G.’nin plasental bolgeleri 2 ve 5 arasinda farkliliklar goriildt (grafik-2).
Plasental bélge 2, dual-colour interfaz-FISH sonucunda %68 oraninda diploid hiicre (4 sinyal)
ve %18 oraninda trizomik hiicre (5 sinyal) verirken, plasental bélge 5 % 20 oraminda diploid
hiicre ve % 64 oraninda trizomik hiicre vermigtir (tablo 10.6). Grafik-2’de gérilldiga gibi, bu
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vakanin plasental bolgeler 2 ve 5 arasinda ¢ok énemli bir fark vardir (X*= 51.970 ; p= 0.000) ,
(tablo 15.5).

Mutasyonlar ya tamamen normal fetus/infantlarin embriyonel farklilagmalarinin
oldugu erken gebelik doneminde yada plasental olusumun sonunda ortaya gikarlar. Plasental
bolgelerdeki anormal hiicre hatlarinin farkhiligindan dolyr mutasyonun ne zaman olduguna
karar vermek miimkiin degildir. Pittalis ve arkadaslar1 bazi kromozom farklilagmalarinin,
embriyo hari¢ olmak tizere, plasental olusuma istirak eden tiim hiicrelere gegirebilecegini
digtinarler. Bu ¢aligmadan elde edilen verilerin gosterdigi plasental bolgeler arasindaki hiicre
hatlarinin farkhilig: Pittalis ve arkadaglarinin diigiincelerine uymaktadir(123).

Plasental mozaiklik ile IUGR arasmndaki iligki :

Johnson ve arkadaslarni gibi Kalousek ve arkadaglari da, gelisme geriligi goriilen
dogumlarla spesifik genetik faktérler arasinda bir iligki olabilecegini diigintrler(64, 73).
Kromozomal mozaiklik plasentanin fonksiyonunda olumsuz bir etki yapabilir. Bunun tersine
normal hiicrelere sahip bir plasentanin trizomi-13 ve trizomi-18’1i fetuslarin canlilifini devam
ettirmelerinde olumlu etki yapar (71). Bunun tersine, trizomik hiicrelere sahip bir plasentanin,
normal karyotipe sahip bir fetiis’in gelisiminde olumsuz etki yaptig:1 da gorilmustir (44).
Term plasentada yogun olarak goriilen CPM, agiklanamayan TUGR olusumundan sorumlu
tutulur. Bu tiir iligkiler, yapilacak olan genis first-trimester CVS g¢alismalarinda bulunacak
olan mozaik sonuglarla, [TUGR bulgularinin ortaya konulmasi sonucunda yapilabilir.

CPM’in, TUGR (73, 75) , Fetal kayip (9, 166) veya gelisme geriligiyle goriilen
dogumlar (64) arasinda dogrusal bir iligki oldugunu diisiindiirten bazi deliller vardir. Genig
diagnostik CVS serileri, CPM’li gebeliklerin biiyiik ¢oZunlugunun, normal bir bebek
dogumuyla sonuglandifi gortulir. Trizomi-16 gibi plasentadaki bazi spesifik kromozom
anomalilerinin TUGR ile iligkili oldugu veya normal dogumla sonlandig: gorilebilir(75, 125).

Bu ¢aligmanin ilk bolimiinde, 8 TUGR vakasinin farkli mozaiklikler gosterdigi
bulundu. Bu sonu¢ TUGR vakalarinin % 34.8’inin (8/23) plasental mozaiklikle iligkili
oldugunu gosterir. Bunlarin iginden 2 vakamin disiik diizeyli tetraploid mozaikligi gosterdigi
dustinilir ve harig tutulursa CPM/IUGR oran1 % 26 (6/23) olur. Bu sonug Wilkins-Haugh ve
arkadaglarinin  bulduklart % 25 (3712) oramyla denk diiser(170). Fakat. Kalousek ve
arkadaglann TUGR vakalarinda CPM oranim %35 (6/17) olarak buldular(73) ve bu oranda bu
¢aligmanin sonuglarina yakindir,

Kalousek ve arkadaglar1t CVS’lerde , CPM gosteren 34 hastayi galigtilar(73). Dogum
sonrasi yapilan plasental analizlerde aym mozaiklikleri sadece 17 vakada yani yansinda

gordiiler. Aragtirmaci, CVS ile yapilan g¢aligmalarda daha yiiksek oranda anormal hiicre hatt
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olabilecegini one siirer. Mozaiklik gosteren 17 hastanin term plasentada teyid edilen 6
tanesinin geligme geriligi ile dogdugu ve bir tanesinin 6liimle sonuglandigi, geri kalanlarin (10
vaka) normal siirelerinde ve normal agirlikta dogduklanni belirtilir.

Wilkins-Haugh ve arkadaglari agiklanamayan TUGR, normal Kkaryotipli 12
yenidoganin ve 24 gelisme gosteren yenidZanin plasentalarimin  Kkaryotiplerini  analiz
ettiler(170). TUGR vakalarinin %25’inde (3/12) plasental mozaiklik bulunurken kontrol
grubundada %8.3 (2/24) oraninda plasental mozaiklik gésterdiler.

Caligmanmin Gglnct kismunda trizomiler 7, 16, 18 ve 21 igin IUGR vakalarinin
plasentalarinda yapilan analizlerde plasental mozaiklik %14.7 (5734) olarak bulundu. Bu
oran, diger ¢aligmalarda bulunan %0.04-1.8 oranlarindan oldukga yiiksektir (64, 94, 108, 123,
150, 179). Bu dusik oranlar first-trimester gebeliklere aittir. Bu ¢aligmanin oranlari ayni
zamanda Artan ve arkadaglaninin term plasentalara ait %4.8’lik oranindanda yiiksektir(4).
Fakat gozden uzak tutulmamasi gereken husus, ¢aligmamizda kullanilan tiim vakalarin ITUGR
olarak segilmig olmasidir. Bu yiizden plasental mozaiklik orammn yiiksek olarak bulunmast
normal kabul edilebilir. Eger segilmemis vakalar olsaydi diger aragtirma gruplarinin
oranlarina yakin olacagi disiniilebilir.

CPM gosteren bazi gebelikler, agir ITUGR veya hatta intrauterin 6liim gosterirken (2,
127, 176) bazilart normal bebek dogumlar: ile sonuglandi(27, 108, 159). Bu farkliliklar
uniparental dizomi’nin etkileri seklinde agiklamak miimkiin olabilir.

Extraembriyonik dokularla sinirli kalmig sitogenetik anomalilerin degisik dogum
olaylarina neden olmasinin en az iki ayr mekanizmayla iligkili oldugu sanilir :

1- Anormal hicrelerin sayisinin yiikksek olmasindan dolay: plasental fonksiyon Gizerinde direkt
etkileri; anormal hiicre hatt1 normal bir gebelikte mitotik hatay: arttirabilir yada, normal hiicre
hatt1, trizomik zigotun erken bir olusum doneminde ayrilamayan kromozomlardan (non-
disjuction) birinin kaybolmasiyla olugur, trizomik hiicre populasyonu ayrilarak
extraembriyonik hiicre hatlarim meydana getirir.

2-Trizomik bir zigotan uniparental dizomili diploid bir fetiis*iin olusumu, normal bir gametten
kaynaklanan kromozom kayb1 yoluyla olusur.

Prenatal tanida interfaz-FISH ’in giivenilirligi :

FISH teknigi, embriyonik blastomerlerin (46, 113), maternal sirkiilasyondan elde
edilen fetal hicrelerin (5), uncultured koryonik hiicrelerin (11) ve uncultured amniyositlerin
(31) analizleri de dahil olmak iizere pek gok kromozomal anomalinin prenatal tamsinda

kullanilabilir.
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Dual-colour FISH, polispermik embriyolar (18) ve normal olarak fertilize olmusg
preimplantasyon embriyolarin (46) kromozom anomalilerinin incelenmesinde kullamlabilir.
Ayrica multi-colour FISH, Handyside ve Delhanty tarafindan erken insan embriyolarinin
kromozom sayilarinin aragtiriimasinda kullamldi(45). Bu teknik, sitogenetik incelemeler igin
gerekli olan uygun metafaz kromozomlarinin yeterli olmadig: gibi durumlarda blastomerlerin
analizi i¢in idealdir.

Divane ve arkadaglari 13 ve 21. Kromozomlarin problanm kullanarak uncultured
amniyotik hiicreler ve maternal sirkiilasyondan elde edilen fetal hiicrelerin analizi igin multi-
colour FISH’1 kullandiklarini rapor ettiler(31).

Uncultured amniyositlerdeki aneuploidilerin tanisi i¢in yapilan klasik sitogenetik ve
FISH c¢alismalarinin kiyaslanmasi konusundaki ilk biiyitk ¢aligma 1992°de Klinger ve
arkadaglar tarafindan yaymlandi(80). Klingerin grubu 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarinin
spesifik alt bolgelerinden elde edilmis kozmid problari kullandilar. Bu problarla 526 vaka
incelendi. Hibridize olan hiicrelerin %90’1nin iki sinyalle dizomik oldgu goriildii Kullaulan 5
prob birlikte hibridize edildiginde hiicrelerin %50’sinden fazlasi her prob i¢in iki sinyal verdi
ve dizomik olarak kabul edildi.

Trizomik vakalar dizomiklerden rahat¢a ayrilabildi. Sitogenetik olarak dogrulanan
trizomik vakalarda trizomik hiicrelerin verdigi 3 sinyal oram %42-88dir.

Ward ve arkadaglari, kromozom 13, 18, 21, X ve Y problanm kullanarak 4500
uncultured amniyosit 6rnegini analiz ettiler ve oldukga ilgi ¢ekici sonuglar elde ettiler(167).
Kan kontaminasyonu sonucu %2.3, yetersiz amniyotik sivi sonucu %1.5 vakay: ¢ikardiktan
sonra vakalarin %90.2’sinden informatif sonuglar aldilar. 3782 vakanin 108’1 anormal olarak
bulundu ve 107 tanesi sitogenetikle teyid edildi. Otozomal trizomiler igin yanliy pozitiflik
yoktu ve otozomal etkinlik %92.5 olarak bulundu. Maternal hiicre kontaminasyonu, yetersiz
niikleus sayist ve hibridizasyon, hiicre preparasyonu gibi teknik problemlerle kargilagildi.
Ward ve arkadaglan vaka sayisimi 10.000 ‘in iizerine g¢ikardilar ve sitogenetik sonuglarla
yapilan kiyaslamada basariy1 %99.9a yiikselitiler.

Spathas ve arkadaglan uncultured amniyositlerde 500 vaka g¢aligtilar ve sitogenetik
sonuglarla kiyasladiklarinda trizomi-21°1 7/7 dogru olarak sonuglandirdilar(154).

Bu ¢aligmada, klasik sitogenetik analiz sonuglaniyla interfaz-FISH sonuglar X? testi
ile kiyaslandi farkliliklar ortaya konulmaya ¢aligildi (tablo 12). 8 vakamn 2 tanesinde
sitogenetik ve FISH sonuglan arasinda 6nemli bir fark oldugu goriildi (vaka 7 ve 19). Buna
karsilik vaka 7’nin sitogenetik ve interfaz-FISH sonuglan ¢ok benzerdir ve D16Z2 probunun
hibridizasyon etkisi, preparatlarin eski olmasindan dolay: yetersiz kald1 (tablo 6 ve 7.5).
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Bundan dolayi, hiicrelerin %7.1°i sadece 1 sinyal gésterdi ki bu oran diger vakalarda goriilen
1 sinyalden oldukg¢a yiiksektir. Vaka 6’min sitogenetik ve interfaz-FISH sonuglan arasinda
onemli bir fark olmadig: gériiliir (tablo 12).

Yiksek riskli gebeliklerde, izl aneuploidi tamsi igin interfaz-FISH’in kullanimi
numunenin alinmasindan 48 saat i¢inde sonug verilebilmesi bakimindan ¢ok degerlidir (156).
Triploidi gibi saglik agisindan Onemli aneuploidilerin hizli tamsi hastamin gelecegi
bakimindan ¢ok onemlidir. FISH sonuglari aneuplidilerin hizli tamst agisindan ¢ok yararl
sonuglar verebilir fakat aneuploidiler klasik sitogenetikle tam1 konulabilen tiim anomalilerin
ancak %50-70’ini olustururlar (141).

FISH’in tamamen bagimsiz bir teknik olarak kullanilamayacag: disiinilir(130, 167).
FISH, hizli olmak, sonuglan kiiltiire gerek olmadan alinmasi, maliyet azhig ve MCC’nin
eliminasyonu gibi pek ¢ok avantajlarina karsilik, interfaz-FISH sonuclarn mutlaka klasik
sitogenetik sonuglarla teyid edilmelidir. Interfaz-FISH, daha onceden tamsi konulmarmg
kromozomal anomalilerin, yalanct negatiflik veya yeterli olmayan sonuglan yiiziinden
annenin endigesini arttirir.

Interfaz-FISH’le mozaiklik g¢aligmalari, mozaiklik oram diisik oldugunda baz
problemleri birlikte getirir. Vaka 7’nin FISH sonuglan ele alindiginda, A, P, 3, 4 5 Ve 6
kullanilarak mozaik yada non-mozaik kararini vermek zordur. Trizomik hiicrelerin orany,
diploid hiicrelerle kiyaslandiginda oldukga diigiiktiir ve bu vakamin non-mozaik oldugu
distinilir. Buna karsilik Koryon ve P; sonuglan kullamilirsa trizomik ve diploid hiicrelerin
oraninin birbirine ¢ok yakin olmasindan dolay1 vakanin mozaik oldugu sonucu gikarilir. Ayni
sonuglar vaka 8, 17 ve 18 i¢in de gikarilabilir.

Yukarida tartigtlan vakalarin sitogenetik analizleri de digik dizeyli mozaiklik
karakterlerini gosterdi. Bununla beraber, interfaz-FISH sonuglari i¢in yapilan yorumlar
sitogenetik bulgular i¢in sdylemek zordur.

Bir vaka’mn mozaik oldugunu soyleyebilmek i¢in 3 sinyal alinan hiicre sayisinin
toplam hiicrelerin %23.4%iinden fazla olmast gerekir(47). Interfaz-FISH kullanilarak elde
edilen bu ¢aigmanin sonuglar, vaka 7, 8, 17 ve 18 i¢in %23.4’den genellikle daha digiiktir.
Bu yiizden bu vakalar mozaik olarak tammlanamazlar.

Yukarida tartigilan test sonuglarindan sonra genel olarak sunlar soylenebilir:

1-FISH, klasik sitogenetikle yapilabilenden daha fazla hiicreyi hizh bir gekilde analiz
edebildiginden, plasental dokulardan elde edilen interfaz hiicrelerinde kromozomal

aneuploidilerin ortaya konulmasinda ¢abuk sonug¢ verir. Doku kiiltiirii ihtiyacim1 ortadan
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kaldirmasiyla interfaz-FISH, klasik sitogenetik tekniklerin kullanilmas: sirasinda kaybedilen
orneklerde bagariyla uygulanabilir ve kromozom yapist hakkinda yeterli bilgi verir.

2- FISH, CVS ormeklerinde trizomi-18 ve trizomi-21°in varliini tahmin etmede
basartli bir sekide kullanildi. Bu, kiiltir ihtiyacini ve tam kromozom analizini ortadan
kaldirarak hizli bir gekilde tani koymay: sagladigi gibi ¢ok daha fazla hiicre analizinin
yapilmasina firsat verir.

Gelecekte, Kromozomal aneuploidilerin FISH kullamlarak yapilmasi, fetal
anormallikler agisindan yiiksek riske sahip gebelerden alinacak gesitli érneklerin taranmasi
hizli bir gekilde gergeklestirilebilecektir. InterfazFISH igin gelecek iimit vericidir. Pek ¢ok
laboratuvar ticari problar veya kendi laboratuvarlarinda gelistirdikleri problart kullanarak
FISH tekniklerini olusturmay: denemektedirler. Su durumda 5 renkli interfaz-FISH, sayisi
giderek artan laboratuvarlarda kullanilmaktadir ve muhtemel renk kombinasyonlarinin sayist
artmaya devam edecektir (31, 110, 132). Ayrica, metafaz kromozomlarinda birlikte kullanilan
27 farkli DNA probunun renk ayirimu ve deteksiyonu igin epifluorescence filtreler ve
bilgisayar programlart gelistirilmekte, multi-colour FISH ile karyotip analizinin olabilirligi
gosterilmeye c¢alisiimaktadir (155).
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OZET

Kromozomal mozaiklik, kiside iki ya da daha fazla, karyotipik olarak farkli hiicre
hatlarnin ortaya ¢ikmasidir. Bu, genel mozaiklik olabildigi gibi plasenta veya embriyo ile
siurli sekilde de gorilebilir. Confined plasental mosaicism (CPM), intrauterine growth
retardation (IUGR), fetal kayiplar veya gelismemis bebek dogumlaniyla ilgili olabilir.
CPM’nin etkisi, mozaikligin seviyesi ve CPM’e neden olan kromozomla ilgilidir.

Bu calismanin ilk bolimiinde, doku kiiltirii teknikleriyle elde edilen klasik
sitogenetik sonuglar ve interfaz-FISH sonuglar1 kullanilarak, plasental mozaiklik ile TUGR
arasindaki iliski aragtirildi. Bu tekniklerle elde edilen sonuglarin karsilagtirilmastyla, interfaz-
FISH’in kromozomal aneuploidilerin aragtirlmasindaki kullamlabilirligi tartigild.

Ikinci bolimde, trizomi-18 ve trizomi-21, uncultured Chorionic Villus Sampling
(CVS) hiicreleri kullanilarak dual-colour interfaz-FISH teknigiyle tarandi. Bu caligmamn
amaci, uncultured CVS’de dual-colour FISH’in kromozomal aneuplidilerin prenatal tam igin
hizli bir gekilde ortaya konulup konulamayacaginin arastirilmasidir.

Ugiinci bolimde ise gok yaygin olarak rastlamidig: bildirilen trizomi-7, trizomi-16,
trizomi-18 ve trizomi 21 gibi kromozomal aneuploidiler dual-colour interfaz-FISH teknigi
kullanilarak TUGR gosteren vakalarin plasental dokularinda aragtirildi.

Caliymanin ilk boliminde 23%i agiklanamayan TUGR vakasina ait toplam 29
plasenta kullamldi. Bu plasentalardan alinan amniyon, Koryon 6 plasental bolge 6rneginden
doku kiltiri ile elde edilen klasik sitogenetik sonuglari degerlendirildi ve 17 vakamn
kromozomal agidan normal ve 12 vakanin bazi sayisal anomaliler gosterdigi bulundu. TUGR
gosteren vakalarin 8’inde kromozom sayisi agisindan gesitli mozaiklikler gozlendi. Bir vaka
MCC’den dolayr mozaik olarak degerlendirilmedi. Bu grupta plasental mozaiklik oraninin
%34.8 (8/23) oldugu gorilldia. Eger tetraploidi mozaikligi gorillen 2 vaka bu gruptan
¢ikarilirsa mozaiklik orant %26 (6/23) olarak degerlendirilebilir. Bu anomalili 12 vakadan 3’ii
trizomi-21 olarak goriildii. Bunlarin2’si saf trizomi-21, digeri 46,XX/47,XX+21 karyotipli bir
mozaiklikti. Iki vaka mozaik trizomi-16, 1 vaka mozaik trizomi-5, 1 vaka mozaik trizomi-20
ve 1 vaka saf trizomi-15 olarak ortaya ¢ikti. Bir sex kromozomu monozomisi mozaikligi
46,XX/45,X karyotipiyle kendini gosterdi. Ayrica 12 vakamn tgiinde poliploidi gorildii.
Bunlardan biri saf triploidi (69,XXX), ikisi diisiik seviyeli tetraploidi mozaikligi gosterdi.
Tetraploidi mozaiklerden birinde 46,XX/92,XXXX karyotipi ve diploid/tetraploid oram
%81/%19 iken digerinde 46,XY/92,XXYY karyotipi ve diploid/tetraploid oram %79/%21
olarak tespit edildi.
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Her bir vakamin amniyon, koryon ve plasental bélgelerinden elde edilen sitogenetik
sonuglarla ortaya ¢ikan mozaiklik oranlari X testiyle analiz edildi ve bazi 6nemli farklar
bulundu. Paralel olarak, aym plasental bolgeler kullaularak elde edilen interfaz-FISH
sonuglar1 da mozaiklik seviyeleri agisindan kiyaslandi ve yine baz: 6nemli farklar elde edildi.

Klasik sitogenetik ve interfaz-FISH sonuglari X? testiyle kiyaslandiginda, iki
teknigin birbirinden o6nemli bir farki olmadigt goérildi. Cok ¢abuk sonu¢ alinmasi
gerektiginde, doku kiiltiiriine gerek kalmadan interfaz-FISH’in klasik sitogenetik analiz yerine
sayisal kromozom anomalilerinin aragtirilmasi i¢in kullamlabilecegi sonucuna varildi.

Caliymanin ikinci boliminde, L1.84 (kromozom 18’e spesifik) ve YAC 831B9
(kromozom 21’e spesifik) problar , dual-colour interfaz-FISH teknigiyle 94 CVS’de trizomi-
18 ve trizomi-21 taranmas: amaciyla kullanildi. Bir vaka trizomi-18, 3 vaka trizomi-21 olarak
bulundu. FISH sonuglar1 daha sonra klasik sitogenetik sonuglarla karsilagtinildi ve tim
vakalann her iki teknikle de aym sonucu verdigi gorildii.

' Cabigymanin Ggiincti bolimiinde, TUGR’l1 34 plasenta en yaygin trizomiler olarak
bilinen 7, 16, 18 ve 21’in aragtirilmast igin kullauldi. Interfaz-FISH preparatlarinin
yapilmasinda “touch preparation” protokoli ile her bir plasentadan 6 degisik saha biyopsisi
kullamldi. Dual-colour interfaz-FISH deneyleri, digoxigenin igaretli D7Z1 ve bioti isaretli
D16Z2 problan birlikte, digoxigenin igaretli L1.84 ve biotin isaretli YAC 831B9 problan
birlikte kullanilarak gergeklestirildi. Herbir vakanmn herbir bélgesinden 100 hiicrenin
analiziyle her vaka i¢in toplam 600 hiicre analiz edildi. Kullamlan 34 vakanin 6’sinda sayisal
anomali tesbit edildi. Biri saf trizomi-21, 3 mozaik trizomi-18 ve biri mozaik trizomi-21
olarak goriildi. Kromozom 7 ve 6 igin herhangi bir anomali bulunmadi. TUGR plasentalar
kullanilarak yapilan trizomi 7, 16, 18 ve 21 arastiriimasi sonucunda plasental mozaiklik orani

%14-7(5/34) olarak bulundu.
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SUMMARY

Chromosomal mosaicism is the presence of two or more karyotypically different
cell lines in an individual. It may take the form of generalised mosaicism or may be
confined either to the placenta or the embryo. Confined placental mosaicism (CPM) may
be associated with intrauterine growth retardation (IUGR), fetal loss or poor perinatal
outcome. The adverse influence of CPM depends on its level and the chromosomes
which are involved.

In the first part of this study, the relation of IUGR and placental mosaicism was studied
using conventional cytogenetic analysis through tissue culture techniques and interphase-
FISH technique. The results obtained with these techniques were compared to evaluate
the usefulness of interphase-FISH to detect chromosomal aneuploidies. In the second
part, trisomies 18 and 21 were detected by dual-colour interphase-FISH on uncultured
chorionic villus samples (CVS). The aim of this part of the study was to show that
trisomies 18 and 21 can be rapidly detected by dual-colour FISH using uncultured CVS
for prenatal diagnosis. In the third part of this project, the presence of some commonly
reported chromosome trisomies such as 7, 16, 18 and 21 were studied in IUGR placental
tissues, using dual-colour interphase-FISH.

Six placental samples from cases having undergone pre-natal diagnosis (3 of these cases
having been previously identified as having chromosome abnormalities), and 23 placental
samples from pregnancies complicated by unexplained TUGR (total 29 samples) were
used in the first part of the study. Conventional cytogenetic analysis obtained by tissue
culture using amnion, chorion and six sites of the placental tissue showed that seventeen
cases were chromosomally normal, while the remaining 12 cases had some numerical

abnormalities. Eight of twenty-three ITUGR cases showed different mosaicism in the first

1an
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part of study (this excludes the one case of proven MCC). This means that the rate of
placental mosaicism was 34.8% (8/23) in this group (although if the two cases of
tetraploidy are excluded this would give a rate of 26% (6/23). Out of these twelve
samples, three cases of trisomy 21 were detected, two of which were complete trisomy
21 with 47 XY,+21 karyotypes and the other was mosaic 47,XX,+21/46,XX. Two cases
were found to be mosaic trisomy 16. One case showed trisomy 15. Mosaic trisomy 5 was
also found in one sample. Another sample showed a mosaicism of trisomy 20.
Monosomy for a sex chromosome was found in one sample with a 45,X/46,XX mosaic
karyotype. Three of the 12 samples were polyploidies. One of the polyploidies was a
pure triploidy (69,XXX), two cases showed low level mosaicism with tetraploidy, having
92, XXXX/46,XX (19% of tetraploid and 81% of diploid cell line) and 92, XXYY/46, XY
(21% of tetraploid and 79% of diploid cell line) karyotypes.

The level of mosaicism (obtained by conventional cytogenetic analysis) between different
regions of the placenta, amnion and chorion in each sample was analysed using the %2
test and some statistically significant differences were found , but no consistent pattern
was evident. On identification of a mosaicism using conventional cytogenetics, the same
regions of placenta, amnion and chorion were used to detect abnormalities by interphase-
FISH using the relevant probes.

Interphase-FISH and conventional cytogenetic results were compared by using the %2
test in order to show the usefulness of one as opposed to the other. The results showed
that there was no significant difference between conventional cytogenetic results and
interphase-FISH results, therefore, interphase-FISH technique can be used for the
detection of numerical chromosome abnormalities instead of conventional cytogenetic
analysis when rapid results are required, and without the necessity for conventional

culturing.

ann
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94 chorionic villus samples (CVS) were used to detect trisomy 18 and trisomy 21 by
dual-colour interphase-FISH using the probes L1.84 (specific for chromosome 18) and
YAC 831B9 (specific for chromosome 21) in the second part of the study. One case
showed a trisomy 18 and another three cases showed trisomy 21. The FISH results were
later compared with conventional cytogenetic results obtained by the tissue culture
techniques, and no discrepancies were found

In the third part of the study, 34 placental samples with TUGR were used to detect the
most common autosomal trisomies 7, 16, 18 and 21. Six different regions from each
placental sample were used to prepare the interphase-FISH slides following the
development of the touch preparation protocol. Dual-colour interphase-FISH
experiments were accomplished using the probes digoxigenin-labelled D7Z1 with biotin-
labelled D16Z2 and digoxigenin-labelled L.1.84 with biotin-labelled YAC 831B9. A total
of 600 interphase cells from each sample (100 cells from each region) were analysed. Six
of these 34 samples showed chromosome abnormalities, one complete trisomy 21, 3
trisomy 18 mosaics and 2 trisomy 21 mosaics. No chromosomal aneuploidy for
chromosomes 7 and 16 was found. Placental mosaicism was found in 5/34 (14.7%) of
the IUGR samples for detection of trisomoies 7, 16 18 and 21 in the third part of this

study.
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