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OzZET

Kalitsal hastaliklarain erken dénemde tanisinin
konulmasinda kullanilmak lizere ve kord kanindan direkt kromozom
analizi yomteminin oturtulmasi amaciyla Aralik 1990 - Haziran
1991 tarihleri arasinda Eskigehir sSaglik Miidlirligi Dodum ve
Gocuk Bakimevi'nden miyadinda ve normal dodan, dodum sonrasinda
gergeklegtirilen fizik muayenede herhangl bir malformasyon
saptanamayan 25 yenidoganin kord kani 1ile periferik kan
Ornekleri GENTAM'da (Anadolu Universitesi Rekt8rliigli Genetik
Hastaliklari Dogumdncesi Tani ve Biyoteknoloji Uygulama

Aragtirma Merkezli) kromozom kuruluglari bakimindan
dederlendirildi.
Aragtirma 1kl agamada gergeklegti : Ilk agamada 25

yenidogandan dodum sirasinda alinan kord kanindan en iyi
metafaz plaklari elde edlilinceye kadar direkt kromozom analizi
ydnteminde modifiye iglemleri slirdilirlildii. Direkt yontemle
kromozom analizl iglemlerinde Day ve ark. (1988), Granham ve
Sutherland (1987), 1lle Francke ve ark. (1979) tarafindan
geligtirilen yontemlerden yararlanildi. Metafaz plaklari;
kalite ve saylr olarak, kromozomlar; morfoloji ve bant
6zelliklerl bakimindan dederlendirilerek en 1yl sonucun elde
edildigi yontem ortaya kondu. Bu ybntemde kord kaninin alinigi
ile ekimi arasinda gegen en uygun siirenin < 12 saat oldudu,
ekim igin newborn bovine serum ile hazirlanan RPMI-1640 en
uygun besiyeri oldugu, kord kani direkt kromozom analizi igin 2
saat 45 dakikanin en uygun kiiltir siiresi oldudu, en uygun
colcemid konsantrasyonunun 0.02 Fg/ml ve bu colcemid solisyon
ile 15 dakikalik inkiibasyon oldugu, en uygun KCl soliisyonunun
0.047 M ve bu KCl soliisyonu ile 45 dakikalik inkilibasyon oldugdu,
en uygun tesbit disgleminin hipotonik soliisyon + hiicre
slispansiyonu lizerine uygulanarak gergeklegtigl saptandi.



Ikinci agamada yine 25 yenidodandan alinan kord kani ve
periferik kan Ornekleri kiiltiire edildi. Bu yolla elde edilen
metafaz plaklarinin, hem kendl aralarinda hem de kord kanindan
direkt analiz ydontemiyle elde edllenlerle kargilagtirilmasi
vapildi.Periferik kandan lenfosit kiiltiir ySntemi olarak halen
GENTAM sitogenetik laboratuvarinda kullanilan ve Bagaran (1982)
tarafindan modifiye edilen standart kiiltlir yontemi uygulandi.
Kromozom analizi sonucunda dederlendirme i¢in GTG bantlama
teknigil kullanildi.

Direkt ve kiiltir ¢aligmalarinda elde edilen metafaz
plaklari ekim bagina saptanan metafaz plak sayisi ve kalitesi
ile kromozom morfolojisi ve bant ©Ozellikleri agisindan
degerlendirilerek kargilagtirildi. Sonugta her lig galigmada 25
venidogana iligkin kromozom kuruluglari: 10 8rnekte 46,XX ; 15
Ornekte 1ise 46,XY olarak saptandi.

Dedgerlendirmeler sonucunda direkt yontemle elde edilen
iyi dagilmis ve kalitell metafaz plak sayisinin kiiltir
ybntemine gére az oldudu, buna kargilik kromozom morfolojisi ve
kromozomlarin bant alma Ozellikleri bakimindan yéntemler
arasinda bir farklilik olmadidi saptandi. Her 1ki y&ntem
birbirinl karyotip agisindan destekler nitelikte oldudundan
direkt yontemin kordosentez sonrasi rutin tani 1iglemlerinde ya
da CVS ve amniyosentez gilbl prenatal tani yodntemlerinin
dogrulanmasinda uygulanabilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler; Direkt karyotipleme, Fetal kan,
Fetal kan Orneklemesi, Fetal
karyotipleme, Hizli karyotipleme
Kordosentez.



SUMMARY

In this study, our aim is to determine the karyotype of
the newborns from the cord blood by rapid karyotyping, and
eventually, to evaluate the applicability of this method by
comparing i1t with the culture method. We compared the quality
of metaphases, morphologic and banding features of chromosomes
by using both rapid karyotyping and culture methods in the cord
blood of 25 newborns who were normal and delivered in time. We
determined that the most convenient medium was RPMI-1640
supplemented with %20 Newborn Bovine Serum; the most convenient
duration of incubation was 2h 45min; the most convenient
colcemid concentration was 0.02 Fg/ml, the duration of
incubation with colcemid was 15min; the «concentration of
hypotonic sclution was 0.047M and the most convenient duration
of incubation with KCl was 45 min. When we conpared the
metaphases of direct method with the culture method of cord and
newborn peripheric blood samples, we determined that no
differences were observed 1in the morpholgic and banding
features of chromosomes and the quality of methaphases. As a
result, we concluded that rapid karyotyping from cord blood can
be routinely used; and this method can also be used to support
the results of prenatal diagnosis techniques such as CVS,
amniocentesis or cordocentesis.

Key words: Cordocentesis, Direct karyotyping,
Fetal blood, Fetal blood sampling,
Fetal karyotyping, Rapild karyotyping.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DIiziNni
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1. GIiRrig

Son yillarda bagta enfeksiyon hastaliklari olmak lizere
cegltli tip dallarinda dnemli ilerlemeler olmus , gerek tedavi
edicl ve gerekse koruyucu hekimlik agisindan pek ¢ok problem
¢bziimlenmig ya da ¢dzimleme durumuna gelmigtir. GClinlimlizde
¢evresel etkenlerle olugan hastaliklarin kontroliine yonelik
bliylik bagarilarin saglanmasi kalitsal hastaliklarin tani ve
tedavli g¢aligmalarini 6én plana c¢ikarmig ve bu alandaki
uygulamalarin dnemini arttirmigtir.

Digder taraftan neonatolojideki geligmelere bagli
olarak perinatal ©6liim oranindaki genel bir azalmaya radmen
yenldogandakl letal malformasyonlarin siklidi sabit kalmaktadir
(Bagaran 1990). Canli dodumlarin yaklasik %2-5 kadarinda
genetik hastalik veya konjenital malformasyon gdriilmektedir.
Ayrica koroner kalp hastalidi, diabet ve kanser gibi
yetigkinlerde sik goriilen birgok hastalidin temelinde de
belirgin bir genetik predispozisyon bulunmaktadir (Bagaran
1989).

Bu aragtirmada genetik hastaliklarin tanisinda
kullanilabilecek kolay ve ¢abuk bir . yontem olugturulmasi
diistinilmiigtiir. Cegitll nedenlerle prenatal tani yapilamayan
riskll gebeliklerde dodumdan hemen sonra yenldoganin en kisa
slirede ve kolay bir ydntemle genetik yénden incelenmesinin
saglanmas1i amaglanmig ve bu nedenle alternatif bir yontem olan
kord kanindan (sonuca gabuk ulagan) direkt yontemle kromozom
analizl galismasi planlanmigtir.



Aragtirmamizda O©zellikle kord kaninin heniiz nedeni
bilinmeyen lenfosit orani fazlaligindan vyararlanarak miyadinda
ve normal dodan vyenidogana 1ligkin kord kani O&rneklerinden
direkt ydntemle elde edilecek bulgularin Kkiiltiire edilen kord
kani ve vyenidogan periferik kani bulgulari ile wuygunluk
gbsterip gbstermedigl kargilagtirilarak degerlendirilecek ve bu
yvolla direkt ydntemin avantaj veya dezavantajlari ortaya
konmaya galigilacaktir. Ayrica kord Kkanindan direkt kromozom
analizi yontemi pratik olarak uygulanabilir hale getirilerek ya
kordosentez sonrasi rutin tani 1iglemlerinde ya da CVS ve
amniyosentez gibi tani yontemlerinin dogrulanmasinda kullanilip
kullanilmayacadi konusuna bir agiklik getirilecektir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Glinlimiizde gevresel etkenlerle olugan hastaliklarin
kontroliine ydnelik biliylik bagarilarin sadlanmasi kalitsal
hastaliklarin tani ve tedavl galigmalarini on plana g¢ikarmisg
ve bu alandakl uygulamalarin Snemini arttirmigtir. Kalitsal
hastaliklar siklikla agir seyreden ve glinlimizde genelde
tedavisi miimkiin olmayan hastaliklardir. Bu nedenle bu tiir
hastaliklarin tani ve tedavisindekl ama¢ tekrarlama riskini
ortadan kaldirarak hastalik insidansinin azaltilmasi ve
saglikli toplumlarin olugturulmasidir.

1986 yilinda UNICEF tarafindan yapilan bir
aragtirmada diinyada g¢egitlil faktdrler nedeniyle &zilirlli olan
514 milyon kiginin  bulundudu saptanmigtair. Yetersiz
beslenme, enfeksiyon ve enfeksiyon dig:i hastaliklar,
yaralanmalar, psikilyatrik dilizensizlikler, alkol ve 1ilag
kullanimi gibi faktdrler $81 oraninda etken olurken,
konjenital diizensizlikler %19 1ile ikinci sirayi almaktadir.
Bunun yanisira bir gok psikiyatrik diizensizligin konjenital
oldugu dikkate alinirsa toplam olarak %27 oraninda
konjenital diizensizlik oldudu ortaya ¢ikar. Bu da her g
dzlirliiden birinin konjenital nedenlerle engelli oldudunu
ortaya koymaktadir (Bagaran 1990).

Konjenital hastaliklarin nedenleri incelendiginde
alti grup altinda toplanabilir:

1. Kromozom Anomalileri: Kromozomlarin sayisal

(Down Sendromu) ve vyapisal (Kromozomal translokasyonlar)
diizensizliklerl sonucu ortaya ¢ikmaktadir.



2. Tek Gen Mutasyonuna Badli Anomaliler: Gen

dlizeyindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadirlar
(Talasseml).

3. Kalitsal Metabolik Hastaliklar: Dodumsal enzim
eksikligl ya da yetersiz enzim fonksiyonu nedeniyle ortaya
¢ikan hastaliklardir (Mukopolisakkaridozis).

4, Multifaktdriyel Diizensizlikler: Cevre ve
kalitimin etkilegimi sonucu ortaya ¢ikmaktadirlar (Diabet).

5. Konjenital Malformasyonlar: Cegltli teratojenik

ajanlarin etkisi sonucu ortaya g¢ikan diizensizliklerdir
(Yarik damak, yarik dudak).

6. Cevresel Faktorlerle Olusan Diizensizlikler:

Kalitsal bir niteligl olmayan ancak intrauterin dodnemde
zararli bir etki sonucu olugan diizensizliklerdir.

Yukarida siralanan nedenlerden en ©Onemlileri olan
ve lizerinde durulmasi gerekenler kromozom anomalileri, tek
gen mutasyonlari ya da enzim eksikligi sonucu ortaya ¢ikan
hastaliklardir. Bu hastaliklarin kalitsal olmasi, tekrarlama
riskinin bulunmasai, prognozlarinin iyl olmamasi ve
tedavilerinin gergeklegtirilememesi nedeniyle aile ve toplum
igin maddi manevi biiyiik bir yiik olugsturmaktadir. Kalitsal
hastalikli bir g¢ocuga sahip ailenin tagidigi manevl yiikiin
yanisira bu bireyin egitimi ve tedavisi igin ilgili aille
maddi bir yiikiin de altina girmektedir. Durum toplum saglidi
agisindan degerlendirildiginde ise kalitsal hastalik
insidansi yiiksek olan bir toplumda bu bireylerin iiretici
durumda olmamalari yanlizca tiiketicli olmalari toplumda biliylik
oranda kayiplara neden olmaktadir.



Kalitsal hastaliklar akraba evliligi oraninin
yiksek oldugu lilkemiz ig¢in daha da ©nem kazanmaktadir.
Parental akrabalidin prenatal ve postnatal kayiplar lizerine
etkisi dederlendirildiginde, akraba evliligi ile &zellikle
de birinci yegen evliligli ile prenatal ve postnatal
6llimlerin arttidi gbzlenmekte otozomal resesif kalitiml:
hastaliklar agisindan populasyona mutasyonel bir yik
getirdigi bilinmektedir (Bagaran 1989). Bu bulgular akraba
evliligi orani %21.21 oldudu ve en riskli gurup olan birinci
yedgen evlilidli insidansinin yiliksek oldudu {ilkemiz ig¢in de
Onemlilik kazanmaktadir. Abortus, 61l dodum, erken vyas
gocuk Oliimlerinin akraba ev1iligl yapan ¢iftlerde daha sik
gbzlendidi pek ¢ok aragtirici tarafindan bildirilmektedir
(Bagaran ve ark.1989).

Daha saglikli bir topluma ulagabilmek  igin
kalitsal hastalik insidansinin minimuma indirilmesi
gerekmektedir. Bunun igin ¢egitli prenatal tani teknikleri
geligmlg lilkelerde wuzun siireden beri iilkemizde ise birkag¢
yLldan beri GENTAM, PRETAM gibi bazi merkezlerde bagariyla
uygulanmaktadir.

2.1. Prenatal tani teknikleri

20.ylizyilda Ian Donald tarafindan ultrasonogra-
finin bulunmasiyla fetiisiin geligimi, davranigi incelenmig
daha sonralari bunun geligtirilmesiyle fotograf g¢ekme
imkani dogmusgtur. Bu arada klinisyenlerin kalitsal
hastaliklari farketmeye baglamasiyla fetiisi morfolojik
olarak incelemekle beraber olabilecek kalitsal ve
biyokimyasal diizensizliklerin dogum Oncesi tanisi Onem



kazanmigtir. Prenatal taninin gerek aille gerekse toplum
agisindan &nem kazanmasi bu konudaki galigmalari
arttirmigtir. Ozellikle pek gok ililkede son 15-20 yil iginde
gebeligin sonlandirilmasinin yasal olarak kabul edilmesi
prenatal tani tekniklerinde pek ¢ok yaklagimin denenmesine
neden olmustur.

Son yillarda geligtirilen prenatal tani teknikleri
baglica iki grup altinda toplanir (Connor and
Ferguson-Smith 1987).

indirekt Yontemler
Direkt Yontemler

1

2.1.1. Indirekt ydntemler

2.1.1. a) Radyografi

Gestasyonun ilk ddnemlerinde fetal
kemiklerin mineralizayonunun tamamlanmamasindan ve geligen
organizma igin Jiyonize radyasyonun tehlikelli olmasindan
dolayi, fetlisii radyoaktif iginlarla incelemek i¢in yapilan
girigimlerden son dbnemler kadar pek Snemli sonug
alinamamigtir. Bu nedenle gok kisitla olarak
kullanilmaktadir. Radyografi glinilimiizde gebeligin 20,
haftasinda sadece bazi tip iskelet anomalilerinin tanimi
igin kullanilmaktadir.



2.1.1. b) Ultrasonografi

Ultrasonografi indirek bir tetkik ydntemi
olup ultrases dalgalari veren bir alet yardimi ile fetiislin
i¢ ve dig organlarinin goriilmesi ve varsa anomalinin
saptanmasi esasina dayanir. Fetlisiin kafatasina alt
bozukluklari, ndral tiip defektleri,ekstremite bozukluklari,
i¢ organ anomalileri ve konjenital kalp hastaliklari bu
yontemle taninmaktadair.

Fetlis ve anne i¢in sakincasi olmayan
glivenilir bir prenatal tani yodntemidir. Gebelidin 16.-17.
haftasindan sonra fetal defektler daha kolay gdzlenir.
Ayrica ultrasonografi direk  ydntemlerin uygulanmasi
sirasinda da kullanilir.

2.1.2. Direkt yOntemler

2.1.2. a) Amniyosentez

Gebeligin ikinci ddneminde yapilan
amniyosentez fetlisiin g¢evresinde bulunan amniyon sivisindan
bir miktar alinarak incelenmesidir., 1950'l1i yillarda
Erythroblastozis fethalis hastalidinin incelenmesli amaciyla
amniyotik sivi alinmig ve sivida fetlise ait hiicrelerin
oldugu farkedilmigtir. 1960 yilinda Fuchs. bu bulgulardan
hareket ederek 6zellikle X' e bagli hastaliklarda &nem
kazanan cinsiyet tayini i¢in amniyotik hiicrelerde Barr body
incelemesi yapmigtir. Bundan sonra amniyotik sivinin analiz
edilmesi prenatal tani yontemi olarak kullanilmaya baglanmisg
ve Kkisa slirede genis bir uygulama alani bulmugtur.



Amniyosentez igin en uygun zaman gestasyonun 16.:-18
haftalaridir (Ferguson-Smith 1989). Bu haftalar arasinda
aseptik kogullarda, ultrasonografi yardimiyla plasental
yerlegimin incelenmesinden sonra idne ile amnilyotik kaviteye
transabdominal olarak girilip en az 20 ml sivi c¢ekilerek
pek cok ama¢ igin yeterll savi ve hilicre elde edilmis olur.
Maternal kontaminasyonu ©&nlemek ig¢in ¢ekilen amniyotik
sivinin 1lk birkag¢ damlasi akitilmalidir.

Amniyotik sivi hilicreleri ve supernatantla
su testler yapilmaktadir:

- Fetal cinsilyet tayini

- Fetal karyotipleme

- Fetal enzim analizi

- Fetal DNA analizi

- Amniyotik sivida biyokimyasal analizler

Amniyosentezde uygulama anne ve bebege hig
bir rahatsizlik vermez. Anne sivi alindiktan 1l-2 saat sonra
evine gidebilir. Komplikasyonlar agisindan oran ¢ok diiglk
olup en fazla fetal kayip orani % 0.5 - 1 arasinda
hesaplanmigtir( Ferguson - Smith 1989).

Amniyosentezle saptanabilen hastaliklar
sunlardir:

- Kromozom sayl ve yapi anomalilerinin tiimi

- Kalitsal metabolizma hastaliklarinin
6nemli bir bdlimi

- Cinsiyete bagli hastaliklarda cinsiyet
tayini



- Noral tip defektleri
- Molekiiler genetik tani ydntemleri
uygulanabilen hastaliklar

Amniyotik sivi hiicreleri kiiltilire edilir

boylece a~3 hafta iginde geligen hiicrelerden sonug
alinabilir.

2.1.2. b) CVS ( Chorionic Villi Sampling )

CVS birincl trimesterde en erken taninin
yapilmasini saglayan bir prenatal tani ydntemidir. CVS 9.
haftadan itibaren uygulanabilmektedir. Bu ydntemle fetiisi
besleyen plasentanin Kkoryon tabakasindan bir miktar doku
aspire edilir. Uygulama iki dedigik yoldan yapilir:

i- Transservikal Y&ntem : 9.-12. gebelik
haftasinda ultrasound yardimiyla ve ince bir kateter ile

vajen ve serviks vyoluyla plasentaya ulagilarak doku aspire
edilir.

1i- Transabdominal Y&ntem : 13. Gebelik
haftasindan itibaren ultrasound yardimi ile ince bir igneyle
karin duvarindan plasentaya girilerek (amniyosentez

igleminde oldugu gibl) doku elde edilir. Hangl ydSntemin
uygulanacagi gebelik durumu ve plasentanin yerlegimine gbre
belirlenir.

Her 1kl y®6ntem sonucunda sitogenetik analiz
igin en az 5 mg doku gerekmektedir. Bu dokuyu olugturan
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trofoblast hiicreleri yiliksek mitotik aktiviteleri sayesinde
hem direk olarak hem de hiicre kiiltirli ile incelenebilir.

Gebeligin erken ddneminde kendiliginden diigiik
riski % 4-5 olmasina Kkargi CVS in uygulandidi gebelerde bu
oran biraz daha yilikselmektedir.

CVS ile tanisi konan hastaliklar ndral tiip
defektlerl diginda amniyosentezle taninan tiim hastalik ve
anomalilerdir.

2.1.2.c) Fetoskopi

Dider bir prenatal tani yéntemi olan
fetoskopli, fetusun endoskopl i1le 1izlenmesi olup optimum
zamani gestasyonun 18.~ 20. haftalaradir. Aletin

biliyiikliiglinden dolayi sinirli bir alan gbzlenebilmektedir.
Fetlis tamamen izlenememektedir. Fetoskopli sonrasi diligiik
riskl yaklagik $ 3-4 dolaylarindadir (Ferguson - Smith
1989) . Halen bu ydntemle deri ve karaciger biopsileri de
yvapilabilmektedir.

2.1.2.d) Fetal Kan Orneklemesi

Fetal kan Orneklemesi gestasyonun 18. hafta
veya daha geg¢ ddneminde ultrasonografi yardimiyla  umblikal
ven ponksiyonu 1ile (kordosentez) veya plasentaya idne
uygulayarak (plasentasentez) elde edilmektedir. Alinan kan
érnegi, kalitsal immun defektleri, trombosit
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diizensizliklerini, fetal viral enfeksilyonlari ve kromozom
aberasyonlarani 1igeren g¢egitll fetal diizensizliklerin
tanisinda kullanilir (Boulot et al. 1990). Bu wuygulama
Fragil-X sendromu igin riskli gebeliklerde veya
ultrasonografi taramasinda kromozomal sendromu destekleyici
bir &zelligl gOsterdidi gebeliklerde hizli fetal kromozom
analizini sagladigi ig¢in tercih edilir. Bu teknikle fetal
mortalite orani %1.9 arasindadir (Boulot et al. 1990) .

Fetal kan Orneklemesi 6zellikle son yillarda
rutin olarak uygulanilmaya baglanmigtir. 1983'e kadar fetal
kan fetoskopi 1ile elde edilirken artik bunun yerine
kordosentez uygulanmaktadir (Orlandi 1990, Boulot 1990).
Fetal kan Orneklemesl diger bir prenatal tani teknigi olan
amnlyosentezle kargilagtirildiginda 48-72 saatte karyotipin
saptanmasindan dolaylr genig uygulama alani bulmaktadir
(Gosden 1985, Nicolaides 1986). Fetal kan d&drneklemesi hizli
sonu¢ alinmasinin gerektidil spesifik sitogenetik riski olan
gebeliklerde vya da fetal anomalilerden dolayi anormal
karyotip gliphesinin oldugu durumlarda uygulanabililmektedir.
Ayrica fetal kan Orneklemesi, amniyotik sivida bulunan fetal
deri, embriyoclojik membran, trofoblast, gastroentestinal,
respiretuvar ve urogenital kanal hiicrelerinin karigimindan
olugan fetal doku da farkliliklar gdstermektedir ki bu
gergek mosaisizm ve pseudomosaisizm olgularinin ayriminda
bliyiik kolaylik saglamaktadir (Gosden 1985).

2.2. G8bek Kordonu ( Umblikal Cord )

G8bek kordonu, fetal hayat boyunca barindirdig:i
kan damarlari 1ile fetiislin dolas . sistemini plasentaya
baglayan bir olugumdur.
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Embriyolojik olarak liglincil ayin sonlarina
dogru esas sgeklinl alarak plasenta aracilidi 1ile anne ve
fetlis arasindaki 1iletigimi saglar. Ortalama 50-60 cm
uzunlugunda plasenta diskinin orta ya da ortaya yakin bir
kesiminden gikar (Kayali 1982). G8bek kordonu kivrintili bir
olugumdur (Kayali 1982, Tekeliodlu 1982, Arisan 1984).
Spilral geklinde burulmug olup bunun nedeni herhangi bir
bliklilmede damarlarin tikanmamasini ve kan akiminin
kesilmemesini saglamak ig¢indir (Arisan 1984).

Klasik bilgilerimize gOre gbbek kordonunun temel
olarak histolojik yapisi digtan ige dogru; amniyon epiteli,
Wharton jell, 2 arter, 1 ven ve allantois kalintisaidir.
Gbbek kordonunun yaplisinda damar sistemi olarak iki artere
kargi bir wven bulunmaktadir. Fotal hayatta anne ve fetliis
arasindaki kan akigi aligilmigin diginda bir ozellik
gbsterir. Arterler iginde kirli kan ven iginde ise temiz kan
dolagir. Dolagimin ydnii arterler ig¢inde fetilisten anneye
dogru ven iginde ise anneden fetlise dodrudur.

Gobek kordonunun arter ve ven yapisi histolojik
olarak insan organizmasinda ayricalikli damar yapisinin en
diginda bulunan tunica adventisiya dan yoksundur. Damarlar
gbbek kordonunda digtan mukoz bir bag doku (Wharton jell)
ile kugatilmiglardir. Dolayisiyla dider sistemlere ait
damarlarin aksine g6bek kordon damarlarinin inervasyonu
yoktur.

Kord kaninda lenfosit orani normal periferik kana
gbre oldukga vyiliksektir. Bunun nedeni hala bilinmemekle
birlikte aragtirilmaktadir. Bilim adamlari lenfosit
kaynaginin kemik iliginden olan hematopoetik hiicrelerden
olabllecedini ve dogumdakl anoksik stres sonucu sirkiilasyona
gegebilecedinil diglinmektedir (Granham and Sutherland 1987).
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Kord kaninin mitotik aktivitesi yiliksek lenfositler
igermesi direk yoOntemle fetal karyotip yapilmasina olanak
saglayabilmektedir. BOylece kisa zamanda sonu¢ alinabilecek
ve rutine sokulabilecek bir yontemin olugturulmasinda
kullanilabilecektir.

Konjenital malformasyonlu yenidoganlarda tedavi
seklinin ve prognozun saptanabilmesi 1igin yenidoganin
kromozom kurulugunun saptanmasl, sonuca gdre ailleye gerekli
bilgi verilerek varsa tedavinin uygulanmasi gerekmektedir.
Ancak erken ddnemde 6liim oraninin yliksek olmasi
malformasyonlu yenl doganlarda bilgil edinebilme olanagini
kisitli hale getirmektedir. Standart lenfosit kiiltliri ile
kromozom analizi zaman alici oldudundan yenidogdan hakkinda
bilgi edinebilme kisitli olmaktadir. Kromozomal sendrom
sliphesli olan malformasyonlu infantlarin karyotiplerinin
hemen saptanabilecedl yontemler gerekmektedir.

Kromozom analizi prensip olarak mitoz
béliinmenin gergeklegtidl tiim dokularda wuygulanabilmektedir.
Ancak hizli karyotipin elde edilebilmesi ig¢in en uygun olani
kemik 11igidir (Francke et al. 1979). Kemik ilidinden direk
kromozom analizi 1ilk olarak Smithies ve Valman (1974)
tarafindan Down sendromlu bir yenidodanda uygulanmig Gang
(et al.1974) tarafindan modifiye edilerek daha kisa zamanda
sonu¢ elde etme olanagir saglamigtir. Ancak bu ydntem 1979
yilina kadar rutin olarak uygulanmamigtir. Francke (1979) 15
yenidoganda kemik 11igi direk kromozom analizi yOnteminl
uygulamigtair. Degerlendirmeler sonucunda kemik 11181
hiicrelerinde kromozomal tani endikasyonlarinin kesin olarak
belirlenmesi gerektiginin, nedenl bilnmeyen malformasyon
sendromlu olgularda kemik 11idi analizinin wuygulanmasinin
uygun olmadigini  bildirmiglerdir. Standart lenfosit
kiiltlirine go6re 6rnegi elde etme zorlugu, metafaz
plaklarinin kalitesinin yetersiz olmasi ve kiicik vyapisal
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kromozom anomalilerini saptama =zorlugu gibi isglemler kemik
iliginden direkt kromozom analizinin dezavantajlari olarak
bildirilmektedir.

Kemik 11igi Srnedinin elde edilmesindeki zorluklar
ve metafaz plaklarinin analizinde karsilagilan sorunlar
nedeniyle malformasyonlu yenidoganlarin tedavi ve
prognozlarinin saptanabllmesi igin yvapilan caligmalar
sonucunda Granham ve Sutherland (1987) tarafindan kord
kanindan direk kromozom analizi ydntemi ortaya atilmigtir.
Dogumdan sonraki birkag saat igerisinde infant karyotipin
saptanabildigi bu yOntem Day (et al. 1988) tarafindan da
uygulanmigtir.

Kordosentez ile elde edilen fetal kan 48-72 saat
siire ile kiiltlire edilmekte ve standart teknik ile metafaz
plaklari elde edilebilmektedir. Ancak yenidodanda
gergeklegtirilen kord kaninda direk kromozom analizi
yonteminin kordosentezle elde edilen fetal kana modifiye
edilmesi ile teknigin uygulandidi giin fetal karyotip elde
etme olanagi olacaktir. Bu y6ntemin uygulanmasi tanida
bliyiik bir kolaylik sadlayacaktar.

Kalitsal nitelikli hastaliklarda hastalidin erken
teghisl aileye en kisa slirede genetlk danigma verilmesine
yardimci olmaktadir. Bilindigi {izere genetik danigma;
herhangl bir hastalik riski tagiyan herhangil bir kiginin
kendisi, g¢ocuklari ya da akrabalarinda bu kalitsal
hastaligin tekrarlama ya da ortaya ¢ikma olasilidinin
hesaplanarak ilgili kigiye anlatilmasi ve sorunun g¢bziilmesi
fcin gerekli islemlerin yapilmasinda alleye yol
gésterilmesidir. Bu ydnde vyapilan ¢aligsmalarin sonundaki
karar alleye birakilmaktadir.



3. GEREC - YONTEM

3.1. Gereg

Bu ¢aligma kord kanindan kisa siirede kromozom
analizinin yapilabilmesi bakimindan dnemli olan ve sonuca gabuk
ulagmayi saglayan direkt kromozom analizi yéntemi (rapid
karyotyping) 'nin rutine sokulmasi ve bu y&ntemle elde edilecek
metafaz plaklarinin kalite bakimindan periferik kan kiiltlrd
yontemiyle elde edilenlerle kargilagtirilmasi olarak planlandi.

Aralik 1990 - Haziran 1991 tarihleri arasinda
Eskigehir Saglik  Midirliigi Dogum ve GGocuk Bakimevi'nde
miyadinda ve normal dodan, dodum sonrasinda gergeklegtirilen
fizik muayenede herhangl bir malformasyon saptanmayan 25
yenidoganin; kisa adi GENTAM olan Anadolu Universitesi
Rektdrligi Genetik Hastaliklar:i Dodumdncesi Tani ve
Biyoteknoloji Uygulama Aragtirma  Merkezi'nde kromozom
kuruluglari bakimindan degerlendirilmesi proglamlandai.

Aragtirma iki Dbdliimden olustu. Ilk bdliimde kord
kanindan direkt kromozom analizi ydnteminin uygulanmaya
konulmasi, 1ikinci bollimde ise yine kord kanindan direkt
yéntemle elde edilen metafaz plaklarinin kord kani ve yenidogan
periferik kanindan standart kiiltiir ydntemiyle elde edilenlerle
kargilagtirilmasi ve direkt yoéntemin rutinde
uygulanabilirliginin ortaya konulmasi yer aldi.
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Direkt yéntemle kromozom analizi iglemlerinde
Granham ve Sutherland (1987)'in kullandigi ydntem ile Francke
ve arkadaglari (1979) tarafindan geligtirilen ydntemlerden
yvararlanilda.

Periferik kan kiltir yoéntemi olarak halen
GENTAM laboratuvarlarinda kullanilan ve Bagaran (1982)
tarafindan modifiye edilen standart kiiltir ydntemi uygulandi.
Galigma siiresince agagida verilen besiyerleri, kimyasal
maddeler ve tamponlar kullanildi.

3.1.1. Kullanilan kiiltiir ortami

a) Direkt yontem icin

- RPMI-1640/Ham's F-10/Mc Coy's 100 ml. (Gibco)
- Newborn Bovine Serum $10 ml. (Gibco)

b) Kiiltlir yontemi ig¢in

RPMI-1640/Ham's F-10/Mc Coy's 100 ml. (Gibco)

- Newborn Bovine Serum %20 ml. (Gibco)
- Phytohemagglutinin % 4.5ml. (Gibco)
- Penicillin/streptomycin $ 1 ml. (Gibco)

3.1.2. Kimyasal maddeler

a) Heparin (Ligquemine, Roch)
b) Potasyum Kloriir (Merck)



3.1.3.

¢) Glaclal acetic acid
d) Methanol

e) Giemsa LOsung

f) Xylol

g) Entellan

1) Alkol

i) Serum Fizyolojik

j) Trypsin

k) Sodyum Kloriir

1) Trisodyum Sitrat (2H:0)
m) KH,PO,

n) Na_HPO,.2H:0

o) Colcemid

Soliisyonlar

a) Tesbit soliisyonu

3 kisim methanol / 1 kisim glacial asetic acid

(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)

(Gibco)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Gibco)

b) Hipotonik (KCl) scliisyonu

1) 0.047 M KC1l Soliisyonu

KCl 0.3504 gr
Distile su 100 ml

1i) 0.075 M KC1l Soliisyonu

KC1 0.5592 gr.

Distile su 100 ml

17
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c) Glemsa Trypsin Giemsa bantlama soliisyonlarai

1)

1)

111)

2xSSC soliisyonu

Sodyum kloriir (NaCl)

Sodyum sitrat (CegHsNasz0-.2H;0)

Diatile su l1le tamamla

Buffer soliisyonlari (pH = 6.8)

A soliisyonu (stok)

Potasyum fosfat (KH.PO.)
Distlile su 1lle tamamla

B soliisyonu (stok)

Sodyum Fosfat (NazHPO..2H0)
Distile su ile tamamla

Caligma soliisyonu (pH = 6.8)

Soliisyon A
Soliisyon B

Trypsin soliisyonu

Stok soliisyon

Trypsin
Serum Fizyolojik

17.53 gr.
8.82 gr.
1000 ml.

4.539 gr.
500 ml.

5.938 gr.
500 ml.

50.8 ml.
49.2 ml.

25 '
10 ml.



d)

Caligma soliisyonu
Trypsin stok soliisyonu
Serum Fizyolojik

iv) Giemsa soliisyonu

Giemsa
Buffer (pH

6.8)

Klasik Giemsa boya sollisyonu
Distile su
Giemsa

3.1.4. Aygitlar ve Gereg¢ler

a)
b)

Etlv

Lamin Ailr

Biinzen beki

Santrifiij

Binokililer aragtirma mikroskobu
Fotomikroskop

Elektronik duyarli terazi
Digital pH metre

1.75
40

15
60

mi .
ml.

ml.
ml.

ml.
ml.

19
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Higrometre
Dedigik hacimde enjektérler
10 ml'lik disposabl tiipler

Cam Malzeme

15 ml'lik konik dereceli santrifiij tilipleri
Meziirler

galeler

Lam

Lamel (24 x 32)

Fotograf Filmi (25 ASA)

3.2. ¥Yontem

3.2.1. Kromozom elde etme ydntemi

Aragtirmada kord kanindan direkt yéntemle

kromozom analizi Granham ve Sutherland'an (1987) bildirdigi
yontem modifiye edilerek kullanildi. Kord kani ve periferik kan

kiiltir g¢aligmalarinda ise standart lenfosit kiiltlir ydntemi

uygulandi.
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3.2.1.A) Direkt yodntem

1- Kullanilan Kiiltiir Ortami

$10 Newborn Bovine Serum (Gibco) ile
zenginlegtirilmis RPMI-1640(Gibco) besiyeri olarak kullanildi.
Gesitli besiyerleri (Ham's F-10, Mc Coy's) ve serumlar (Fetal
calf, Fetal bovine, Newborn calf, Newborn bovine serum)
denendi. Daha ©Onceden hazirlanan besiyerl ekim Oncesinde 37
‘C'ye getirildi ve tiliplere 5'er ml. konuldu.

ii- Yontem

Kord kaninda direkt yodntemle Kkromozom
analizi i¢in Granham ve Sutherland'ain (1987) bildirdigi ydntem
dedisik ybnleriyle modifiye edilerek wuygulandi. Bu galigmanin
1lk amaci direkt ydntemi rutinde uygulanabilir duruma getirmek
oldugundan her vyenidogana 1ligkin kord kani en iyi metafaz
plaklari elde edilinceye kadar yontemde dedigiklikler yapilarak
galigmalar siirdlirlildli. Asil y6ntemde calismanin her basamadinda
¢eglitll alternatifler tek tek denenerek en iyl metafaz plaklari
elde edilmeye galigilmigtir. Her ekim veya ¢alisgmada digerleri
sabit tutulurken sadece bir veri dedigtirilerek
dederlendirilmeye gidildi. Bunlar;

- Kanin alinigi ile ekiligi arasindaki siire
(1 saatten-48 saate kadar)

- Cegitll besiyeri soliisyonlari
(RPMI-1640, Mc Coy's, Ham's F-10)
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- Serum gegitleri
(Fetal calf serum, Fetal bovine serum,
Newborn calf serum, Newborne bovine serum)

- Kiltilir siliresi
(1 saatten 3 saate kadar)

- Colcemid miktari
(0.01 Pg/ml -~ 0402 Fg/ml)

- Colcemid siiresi
(3 saatten 15 dakikaya kadar)

- Hipotonik soliisyon (KCl) konsantrasyonu
(0.075M ve 0.047M)

- Hipotonik soliisyon (KCl) ile inkiibasyon
sliresi (10 dakikadan 45 dakikaya kadar)

- Hipotonik soliisyon (KCl) inkiibasyonundan
sonra tesbitin hipotonik soliisyon
(KCl)+hiicre silispansiyonu ilizerine direk
ilavesl ve supernatant alindiktan sonra
tesbit sollisyonu eklenmesi

- Sogutulmug lam ve oda i1sisnda lamlarla
preperasyon lglemi

Yukarida verllen deglgiklikler denenerek ydntemde
en kalitell metafaz plaklarinin elde edilebilecedi asil
yonteme varilmaya galigilmigtar.

Olgulardan alinan kord kaninin GENTAM
sitogenetik laboratuvarina ulagtirilmasindan sonra birkag saat
iginde karyotipin saptanabildigi bu ydntem agadida verilen

gekilde agama agama uygulandi;
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Heparinli disposable enjektdre dogum sirasinda 5ml
kord kani alindi.

GENTAM sitogenetik laboratuvarina ulagtirilan kan
6rnekleri onceden 37°C'ye getirilmisg besiyerine
0.5-1 ml miktarinda (20-25 damla)ekilerek

kiiltlire edildi. Caligmamizda bir saatten ilig saate
kadar kiiltilir slireleri denendi ve en iyi sonug 2
saat 4 dakikalik siirede alindi.

Her bir tilipe 2 saat 45 dakika sonunda 0.02 Fg/ml
colcemid eklenerek silire sonuna kadar inkiibasyona
devam edildi.

Slire sonunda tiipler 1200 rpmde 10 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiijden sonra silipernatant atildi ve 0.075M

ve 0.047M'11k iki farkli konsantrasyondaki KC1l
solilisyonundan 7'ger ml tiliplere ayri ayri eklenerek
37°C'de 10 dakikadan 45 dakikaya kadar farklis
slirelerde denenerek inkiibe edildi. En i1yl sonug¢
0.047M konsantrasyondakl KCl1l soliisyonu 1le 45

daklkalik inkiibasyonda alindi.

Slire sonunda her bir tiipe 1ki farkli ydntem dene-
nerek vortex yardimi ile Carnoy fiksatifi( 3 kisim
metanol/1 kisim glacial acetic acid) ilave edildi.
Tiiplerden bir kismina KCl+hlicre silispansiyonu lize-
rine 3 ml fiksatlf eklendi. Bir kisminda ise siliper-
natant atildiktan sonra 5 ml fiksatif ilave edildi.
Supernatantin alinmasindan sonra fiksatif eklenen
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tiiplerde koagiilasyon goriildii ve iyi sonug alina-
madi. KCl + hiicre siispansiyonuna ilave edilen
fiksatif fiksasyonu kademeli olarak gergeklestir-
diginden daha iyl sonug alindi ve koagiilasyon
gOrilmedi.

g) 10 dakikalik santrifiij igleminden sonra siipernatant
atildi ve pellet lizerine 5 ml fiksatif eklenerek
tekrar 1200 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek tiip
dibinde 0.5 ml solilisyon kalana kadar silipernatant
atilda.

h) Pellet pipetaj edildikten sonra dnceden hazirlanan
lamlara yayildi.

i1ii- Preperat Hazirlama

Preparasyon ig¢in lamlara her olgunun ayri
ayri protokol numarasi verlldikten sonra iki farkli igleme tabi
tutulmug lamlar kullanildi. %96'lik alkole konup 1-2 saat
bekletilmig, lic kez distile su ile yikanmis bir grup lam gazli
bezle silinip preperasyona hazir hale getirilirken bir grup lam
3-4 saat +4°C'de sogutulduktan sonra preperasyon igin
kullanildzi.

a) Oda 1sisinda olan lamlara hohlandiktan sonra
pastdr pipetine gekilen siispansiyondan 45°'lik
agi 1le 20-25 cm uzakliktan 3-4 damla damlatildi.

b) Preperatlar kuruduktan sonra klasik glemsa ve GTG
bantlama tekniklerl uygulanarak boyandi.
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3.2.1.B) Kiiltlir yéntemi

1- Kullanilan Kiltiir Ortami

%20 Newborn bovine serum, %4.5 PHA ve
%1 Penicillin/ Streptomycin 1ile desteklenen RPMI-1640, veya
Ham's F-10 veya Mc Coy's besiyerlerli Onceden hazirlanarak
37°C'ye getirildi.

ii- Yontem

Periferik kandan lenfosit kiiltiir yodntemi
olarak halen GENTAM laboratuvarlarinda uygulanan ve Bagaran
(1982) tarafindan modifiye edilen standart kiiltlir yoéntemi
kullanildi.

Periferik kan lenfosit kiiltiir ydntemi kord
kani ve vyenidogandan alinan periferik kana uygulandi. Bu
yontemin agsamalari sirasi lle agadida verilmigtir:

a) Her olguya i1ligkin kord ve yenidogan periferik kan
ornekleri tiliplerde bulunan besiyerlerine ayri ayri
13-15 damla ekildi ve 37°C de 72 saat kiiltlire
edildi.

b) Kiiltlirlin 70. saatinde her tipe 0.0l Pg/ml colcemid
konarak 2 saat kiiltlire devam edildi.

¢) 72. saatin sonunda tilipler 1200 rpm de 10 dakika
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santrifiij edildi.

d) Supernatant atilip pellet lizerine 0.075 M KCl
solilisyonu eklenerek 20 dakika 37°C de bekletildi.

e) Silire sonunda 1200 rpm de 10 dakika santrifiij
edilen tiliplerden supernatant atilarak taze hazir-
lanmis 5 ml. Carnoy fiksatifi vortex egliginde
damla damla eklenerek tilipler tekrar santrifiij
edildi.

f) Yukaridakl iglemler 3 kez tekrarlandi.

g) Son santrifiijden sonra supernatant tiip dibinde
0.5 ml. kalacak gekilde dikkatlice alindi ve hiicre
slispansiyonu pipetaj yapilarak karigtiraildi.

1ii- Preperat hazirlama

Preperasyon 1i¢in lamlara olgunun protokol
numarasi veridi. Daha sonra % 96 1lik alkolde 1-2 saat
bekletilip distile su ile 3 kez yikandiktan sonra temiz gazli
bezle silinip hazirlandi.

a) Oda isisinda olan lamlara hohlandiktan sonra
pastdr pipetine gekilen siispansiyondan 45° 1lik agi
1le 20-25 cm. uzakliktan 3-4 damla damlatildi.
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Preperatlar kuruduktan sonra klasik giemsa ve GTG
bantlama teknikleri uygulanarak boyandi.

Boyama yOntemleri

Gerek direkt gerekse kiiltlir ydntemi ile elde

edilen metafaz plaklari klasik giemsa ve GTG  Dbantlama

teknikleri uygulanarak boyandi.

3.2.2.A) Klasik giemsa boyama ydntemi

a)

b)

Kurumug preperatlar igerisinde % 5 lik giliemsa boya
solusyonu bulunan galede 4 dakika bekletildi.

Boyanan preperatlar distile su dolu galede galka-
lanarak ¢ikarildl wve oda 1isisinda kurumaya
birakildi.

Kuruyan preperatlar ksilolden gegirildikten sonra
entellan i1le lamel kapatilarak incelenmek ilizere
saklandui,
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3.2.2.B) Giemsa-Trypsin-Glemsa bantlama yv&nteml (GTG)

a)

b)

d)

e)

f)

g)

h)

Havada kurutulan preperatlar 2xSSC solusyonunda
bir gece birakildi.

Ertesl sabah 2xS8SSC soliisyonundan ¢ikarilan prepe-
ratlar 10 dakika tuz soliisyonunda bekletildi.

Bundan sonra preperatlar % 70, % 95, % 100 lik
alkol serilerinde 2gser dakika tutularak gegirildi.

Alkolden g¢ikarilan preperatlar havada kurutuldu.

Kuruyan preperatlar 65-90 saniye kadar trypsin
solilisyonunda bekletildi.

Trypsinden gikarilan preperatlar iginde tuz bulu-
nan galede 1 dakika tutuldu.

Daha sonra preperatlar 4 dakika boya
(Giemsa-buffer) galesinde bekletildi.

Boyanan preperatlar son iki buffer galesinde birer
dakika tutularak ¢ikarildi ve kurumaya birakildi.

Havada kurutulan preperatlar ksilolden gegirildi,
entellan ile lamel kapatilarak incelenmek ilizere
saklandi.
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3.2.3. DeJerlendirme

Uzerine ait oldugdu kisginin protokol ve preperat
numarasl yazili preperatlar, mikroskopta degerlendirilmeye
alindi. Once kiiglik biiylitmell objektifle taranarak iyi nitelikli
metafaz plaklarinin kcdlari sonra incelenmek ilizere vazildi.
Tarama bittikten sonra plaklar immersiyon objektifi ile
incelenerek sirasiyla su iglemler yapildi;

a) Direkt yontemle gcaligilan kord kaninda her
olgu igin 10 kalitell metafaz plagi;

- Kaninin alinigi ile ekimi arasinda gegen siire

- Ekimin yapildigi besiyeri

- Kullanilmig olan serum

~ Kiiltilir siliresi

- Kullanilan colcemid miktari

- Colcemid siliresi

- Kullanilan hipotonik soclusyon (KCl)
konsantrasyonu

- Hipotonik soliisyon (KCl) ile inkiibasyon siliresi

- Hipotonik soliisyon (KCl) inkiibasyonundan sonra
tesbitin hipotonik soliisyon (KCl)-+hilicre
slispansiyonu {lizerine veya supernatantin
atilmasindan sonra pellet lizerine 1llavesi

- Lam 8zellidi agisindan dederlendirildi.

Bu 6zellikler bakimindan farklilik gdsteren
yoéntem sonucunda metafaz plaklarina olumlu
ya da olumsuz etkiler incelendi. Sonugta en
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kalitell metafaz plaklarinin elde edildigi
ve rutinde kullanilabllecek ydntem geligti-
rildi.

b) Lenfosit kiiltilir yontemiyle ¢aligilan kord
kani ve yenidogan periferik kaninda her
olgu igin 25'er kalitell metafaz pladi
dederlendirmeye alindi.

c) Yenidogana ait dederlendirmede; kord kanindan
direkt ydntemle elde edilen metafaz plaklarai,
kord kanindan kiiltlir ydntemiyle elde edilen
metafaz plaklari, yenidogan periferik kanindan
kiiltir ydntemlyle elde edilen metafaz plaklari

- Metafaz plaklarinin sayisi ve kalitesi
- Kromozom morfolojisi ve bant &zellikleri

agisindan dederlendirildi. Y&ntemler kargilag-
tirilarak benzerlik ya da farkliliklar ortaya
kondu.

Uygun ve kaliteli metafaz plaklari
segllerek her olgu ve lig ayri galigma i¢in fotograf gekildi.
Fotograflar immersiyon objektifi ve diligiik ASA'li Dbir film
kullanilarak gergeklesgtirildi. Her pozdan ili¢ adet tab edilerek
fotograf kartina basildi. Kartlara basilan fotodgraflardan biri
kontrol clarak birakildi diger ikisinden karyotip hazirlanarak
kromozomlar kargilasgtirildi.
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4. BULGULAR

Kord kanindan sonuca ¢abuk ulagmayi saglayan direkt
kromozom analizi yodnteminin rutin olarak kullanilabilmesi
amaciyla planlanan bu g¢aligma Aralik 1990 - Haziran 1991
tarihleri arasinda Eskisehir Saglik Miidlirliigi Dodum ve Cocuk
Bakimevinden saglanan toplam 25 yenidogandan alinan materyal
i1le GENTAM laboratuvarlarinda gergeklegtirildi.

Miadinda ve normal dcgan, dogum sonrasi fizik muayenede
herhangl bir malformasyon saptanmayan 25 yenidodan kromozom
kurulusu bakimindan incelendi (Gizelge 4.1).

Galisma iki bdliimden olugtu. Ilk bdliimde dodum sira-
sinda alinan kord kanindan en iyl metafaz plaklari elde
edilinceye kadar direkt kromozom analizi ydnteminde modifiye
iglemleri siirdliriildlii. Metafaz plaklari kalite ve sayi olarak,
kromozom morfolojisi ve bant 6zellikleri agisindan
dederlendirilerek en 1yl sonucun elde edildigi ydntem ortaya
konmaya g¢aligildi.

Ikinci bélimde yine 25 kord kani  8rnedli ve 25
bebekten alinan periferik kan Ornedi kiiltlire edildi. Bu vyolla
elde edilen metafaz plaklarinin, kord kanindan direkt analiz
yontemiyle elde edilenlerle kargilagtirilmasa yapildi. Bu
kargilagtirma ve dederlendirme sonucunda her 1ki ydntemde de
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ayni kalitede metafaz plaklari saptandi ve kord kanindan direkt
kromozom analizinin rutin olarak uygulanabilirligi gdriildi
(Cizelge 4.1).

Direkt yontemle ¢aligilan 25 kord kani ©&rnedinde
kromozom kurulugu 10 Ornekte 46,XX; 15 drnekte ise 46,XY olarak
saptanirken kiiltlir ydntemiyle galigilan kord kani Srneklerinde
de benzer kromozom kuruluglari gbzlendil (Gizelge 4.1). Yine
kiiltlir yontemiyle ¢aligilan 25 vyenidodandan alinan periferik
kandan elde edilen metafaz plaklarinin kromozom kuruluglarai
benzer olarak saptandi (Cizelge 4.2). Sonugta her ilig galigmada
da her olguya iligkin ayni kromozom kurulugu gtzlendi.

Direkt kromozom analizi ydnteminde en kaliteli me-
tafaz plaklarinin elde edilmesi ig¢in gu parametreler denenerek
dederlendirilmeye alindi:

4.1. Kord Kaninin Alinigi Ile Ekim Arasinda Gegen Siire

25 olguda korddan kan alinigi 1ile ekim zamani
arasinda 1 saatten 48 saate kadar farkli siireler denendi
(Cizelge 4.3). Ekilen kan Ornedi sayisi denenen siire bagina
en az ilig olarak gergeklegti. Ayni olguya ve farkli olgulara ait
kan ©Ornekleri farkli zamanlarda ekildi. En uygun siirenin
bulunmasinda ekim bagina saptanan toplam metafaz plaklarinin
sayis1i dikkate alindi. En iyl sonug¢ kan alindiktan 3 ve 10 saat
sonra yapilan ekimlerden alindi. Ekim bagina kalitell plak
saylisl 3 saat ig¢in 4.6 plak iken 10 saat igin 4.4 plaktir. Daha
sonra 8 ve 12 saat sonra yapilan ekimler gelmektedir. 1, 2 ve 5
saat sonra yapilan metafaz plak sayisi (ekim bagina yaklagik
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3-3.5 plak) pek farklilik gbstermemekle birlikte 3 ve 10 saat
sonra yapilan ekimlerde elde edilen metafaz plak sayilarindan
az olmaktadir. 1, 2 ve 5 saat sonra vyapilan ekimlerde ekim
bagina saptanan metafaz plak sayisinda diligme goriildii. Kan
alimindan 24 ve 48 saat sonra yapilan ekimlerde ekim bagina
saptanan metafaz plak sayisi digerlerine gdre ¢ok az oclup (ekim
bagina yaklagik 0-1) bazi Orneklerden yapilan ekimlerde hig
plak gbzlenmedi (Gizelge 4.3).

4.2. Ekimde Kullanilan Besiyeri Soliisyonlari

Kocrd kanindan direkt kromozom analizi ydnteminde
kanin ekimi sirasinda 1ii¢ besiyeri denendi. Bunlar, RPMI-1640,
Mc Coy's ve Ham's F-10 dur (Glzelge 4.4). Ayni veya farkli
olgulara alt kan &Srnekleri {i¢ ayri besiyerine ekilerek en iyi
sonucun alindigi besiyerinin bulunmasinda ekim bagina saptanan
toplam metafaz plak sayisi dikkate alindi. Buna gdre en fazla
metafaz plak sayisi RPMI-1640 la hazirlanan besiyerine ekilen
kan O6rneklerinden elde edildl (Cizelge 4.4). Bu besilyerinde
ekim bagina saptanan toplam metafaz plak sayisi 4.6 kadardir.

Bliylik bir fark olmamakla birlikte Mc Coy's ve
Ham's F-10 la hazirlanan beslyerine eklilen kan ©Orneklerinden
elde edilen metafaz plaklarinin sayisi (ekim bagina Mc Coy's
i¢in 4.2, Ham's F-10 i¢in 3.4) daha azdir (Cizelge 4.4). Mc
Coy's ve Ham's F-10 la hazirlanan besiyerine ekilen kan
Orneklerinden elde edilen metafaz plak sayilari birbirine yakin
olmakla birlikte Mc Coy's 1la hazirlanan besiyerinden ekim
basina elde edilen metafaz plaklarinin sayisi Ham's F-10'a gdre
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fazladir (Cizelge 4.4). Bu sonuca gbre galigmalarda RPMI-1640
tercih edilmekle beraber her li¢ besiyeri de kiltilir
galigsmalarinda kullanilabilir.

4.3. Besiyeri Hazirlamada Kullanilan Serum

Direkt galigmada kord kaninin ekimi ig¢in hazir-
lanan besiyerine katilmak {izere dort ¢egit serum denendi.
Bunlar fetal bovine serum, fetal calf serum, newborn bovine
serum, newborn calf serumdur (Gizelge 4.5).

Farkli serum katilarak hazirlanan besiyerine
yvapilan ekimlerde ekim bagina elde edilen metafaz plak
sayilarina gore en 1yl sonug newborn bovine serumla alinda
(Cizelge 4.5). Newborn bovine serumla yapilan galigma sonucunda
ekim bagina 6.2 kadar metafaz plagi elde edilirken, newborn
calf serumun kullaniminda 5.9, fetal calf serumda 1.5 ve fetal
bovine serumda 0.8 metafaz plagi elde edilebildi. Ekim basgina
elde edilen metafaz plak sayisi dikkate alinarak yapilan
dederlendirme sonucunda; 1ikinci sirayi newborn calf serum
alirken , fetaln calf ve fetal bovine serumun kullanilmasiyla
elde edilen sonuglar birbirine vyakindi en az plak bu
g¢aligmalarda gbzlendl.
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4.4, Kiiltiir Siliresi

Kord kanindan direkt kromozom analizinde ekilen
kan 6rnekleri 1 saatten 3 saate kadar degdigen farkli siirelerde
kiiltlire edildi. Denenen dedigik kiiltlir siireleri iginde en
uygun kiiltlir sliresinin segimindeyse yine ekim bagina elde
edilen toplam metafaz plak sayisi dikkate alindi ve buna gdre
en iyl sonug¢ 2 saat 45 dakikalik kiiltir sliresinde alind:i
(Cizelge 4.6). Bu kiiltlir sliresinde saptanan toplam metafaz plak
saylsl 92 dir. 1 Saat, 1 saat 30 daklka, 1 saat 45 dakika, 2
saat ve 3 saat lik kiiltiir silirelerinde ekim bagina saptanan plak
sayilari 2 saat 45 dakikalik slireye oranla oldukga dligik
gézlendi. Bagarili sonug¢ bakimindan 2 saat 30 dakikalik kiiltiir
sliresi 1kinci sirayi, 2 saat 15 dakikalik kiiltlir sliresl ise
liglincli sirayi aldi (Cizelge 4.6).

4.5. Colcemid Konsantrasyonu

Kord kanindan direkt kromozom analizi cgaligma-
larinda i1ki colcemid konsantrasyonu denendi. Bunlar 0.01 Ng/ml
ve 0.02 Pg/ml idi. Kiiltiire 0.01 pg/ml colcemid katildidinda
ekim bagina saptanan metafaz plak sayisi 1.96 iken, 0.02 Fg/ml
colcemid katilan kiiltliirlerden ekim bagina elde edilen plak
sayisi1 5.78 dir (Clizelge 4.7). 0.02 ﬂg/ml‘llk colcemid
konsantrasyonunun bu galigmalarda daha uygun oldudgu ortaya
kondu.
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4.6, Colcemid siiresi

Direkt kromozom analizi galigmalarinda kiiltiir sii-
resi ve colcemid miktari 1ile birlikte en uygun colcemid
enkiibasyon siiresi de bulunmaya ¢aligildi. Colcemidle inkiibasyon
sliresl 3 saatten 15 dakikaya kadar denenerek diigliriildi (¢izelge
4.8). 3 saatlik colcemid inklibasyon siiresi, colcemidin
baglangigta besiyerine ilavesi ile saglandi.

Denenen farkli colcemld inkiibasyon slireleri

(Cizelge 4.8) 1iginde en 1yl sonug¢ 15 dakikalik siire sonunda
alindi. Uygun inkiibasyon siliresi, ekim bagina saptanan metafaz
plaklarinin sayisina gbre belirlendi (Clzelge 4.8). Buna
gbre 15 dakikalik inkiibasyon sliresinde ekim bagina saptanan
metafaz plak sayisi 6.3, 30 dakikalikta 4.6, 45 dakikalikta
3.0, 60, 175, 80 dakikalik inkiibasyonlarda 2.1-2.2, 120
dakikalikta 1.4 ve de 180 dakikalik inkilibasyonda 3.5 dir. Uzun
slirelli colcemid inkiibasyonunda kromozomlarda kisalma ve
hiperploidiler gbzlendi.

4,7. Hipotonik Soliisyon (KCl) Konsantrasyonu

Kord kanindan direkt kromzom analizinde farkli
molaritede iki KC1l konsantrasyonu denendi. KCl inkiibasyonu ig¢in
33 ekimde 0.047 M 1lik KC1l soliisyonu ve yine 33 ekimde 0.075 M
lik KC1 soliisyonu kullanildi (Cizelge 4.9). 0.047 M lik KCl
soliisyonu muamelesl g8ren hilicrelerden elde edilen plaklarin
0.075 M liga oranla ¢ok daha kaliteli oldudu gdzlendi. 0.047 M
lik KCl soliisycnu konsantarasyonuyla muamele edilen hiicrelerden
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ekim bagina elde edilen metafaz plaklari 0.075 M'lik KCl
soliisyonunun kullanimiyla elde edilenlere oranla daha iyi
dagilim ve daha 1yi morfoloji gOsterdikleri g8zlendi. 0.047
M'lik KCl soliisyonu kullaniminda ekim bagsina 5.7 kadar metafaz
plagi elde edilirken, 0.075 M'laik KC1l kullaniminda 1.9 kadar
metafaz plagi gdzlenebildi (Cizelge 4.9).

4.8. Hipotonik Soliisyon (KCl) Inkiibasyon Siiresi

Kord kaninda direkt kromozom analiz galigma-
sinin bu agamasinda alti farkli inklibasyon siliresli denendi.
Inkiibasyon slireleri 10 dakikadan 45 dakikaya kadar
degigmekteydli (CIzelge 4.10). Ekim bagina saptanan toplam
metafaz sayisi 6.1 olarak bulundu ve bOylelikle en iyi sonug¢ 45
dakikadaki KCl1 inkiibasyonunda alindi. 40 dakikalik KCl
inkiibasyonunda da plak sayisi 5.4 olarak bulundu. 40 ve 45
dakikalik inkiibasyon silireleri sonunda gdzlenen metafaz
plaklarinda kromozomlar ayrilabilir ve sayilabilir kalitedeydi.
Diger inkiibasyon silirelerinde saptanan plaklarda kromozomlarain
ayrilamadigi ve i¢ ige bir konumda oldudu g&zlendi.

4,9. Tesbit Solilisyonunun Hipotonik Soliisyon (KCl) +
Hiicre Siispansiyonu Uzerine Direkt Ildvesi veya
Pellet Uzerine Ilavesi

Galigmamizda; direkt kromozom analizi ydnteminde
ekilen kan miktari (0.5 - 1 ml) kiiltlir yonteminde wuygulanan
miktara (12 - 13 damla) oranla daha fazlaydi. Bu nedenle
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eritrosit orani da artmigtir. Tesbit soliisyonunun KCl soliisyonu
ile inkiibasyondan sonra supernatantin alinmasiyla pellet
lizerine direkt ilavesinin koagiilasyona neden oldudu gdzlendi.
Koaglilasyon nedeniyle preperasyon yapilamadi ve sonu¢ elde
edilemedi. Sonugta bu ydntem birkag g¢aligmadan sonra
birakildi. Hig metafaz plags elde edilemediginden
dederlendirilmeye de alinmadui.

Galigma sliresince eritrositlerin kademelli
fiksasyonunu saglamak amaciyla KCl soliisyonu + hiicre
slispansiyonuna az bir tesbit soliisyonu 1lave edilerek (3 ml)
yontem modifiye edildi. Bu sayede koagiilasyon onlenerek
kaliteli metafaz plaklari gdzlendi.

4,10. Lam 18181

Kord kaninda direkt kromozom analizinde prepe-
rasyon ig¢in ikl g¢egit lam kullanildi. Lamlar icerisinde %96 lik
alkol bulunan bir galeye konup 1-2 saat bekletildi sonra
distile su ile li¢g kez yikandi. Lamlarin vyarisi oda 1lsisinda
bekletilip gazli bezle sllinerek preperasyonda kullanildz.
Dider vyaris:i ise 3-4 saat +4°C'de sogutulduktan sonra
kullanildi.

Preperasyonda kullanilan lamlarin farkli 1isida
bekletiliginin saptanan metafaz plaklarinin kalitesini
etkilemedidl gozlendi.
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Olgularin kord kanindan kiiltlir y6ntemiyle
yapilan kromozom analizi galigmalarinda kromozom kurulugsu 10
olguda 46,XX , 15 olguda 46,XY olarak gbzlendi (Cizelge 4.1).

Yenidogandan periferik kan kiiltlir yontemiyle
vapilan kromozom analizil galismalarinda yine 10 olguda kromozom
kurulugu 46,XX , 15 olguda 46,XY olarak bulundu (Cizelge 4.2).

Galigmamizda incelemeye alinan olgularin
karyotipleri iig g¢aligsmada da ayni olarak bulundu (Cizelge 4.1 -
Cizelge 4.2). Direkt galigmada ekim bagina saptanan metafaz

plak sayisi kord kiiltlir ve periferik kan kiiltiir ydntemiyle ekim
bagina elde edilen metafaz plak sayisina gbre daha dligiik olarak
saptandi. Her {i¢ galigmada da kromozom sayi ve morfolojisinde
fark gbzlenmedl (Cizelge 4.1 - Gizelge 4.2).



Cizelge 4.1. Arastirma grubunu olusturan toplam 25 yenidogandan alinan

kord kanina uygulanan yontemler ve saptanan kromozom

40

kuruluglar:
Sira Brotockol Gebelik Materyal Direkt Kidltir Saptanan
No No Yag Haftasi -l Yéntam Yénteml Karyotip
1 91/ K-1 20 36 Kord kani + + 46, XX.
2 91/ K-2 27 36 Kord kani + E 45, XX.
3 91/ K-3 31 36 Kord kani + + 46, XY.
4 91/ K-4 25 38 Kord kani + + 46, XX.
L 91/ K-5 28 36 Kord kani + + 46, XY.
(-1 81/ K-8 35 7, Kord kana + + 46, Xd.
7 91/ K-7 22 37 rd kani + + 45, XX.
8 91/ K-8 21 36 Kord kana + + 46, XY.
9 91/ K-8 34 36 Kord kana + + 46, XH.
10 81/ K-10 18 36 Kord kani % + 46, XY.
11 91/ K-11 17 36 Kord kani + + 46, Xi.
12 91/ K-12 24 36 Xord kana p 3 + 46, XX.
13 91/ K-13 22 37 Kord kani + + 46; X¥.
14 91/ K-14 31 36 Kord kana i + 46, XK.
15 81/ K-15 bi] 36 Kord kana + + 46, XY.
16 g1/ K-16 27 386 Kord kani + + 46, XY.
17 g1/ K-17 25 36 Kord kana + + 46, XY.
18 91/ K-18 19 37 Kord kani + + 46, XY.
13 81/ K-19 33 36 Kord kani + + 46, XY.
20 91/ K-20 28 36 Kord kani + + 46, X¥.
21 91/ K-21 25 36 Kord kani + + 46, XX.
22 81/ K-22 32 36 Kord kani + + 46, XY.
23 91/ K-23 18 36 Kord kani * + 46, XY.
24 91/ K-24 21 36 Kord kani + 4 46, XY.
25 91/ K-25 20 36 Kord kani = + 46, XY.




Cizelge 4.2. Aragtirma grubunu olugturan toplam 25 yenidogandan alinan
periferik kandan kiltir yéntemi ile saptanan kromozom

kuruluglari

Sira No Protokol Materyal Saptanan
No Tiirll Karyotip

1 91/ B-1 Periferik kan 46, XX.
2 51/ B-2 Periferik kan 46, XX.
3 91/ B-3 Periferik kan 46, XY.
4 91/ B-4 Periferik kan 46, XX.
5 91/ B-5 Periferik kan 46, XY.
[ 81/ B-6 Periferik kan 46, XX.
7 g1/ B-7 Periferik kan 46, XX.
8 91/ B-8 Periferik kan 46, XY.
g 91/ B-9 Periferik kan 46, XA.
10 81/ B-10 Periferik kan 46, XY.
11 91/ B-11 Periferik kan 46, XX.
12 91/ B-12 Periferik kan 46, MA.
13 g1/ B-13 Periferik kan 46, XY.
14 91/ B-14 Periferik kan 46, XX.
15 81/ B-15 Pariferik kan 46, XY.
16 81/ B-16 Periferlk kan 46, XY.
17 g1/ B-17 Periferik kan 46, XY.
18 91/ B-18 Periferik kan 46, XY.
13 91/ B-18 Periferik kan 46, XY.
20 91/ B-20 Pariferik kan 46, XY.
21 91/ B-21 Periferik kan 46, XX.
22 91/ B-22 Pariferik kan 46, XY.
23 91/ B-23 Pariferik kan 46, XY.
24 91/ B-24 Periferik kan 46, XY.
25 §1/ B-25 Periferik kan 46, XY.




Cizelge 4.3. Aragtirma grubunu olugturan toplam 25 yenidodandan
alinan kord kanindan kan alimi ile ekim arasinda
gegen farkli zaman araliklarina g8re saptanan
metafaz plak sayisi.

Kan alimi Saptanan | Ekim bagina
ile ekim toplam saptanan
arasinda : metafaz toplam
Sira| gegen zaman Ekim Uygulanan sayisi metafaz
No (saat) sayisi |tetkik tiird saylsi
1 i 5 D.Y, 18 3.6
2 2 6 D.Y. 24 4.0
3 3 9 D.Y. 42 4.6
% 5 F/ D.Y. 28 4.0
5 8 6 D.Y, 25 4.1
6 10 15 D.Y, 63 4,2
7 12 10 D.Y. 53 4.4
8 24 5 D.Y. 2 0.4
9 48 3 D.Y. 1 0.3

D.Y.: Direkt Yontem



Cizelge 4.4. Aragtirma grubunu olugturan toplam 25 yenido§anin
kord kanminin defigik besiyerleri ile direkt

¢aligilmas1 sonucu saptanan metafaz plak sayisi
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Ekim bagina

Saptanan saptanan
Uygulanan toplam toplam
Sira| Kullanilan| Ekim tetkik metafaz plak [metafaz plak
No besiyeri saylsi tird saylsi saylsi
1 RPMI-1640 25 D<¥s 115 4.6
2 Mc Coy's 23 D.Y. 98 4.2
3 Ham's F-10 18 D.Y. 62 3.4

Cizelge 4.5. Aragtirma grubunu olusturan toplam 25 yenidodanin
kord kaninin defigik serum cegitleri katilan

besiyeri ile direkt caligilmas1 sonucu saptanan

metafaz plak sayisi

Ekim bagina

Saptanan saptanan
Uygulanan toplam toplam

Sira Kullanilan Ekim| tetkik |metafaz plak|metafaz plak
No serum saylisi tird sayisi sayisi

1 |Fetal bovine 15 D.Y. 12 0.8

2 |Fetal calf 15 D.Y. 23 1.5 -

3 |Newbornbovine 21 D.Y. 132 6.2

4 |[Newborn calf 15 D.Y. 89 5.9
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Cizelge 4.6. Aragtirma grubunu olugturan toplam 25 yenidodanin

kord kaninin direkt galigmasinda uygulanan farkli

kiiltiir siirelerine gdre saptanan metafaz plak

sayi1si
Saptanan |Ekim basina
toplam saptanan
Ekilen Uygulana | Kiiltilir metafaz toplam
Sira| materyal | Ekim |n tetkik | siliresi plak metafaz
No tlird saylsi tird (dakika) sayisi |plak sayisi
1 | Kord kani 5 D.Y 60 7 1.4
2 | Kord kani 6 D.¥. 90 13 il
3 | Kord kani 8 D.Y. 105 18 2.2
4 | Kord kani 8 D.Y 120 17 2:1
5 | Kord kani 8 D.Y 135 24 3.0
6 | Kord kani 8 D.Y 150 37 4.6
7 | Kord kani| 15 D.Y, 165 92 6.1
8 | Kord kani 8 D.Y. 180 29 3.6
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Cizelge 4.7. Aragtirma grubunu olugturan toplam 25 yenidodanin
kord kaninin dedisik colcemid konsantrasyonlari
ile direkt ¢aligilmasi sonucu saptanan metafaz

plak sayisa

Ekim basgina
Saptanan saptanan
Colcemid Uygulanan |[toplam toplam
Sira miktari Ekim tetkik metafaz metafaz
No (Fg/ml) sayisi tlirtd plak sayisi |plak sayisi
1 0.01 33 D.Y¥s 65 1.9
2 0.02 33 DY, 191 o P |

Cizelge 4.8. Aragtirma grubunu olugturan toplam 25 yenidoJanin
kord kaninin dedigik colcemid siireleri ile direkt
¢galigilmasi sonucu saptanan metafaz plak sayisi

Colcemid | Uygulanan Ekim bagina
Sira sliresi tetkik |[Saptanan toplam|saptanan toplam|
No | Ekim sayisi|(dakika) tird |metafaz sayisi metafaz sayisi
1 15 1B D.Y. 92 6.3
2 8 30 D.Y. 37 4.6
3 8 45 D.Y 24 3.0
4-! 8 60 D.Y. 17 2l
5 8 e DX 18 2.2
6 6 90 D.Y. 13 2.1
7 5 120 D.Y 7 l.4
8 8 180 D.Y. 28 3.5
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Cizelge 4.9. Aragtirma grubunu olusturan toplam 25 yenidoganin
kord kaninin de§igik hipotonik soliisyon
konsantrasyonlari ile direkt caligilmasi sonucu
saptanan metafaz plak sayisi

KC1 Uygulanan Ekim bagina
Sira Ekim konsantrasyonu| tetkik [Saptanan toplam|saptanan toplam
No say1s1 (M) tlird |metafaz sayis1 [metafaz sayisi
1 33 0.047 D= Y 191 5.7
2 33 0.075 D.Y. 65 1.9

Gizelge 4.10. Aragtirma grubunu olugturan toplam 25 yenidoganin
kord kaninin defigik hipotonik soliisyon siireleri
ile direkt ¢aligilmas1 sonucu saptanan metafaz

plak sayisi

Uygulanan Ekim bagina
Sira Ekim |KCT inklibasyon| tetkik [Saptanan toplam|saptanan toplam
No say1s1 |siiresi(dakika)| tiri |[metafaz sayis1 |metafaz sayisi
1 6 10 D.Y. 11 1.8
2 7 15 D.Y. 19 2.7
3 10 20 D.Y. 23 243
4 11 30 Doy 30 o
5 15 40 D.Y. 81 5.4
6 15 45 D.¥ 92 6.1




47

L
w5 P
8 47 4.
gy L d W
.....ﬂ.‘(. i z....v.._.. Lt ‘w
N . t:. ‘ 1
w ‘s, 23 ) Jm” " . .....ﬂ.
- "m.__n h L ™
Libew o W 4 e ﬁ |
SR T S
O nwf. & ‘aﬂ J » %m%‘
i
a _ ; =
5 m
» e
|
‘ » i P
- , S w_u..
o .-.iv? P
r ‘i ,‘. “ 4Q~
. N d,
" “ . o' L
Y > | ¢ ﬂ.. @il
- | . , SR
o . + .*V. s ¥ . "y
‘\ e ﬁ Fu W : ..sw... ._.rlv
o5 S A x %
¥ - ré s o \.S 4 g g ,m
.m‘, e r%\. -
‘ , ‘ .v\-_ _....__ -
- v __

ié__s.

Sekil 4.1. Kord kanindan direkt yontemle elde edilen

metafaz plak érnekleri (a,b,c ve d).
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Sekil 4.2. Kord kanindan kiiltiir yéntemi ile elde edilen
metafaz plaklari (a,b,c ve d)
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5. TARTISMA

Girig DbOlimiirde belirtildigi gibi Eskigehir Dogum
ve Gocuk Bakimevi'nden sadlanan toplam 25 olguya iligkin
materyal Ornekleri uygun kogullarda GENTAM sitogenetik
laboratuvarina ulagtirilarak incelemeye alindi ve aragtirma iki
agamada gergeklegtirildi.

Aragtirmamizin 11k agamasinda kord kanindan
direkt kromozom analizi ydntemi ortaya konmaya caligildi ve
rutinde wuygulanabilirligl denendi. 1Ikinci bdliimde ise bu
yéntemle elde edilen metafaz plaklarinin periferik kan
Orneklerinin kiltiire edilmesi sonucu elde edilen plaklarla
kalite ve say: bakimindan kargilagtirmasi vyapildi. Kord
kanindan direkt kromozom analizinde denenen ve uygulanan
parametreler bulgular bdliimiindekl siraya gdre tartigilacaktair.

5.1. Kord Kaninin Alinigi Ile Ekimi Arasinda Gegen Siire

Aragtirmamizi olugturan 25 kord kani Ornedl 1-48 saat
siire i¢ginde galigmaya alindi. En uygun siirenin bulunmasi ekim
bagina saptanan toplam metatfaz plak sayisina gbre
dederlendirildi. Yeterli ve kaliteli metafaz plaklarinin kan
alimi ile ekim arasinda gegen 12 saatlik slireye kadar iyl
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oldugu gdzlendl. 12 saatten sonraki slireler de incelenebilir
metafaz sayisinda azalma oldudu saptandi. KXan alimi ve ekimi
arasindaki silirenin 24 ve 48 saat oldudu Orneklerde ise hemen
hemen hi¢ metafaz plagina rastlanmadi. Buna gore blzim
laboratuvar kogullarimizda sonuca gldebilmede <12 saatlik
slirenin optimal silire oldudu ortaya kondu. Diger taraftan bu
alanda aragtirma yapan Garnham ve Sutherland (1990) 50 kord
kaninda yapilan galigmalarinda direkt kromozom analizinde kan
alimi ile ekim 2zamani arasinda gegen siirenin 36 saat ve {sti
olabilecegil buna kargilik 0-12 saatlik silirede bagari oraninin
$100 oldugunu bildirmiglerdir. Ayni gekilde Day ve ark. (1988)
da 42 kord Ornedginde <81 saate kadar bagarili olundudunu ancak
en iyl sonucun <23 saatte alindigini bildirmiglerdir.
Caligmamizda saptadigimiz <12 saatlik optimal siire bu verilere
uygunluk gdstermektedir.

5.2. Ekimde Kullanilan Besiyeri Soliisyonlari

Galigmamizda kord kaninin kiiltiird ig¢in RPMI-1640,
Ham's F-10, Mc Coy's olmak lizere 1{ig farkli besiyeri denendl.
Yapilan dederlendirmeler sonucunda besiyerlerinin ekim bagina
saptanan toplam metafaz sayisi agisindan pek farklilik
gostermedidi ancak RPMI-1640'in yine ekim bagina saptanan
metafaz plak sayisi bakimindan digerlerine gdre biraz daha iyl
sonu¢ verdigli godzlendi. Kord kaninda direkt kromozom analizi
galigmalarinda dider aragtiricilar (Garnham and Sutherland
1987, Day et al. 1988) da RPMI-1640 besiyerinin kullanilmasiyla
daha uygun sonu¢ alinacadini belirtmiglerdir. Bulgularimiz bu
aragtiricilarin bulgulariyla paralellik gdstermektedir.
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5.3. Besiyeri Hazirlamada Kullanilan Serum

Aragtirmamizda  newborn bovine, newborn calf, fetal
bovine, fetal calf olmak lizere ddrt gegit serum denendi. Serum
konsantrasyonunda degigiklige gidilmedi ve %10 konsantrasyon
sabit tutuldu. Serum ¢egitlerli karsilagtirildiginda en iyi
sonug¢ newborn bovine serumun kullanildidi besiyerinde elde
édildiéi bunu takiben newborn calf serumun geldigi ancak diger
iki serum tipinde plak sayisinda belirgin bir azalma oldudu
saptandi (Clzelge 3.5). Bu azalmanin nedeni 6zellikle fetal
calf serumun prolifere hiicrelere olumsuz etkisl olabilmektedir.
Fetal calf serumda ¢ok yiiksek miktarda poliamino oksidaz enziml
bulunmaktadir. Bu enzim prolifere hilicrelerce salgilanan spermin
1le birlegtiginde sitotoksik etkisli olan poliamino aldehitil
olugturmaktadir. Sitotoksik etkl sonucunda hiicrelerin &lmesiyle
plak elde edememe beklenen bir sonugtur. Ozellikle kord kaninda
prolifere hiicrelerden olugmasi sitotoksik etkinin sonucu plak
gozlenmemesinim nedeni olabilmektedir (Freshney 1987).

5.4, Kiiltiir Siiresi

25 olgudan alinan kord kani besiyerine ekildikten
sonra 1-3 saat silire ile kiiltiire edildl ve colcemid o6ncesi uygun
optimal kiiltiir siiresinin 2 saat 45 dakika oldugu gbzlendi.
Laboratuvar kogullarimiza gbre saptadigimiz bu kiiltlir siiresi
diger aragtiricilara gbre farklilik gbstermektedir. Day ve ark.
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(1988) ile Garnham ve Sutherland'a (1987) gbre kord kaninda
direkt kromozom analizi galigmalarinda colcemid Oncesi optimal
kiltilir sliresi 2 saattir. Ancak galigmalar arasinda ortaya g¢ikan
bu zaman farklilidinin her laboratuvarin olugturdudu standart
galigma kogullarindan kaynaklanmig olabilecedil kanisindayiz.

5.5. Colcemid Konsantrasyonu

Aragtirma sliresince kord kanindan direkt kromozom
analizi g¢aligmalarinda iki colcemid konsantrasyonu denendi.
Bunlardan birl standart periferik kan kiiltiiriinde kullanilan
0.0L Fg/ml digeri ise 0.02 Mg/ml'lik konsantrasyondur. Metafaz
plak sayisi ve kalitesl 1le kromozom morfolojisi ve Dbant
6zellikleri bakimindan dederlendirildiginde 0.01 Mg/ml colcemid
konsantrasyonunun uygulandigi Orneklerde plak saylsinin ¢ok az
(1.96) oldugu 0.02 Pg/ml colcemid konsantrasyonunun uygulandigi
drneklerde ise (5.78) arttidi gbzlendi. Bu konuda yapilan diger
galigmalara bakildiginda Garnham ve Sutherland'in
galigmalarinda (1987, 1989) en iyl sonucun alindigi colcemid
konsantrasyonu 1.0 Fg/ml iken Day ve arkadaglarinin
¢aligmasinda 40.0 g/ml dir. Ancak bizim bulgularimiza gbre
0.02 Fg/ml lik coq
Aragtirmalar arasinda kaynaklanan bu farklilidin  her

cemid konsantrasyonu yeterlli olmaktadir.

laboratuvarin olugturdugu standart galigma kogullarindan
kaynaklanmig olabilecedil kanisindayiz.
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5.6. Colcemid Siiresi

Aragtirmamizin temelini olugturan direkt kromozom
analizi galigmalarinda 0.02 g/ml konsantrasyondakl colcemid
solilisyonu kiiltiire eklendikten' sonra 15 dakika 1le 3 saat
arasinda inkiibasyona devam edildi. 45 dakikadan 3 saate kadar
olan colcemidle inkiibasyon siliresi sonunda degerlendirilen ekim
bagina metafaz plak sayisi hem ¢gok az olarak gbzlenirken hem de
kromozomlarin morfolojik dzellikleri tamamen kaybolmaktadir ki
bu durum wuzun silirell colcemid muamelesinde beklenen bir
durumdur. En fazla sayida ve kalitell metafaz plaklarinin elde
edilmesine 1ligkin en uygun siirenin ise 15 dakika oldugu ortaya
¢rkmaktadir. Caligmamizda uygulanan colcemid enkilibasyon sliresi
dider aragtirmalarda belirtilen silirelerden ¢ok kisadir. Day ve
ark. (1988) 45 dakika ile 1 saat arasaindakl bir siire
bildirirken Garnham ve Sutherland (1987, 1989) Colcemidle 2
saatlik kiiltir sliresini denemig ve dnermiglerdir.

5.7. Hipotonik Soliisyon Konsantrasyonu

Day ve ark.(1988) kord kanindan direkt kromozom
analizinde li¢ farkli hipotonik soliisyon kullanmiglardir: Bunlar
0.047 M KC1, 0.075 M KC1l ve Ohnuki's solusyonu (0.005 M KCI1,

NaNO05 ve CHsCOONa) dur. Bu aragtiricilarca yapilan
dederlendirmelerden sonra 0.047 M KCl soliisyonunun en iyl sonug
alinan konsantrasyon oldugu gosterilmigtir. Bu bulgudan

hareketle bizim g¢aligmamizda 0.047 M ve 0.075 M' lik KCl
hipotonik solilisyonlari kargilagtirmali olarak kullanildi ve
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bizim galigmamizda da 0.047 M KCl soliisyonunda en 1iyi sonug
elde edildi. Boylece bulgularimiz Day ve arkadasglarinin
verileriyle uygunluk gfstermektedir.

5.8. Hipotonik Soliisyonla Inkiibasyon Siiresi

Caligmamizda hipotonik soliisyonla inkiibasyon

10-45 dakika arasindakl silirelerde denendi. Metafaz plaklarinin
en kaliteli gorildligi ve kromozomlarin deJerlendirilebilir
nitelikte oldudu silirenin 40 1le 45. dakikalar oldugu gdzlendi
(Clzelge 4.10). 0.047 M'lik KCl inkiibasyonunu Oneren Day ve
arkadaglarinin Ongdrdiigli siire 20 dakikadir ki bizim laboratuvar
kogullarimizda bu inkiibasyon siiresinde lyi vyayilmamig ve
kalitesiz kromozomlu metafaz plaklari elde edildi. Garnham ve
Sutherland'in (1987) tavsiye ettigli 30 dakikalik siirede ise
kalitell olmayan metafazlar gbzlendi. Buna kargilik bizim
galigmamizda 0.047 M'lik konsantrasyondaki KCl1 hipotonik
sollisyonuyla 40-45 dakikalik rmuamelede kalitelil metafaz
plaklari elde edildi.

4.9. Tespit Soliisyonunun Hipotonik Soliisyon +
Hiicre Siispansiyonuna Ilavesi Veya
Pellet Uzerine Ilavesi

Hipotonik goliisyonla muameleden sonra Carnoy
fiksatif sollisyonu damla damla pellet {izerine ilave
edildiginde koaglilasyon meydana geldi ve pek ¢ok fiksatif
muamelesine ragmen plak elde edilemedi. Ancak hipotonik
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muamelesl sonrasinda santrifilij Oncesi hiicre siispansiyonuna 3 ml
fiksatif eklenerek santrifiij iglemi gergeklegtirildiginde
koagiilasyonla kargilasilmadi ve bagirili sonug¢ elde edildi.

Kiltlir yontemine gore direkt yontemde daha fazla
kanin ekilmesi ve dolayisiyla eritrosit oraninin artigi
nedeniyle damla damla fiksatif 1lavesinde bile koagiilasyon
6nlenememektedir. Bu nedenle eritrositlerin gokunu dnlemek ve
kademeli fiksasyonunu sadlamak amaciyla KCl + hiicre
siispansiyonuna az miktarda £fiksatilif dilave edilmesi uygun
gériildi. Garnham ve Sutherland'in (1987) aragtirmalarinda
tespit soliisyonu dodrudan pellete 1lave edilmigtir. Bizim
galigmamizda oldugu gibl Day ve ark. (1988) da koagiilasyon
nedeniyle ve kademeli fiksasyonu sadlamak amaciyla hipotonik
solilisyonu+hiicre silispansiyonuna tespit soliisyonu ilavesini
yayinlarinda vurgulamiglardir. Dolayisiyla Day ve arkdaglarinin
(1988) bulgulari ile bizim bulgularimiz uygunluk
gdstermektedir.

5.10. Lam Isisi

Kord kanindan elde edilen metafaz plaklarinin dagi-
limini etklleyen O8nemli faktdérlerden biri olan lam isisi
dederlendirildiginde soduk ya da oda 1isisindaki lamlara yayilan
plaklarda dagilim ve kromozom morfolojisi bakimindan bir
farklilik gbzlenmedi.

Williams ve ark (1984) (Garnham ve Sutherland 1987)
soguk ve ategten gegirilmig lamlarda kromozomlarin kalitell
olarak yayilmasinda belirgin bir artig oldudunu
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bildirmiglerdir. Ancak yaptigimiz galigmada lam 1sisinin
metafaz plaklarinin kalitesine etkisi ve farklilidi olmadids
gdzlendi.

Galigmamizin 1lk bdliimiinde bdylece ortaya konan ve
rutinde wuygulanabilirligl aragtirilan kord kanindan direkt
kromozom analizi ydnteminin tartigmasindan sonra ikincli bdliimde
kord kani ile yenidogan periferik kanindan vyapilan standart
kiltlir yontemi ile galigildi ve elde edilen metafaz plaklara,
metafaz sayisi ve kalitesl 1ile kromozom morfolojisi ve bant
bzellikleri bakimindan degerlendirilerek direkt ydntemle elde
edilenlerle kargilasgtirildi.

Yapilan bu degerlendirmelerin sonucunda direkt
yontemle elde edilen 1yl dadgilmis ve kaliteli metafaz plak
sayisinin kiiltliir ybntemine g6re az oldudgu buna kargilik
kromozom morfolojisi ve kromozomlarin bant alma Ozellikleri
bakimindan yontemler arasinda bir farklilik olmadidi saptandi.
Her olgudan en az ddrt preparat elde edildidinden sonuca gitme
konusunda bir problemle kargilagilmadi.

Iki ydntem arasindaki bu dederlendirmelerimize
iligkin bulgularimiz Day ve ark. (1988) 1ile tam wuygunluk
gbstermektedir. Garnham ve Sutherland'an (1987) 15 kord kaninda
yaptiklari aragtirmada 1se kromozomlarin daha kisa ve gigmig
oldudu, metafaz plak sayisinin az oldugu ve ancak birkag
preperatla sonug elde edilebildi bildirilmigtir.
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Bizim g¢aligmamizda da karyotip agisindan yon-
temler arasinda gliphe doguracak bir durumla kargilagilmadi. Her
iki vyontemin birbirini destekler nitelikte oldugu saptandi
béylece Garnham ve Sutherland (1987, 1989) 1ile Day ve
arkdaglarinin (1988) bulgulariyla bizim elde ettidimiz
bulgularin uyumlu oldudu gdzlendi.
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6. SONUC

Eskigehir Saglik Midirliigi Dodum ve Cocuk Bakimevi'nde
miyadinda ve normal dogan 25 yenidoganin kord kanindan direkt
ve kord kani ile periferik kanindan kiiltlir yapilarak kromozom
kuruluglari incelenen bu g¢aligmanin 1lk agamasinda en iyl
incelenebilir metafaz plaklarini elde etmek lizere direkt
kromozom analizi yodntemli oturtulmaya g¢aligildi ve agadidaki
parametreler denenerek her parametre 1i¢in uygun degerler
bulundu. Buna gdre;

- Kord kaninin alinigi 1le ekim arasinda en uygun
slirenin 12 saatten az saat oldudu,

- Ekim i¢in en uygun besilyerinin newborn bovine
serum ile hazirlanan RPMI-1640 oldugu,

- En uygun kiiltlir sliresinin 2 saat 45 dakika
oldudu,

- En uygun colcemid konsantrasyonunun 0.02 Fg/ml
ve bu colcemid solilisyonuyla 15 dakikalik
inkilibasyonun oldudu,

- En uygun hipotonik soliisyonun (KCl) 0.047 M ve
bu konsantrasyondaki KCl ile 45 dakikalik
inkiibasyon oldudu,

- Tesbit soliisyonunun hipotonik soliisyon + hiicre
slispansiyonu lizerine eklenerek eritrositlerin
kademell fiksasyonunu en uygun bigimde sadladig:i
ve koagiilasyonu Onlendidi saptandi.
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Aragtirmamizin ikinci agsamasinda yine 25 yenidogandan
alinan 25 kord kani ornedi 1lle 25 periferik kan Ornedi kiiltiire
edildi. Bu yolla elde edilen metafaz plaklarinin, kord kanindan
direkt kromozom analizi yoéntemiyle elde edilenlerle
kargilagtirmasi yapildi. Bu kargilagtirma ve degerlendirme
sonucunda:

a) Direkt ySntemlegall§1lan 25 kord kani ©&6rnedinde
kromozom kurulugu; 10 Ornekte 46,XX ; 15 Ornekte ise 46,XY
olarak saptanirken, kiiltiir yontemiyle caligilan kord kani ve
periferik kan Orneklerinde benzer kromozom kurulugu godzlendl.

b) Aragtirmamizda incelemeye alinan olgularin karyo-
tiplerinin her li¢ galigmada da ayni bulunmasindan sonra direkt
¢aligmada ekim bagina saptanan metafaz plak sayisi kord kiiltiir
ve periferik kan kiiltlir yontemiyle ekim bagina elde edilen
metafaz plak sayisina g8re degerlendirildi ve daha diigiik clarak
saptandi.

¢) Her lig ¢aligmada da kromozom sayir ve
morfolcjisinde fark gozlenmedi. Bdylelikle kord kanindan direkt
yontemle kromozom analizinin rutinde kullanilabilirligi ortaya
kondu.

d) Ayrica kord kanindan direkt kromozom analizi
yontemi kordosentez sonrasi rutin tani iglemlerinde ya da CVS
ve amniyosentez gibi prenatal tani yontemlerinin
dogrulanmasinda kullablilecedl kanisi ortaya kondu.
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