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Gogus Hastaliklarinda Aragtirmalara Genetik
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Son yillarda tlkemizde ve diinyada en hizli gelismekte olan bi-
lim dallarindan birisi genetiktir. Nisan 2004’te Watson ve Crick’in
DNA'nin yapisini aydinlatmasinin 50. yili kutlandi. insan genom
projesi (HUGO) 2003 yilinda tamamlandi. Genom diziliminin
agiga cikmasi hastaliklarin patogenez ve prognozunu aydinlatacak
calismalar icin bir veri tabani olusturdu. Molekdler teknolojide-
ki hizli ilerleyis bir ¢cok yontemin birden kullaniimasini sagladi.
Bu nedenle laboratuar galismalari gerektiren genetik arastirmalar
planlanirken dogru genetik yontemlerin secilmesi gerekir. Bu ma-
kalede gogiis hastaliklarinda yapilmasi planlanan genetik arastir-
malarda kullanilabilecek genetik yontemler gbzden gegirilmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Genetik, sitogenetik, molekiiler genetik

In recent years, genetics has become the most rapidly developing
science in Turkey, as well as the world. The 50th anniversary of
the lightening of the structure of DNA by Watson and Crick was
celebrated in April 2004. The Human Genome Project (HUGO)
was completed in 2003. Publication of the sequence of the hu-
man genome created a database that has helped to elucidate the
pathogenesis and prognosis of diseases. Moreover, rapid progress
in molecular technology has led to many methods being used at
the same time. As a result, while planning to perform genetic re-
search, which requires laboratory studies, in clinical settings, ge-
netic methods should be chosen correctly. In this article, genetic
methods that can be used while genetic research is planned in
chest diseases are reviewed.

teknikler
KEY WORDS: Genetics, cytogenetics, molecular genetic techniques

insan genom projesinin tamamlanmasi ile genomun yapisi hakkindaki bilgilerimiz, genomu analiz etme ve bu bilgileri
kullanma kapasitemiz giderek artmaktadir. Genomda mutasyonlarin goriilme araligi tek niikleotid degisikliklerinden, tiim
kromozom degisikliklerine uzanir. Mikroskopik ve submikroskopik olarak ortaya gikan genomik dengesizligi farkli duyar-
lihgr olan cesitli metodlarla gostermek mimkindiir (Sekil 1) [1]. Nokta mutasyonlari Sanger dizi analizi metodu ile
ortaya konmaktadir. Kromozomal andploidiler ve biyiik yeniden dizenlenmeler klasik sitogenetik yontemlerin ortaya
koydugu anomalilerdir. Floresan in situ hibridizasyon (FISH) molekiiler teknoloji ve sitogenetik tekniklerin birlestirilme-
siyle klasik sitogenetik yontemlerden daha detayl bilgiye ulasmamizi saglar. Genlerin kopya sayilarindaki degisikleri
saptamaya yonelik diger teknikler ise molekiiler genetik yontemlerdir [1].

Klinik branslarda genetik bir arastirma yapilmak istenildiginde karsilasilan ilk sorun yéntem segiminde yasanmaktadir.
Genetik aragtirmalara yonelik en uygun laboratuar yonteminin segilmesi, dogru 6rnekleme yapilmasi ve sonuglarin
yorumlanmasi gereklidir. Konuya pratik bir yaklasim getirebilmek amaciyla, bu bélimde gogis hastaliklarinda yapilmasi
planlanan genetik arastirmalarda kullanilabilecek genetik yontemler gézden gegirilmistir.

I. Kromozomal anomalilere yonelik degerlendirme saglayan sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemler
Sitogenetik, genetik materyali hiicresel diizeyde inceleyen bilim dalidir. Kromozomlarin islev ve morfolojileri mitotik/
mayotik metafaz sirecinde degerlendirilir. Amag, kromozomlar halinde paketlenmis DNA’da meydana gelen yapisal
(translokasyon, delesyon, insersiyon, inversiyon, duplikasyon vb.), sayisal (andploidi, poliploidi vb.) degisiklikleri ve
koken farkliliklarini (kimerizm, mozaisizm, vb.) saptamak, elde edilen sonugla fenotip ile genotip arasindaki iliskiyi
degerlendirmektir [2,3].

Gogiis hastaliklarinda tani ve arastirma amagh kullanilabilecek baslica sitogenetik ve molekiiler sitogenetik teknikler
sunlardir: sitogenetik bandlama yontemleri (karyotipleme), FISH, spektral karyotipleme (SKY), karsilastirmali genomik
hibridizasyon (comparative genomic hybridization) (CGH).

1. Sitogenetik Bandlama yontemleri:
Kromozomal evreye girmis olan DNA metafazda iken hicre siklusu kimyasal ajanlar yardimiyla durdurulur ve kromo-
zomlar elde edilir. Cesitli boyalar kullanilarak yapilan farkli bandlama yontemleri ile kromozomlar degerlendirilir.
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Sekil 1. Cesitli yontemlerle saptanabilen genetik degisikliklerin
boyutu (log scale). Genetik degisikliklerin boyutlari megabaz (mb),
kilobaz (kb), baz cifti (bg) olarak gosterilmistir

*1 numarali kaynaktan modifiye edilerek hazirlanmigtir

Karyotipleme icin en ¢ok kullanilan Giemsa bandlama (G
bandlama) yontemidir. Enine agik ve koyu bandlar elde edi-
lir. G bandlama ile 400-700 arasinda band degerlendirilir ve
genom taranarak 10Mb boyutundaki degisiklikler tespit edi-
lir. Hicreleri senkronize ederek, maksimum sayida mitoz
biriktirmek ve daha uzun bandlara sahip olan kromozomlar
elde etmek amaciyla uygulanan HRB (high resolution ban-
ding, yiiksek rezolisyonlu bandlama) ile de kromozomlar
daha detayli olarak degerlendirilir. Diger sik kullanilan band-
lama teknikleri: Floresans bandlama (Q banding), Reverse
bandlama (R-Banding), C-bandlama (C-Banding), NOR (nuc-
leoler-organizing regions)-bandlama yontemleridir [3-5].
Klasik bandlama yontemleri oldukga basit ve uygulamada
fiyatt uygun yéntemlerdir. Bu nedenle, in situ hibridizasyon
yontemleri uygulanmadan 6nce modern sitogenetik analizle-
rin temel ¢alismasi olarak uygulanirlar.

2. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)

FISH genomda istenilen hedef DNA bdlgesinin floresan
veren DNA problari ile boyanarak “in situ” olarak gézlenme-
sine imkan taniyan molekiiler sitogenetik bir yontemdir.
Yontemin temelinde, hedeflenen DNA bdlgesine komple-
menter florokromlarla (floresans veren molekiiller) isaretlen-
mis olan tek iplikgikli (oligonukleotid) DNA dizileri kullani-
lir. Bu florokromlarla isaretli DNA dizilerine “prob” denir.
Morfolojik olarak korunmus kromozom preparasyonlarina,
fikse edilmis hiicrelere ya da doku kesitlerine uygulanabil-
mektedir. interfaz hiicre gekirdeginin ve metafaz kromozom-
larinin degerlendirilmesini saglar [6,7].

Bu yontemde ilk basamak FISH ydnteminin uygulanacag
kromozomlari veya interfaz hiicrelerini elde etmektir.
Kromozomlar akciger hiicre kiltirlerinden, bronkoalveoler
(BAL) sivisindan ve plevra sivisindan, interfaz hiicreleri de yine
BAL ve plevra sivisi ve bronkoskopik fircalama materyalinden
elde edilmis olabilir. Biyopsi materyali veya parafin bloklardan
elde edilen hiicreler de FISH igin kullanilabilir [7].

Hedef kromozom ya da kromozom bélgesine ve amaca bagl
olarak kullanilan gesitli problar vardir:

a) Tim Kromozom Boyama Problari (Whole Chromosome
Painting Prob): kromozom ya da kromozom kollarinin tanim-
lanmasi igin kullanilan problardir.

b) Sentromer Spesifik Problar: sentromer yakinindaki alfa
satellit bolgesine 6zgl problardir.

c) Lokus Spesifik Problar: delesyon ya da duplikasyonlari,
flizyon genleri tespit etmek ve gen lokalizasyonunu belirle-
mek igin kullanilan belli bir gen/lokus bolgesine 6zgii prob-
lardir. Tumor genetiginde siklikla kullanilirlar.

d) Telomerik Problar: kromozomlarin terminal bolgelerini
tanimlayan problardir. Hiicre yaglanmasi (senescence), kro-
mozomal yeniden diizenlenmeler ve delesyonlarin arastiril-
masinda kullanilir. Her kromozoma 6zgii telomerik prob
bulunmaktadir [6,7].

Sayisal ve yapisal anomalilerin, mikrodelesyon sendromlari-
nin, kriptik translokasyonlarin, marker kromozomlarin
tanimlanmasinda, timor gelisiminde ortaya ¢ikan sitogenetik
anomalilerin tanimlanmasinda ve gen haritalamada kullani-
lan bir tekniktir [3,6,7].

3. Spektral Karyotipleme (SKY)

Teknigin esast her biri 5 florokromun farkli kombinasyonla-
riyla hazirlanmig 24 farkli kromozom boyama probu ile 24
kromozomun es zamanli hibridizasyonu ve tek bir filtreye
sahip floresans mikroskobu ile analizine dayanir. Otuz bir
farkli hedefi ayirt edebilmek mimkiindir. Es zamanli olarak
bir metafaz plaginda yer alan tim kromozomlarin farkli
renklerde goriintiilenmesine imkan tanir. Isinim emisyonlari-
nin olcilmesi hibridizasyonun degerlendirilmesine olanak
saglar. Kromozomlar kendine ait farkli karakteristik bir dalga
boyunda veya floresansta izlenir. SKY ile 1,5 Mb’nin altinda-
ki parca degisimleri bile saptanabilir [3,8]. Kansere neden
olan genomik degisikliklerin standart bantlama yontemlerin-
den daha iyi anlasilmasini saglar. Yeniden diizenlenmeler
kolaylikla tanimlanur. iligkili kromozomlar saptanir. Bandlama
tekniklerine Ustiinligii, cok kiigiik boyutlardaki anomalilerin
daha kolay taninabilmesine olanak vermesidir [9].

4. Karsilastirmali genomik hibridizasyon (comparative
genomic hybridization) (CGH):

FISH'de dahil olmak tizere klasik sitogenetik yontemlerin,
kanser sitogenetiginde karsilasilan yapisal anomalileri dogru
olarak tanimlamada yetersiz kalmasi yeni yontem arayislarini
beraberinde getirdi. Sitogenetik ve molekiiler genetik teknik-
lerin birlikte kullanildigi CGH bu sorunun ¢éziimlenmesini
sagladi. Kallioniemi ve ark. tarafindan uygulamaya sokulan
bu teknikte esas ama¢ DNA kopya sayisindaki artisi veya
eksilmeleri ortaya koymakti [10,11].

Yontem, iki farkh florokrom ile isaretlenmis kontrol ve test
DNA’larinin anomali icermeyen normal metafaz plagi lize-
rinde hibridize edilmesi esasina dayanir. Bu iki florokromun
yogunlugunun orant saglikli hiicre ile degerlendirilen hiic-
renin kopya sayisi farkliliklarini gosterir. Genomdaki denge-
siz materyalin daha ayrintili ve dogru analizi ve &zellikle
dengeli goriinen bir genomda yer alan belirgin olmayan
sapmalari gostermek icin kullanilir. Ayrica gen amplifikas-
yonu bakimindan timér genomunun taranmasi ve amplifi-
kasyonun kromozomal lokalizasyonunun saptanmasi ama-
ciyla da kullanilir. Yontem ile hasta DNA’sindaki kromozo-
mal kayip (loss) veya belli bir bolgenin amplifikasyonu
(gain) gosterilir. Metaplazik degisiklikler de saptanir [12].
Duyarhligr metafaz kromozomunun ¢ozinirlGgi ile sinirli-
dir. Bu yontem mikroarray teknolojisinin gelismesini sagla-
yan temel yontem olmustur. Mikroarray teknolojisinden
daha sonra bahsedilecektir.



Il. DNA diizeyindeki anomalilerin degerlendirilmesini
saglayan molekiiler genetik yontemler (mutasyon ve poli-
morfizm)

Restriksiyon enzimlerin kullanima girmesi pek ¢ok canlinin
genomunun arastirilabilmesini saglayan teknolojik ve meto-
dolojik uygulama araglarini glinlik uygulamaya sokmustur.
insan Genom Projesi (HUGO) kapsaminda yapilan calisma-
lar sonucunda, insan genomunun yaklagik olarak 33000
gene sahip oldugu anlasiimis ve bunlarin biiyiik cogunlugu-
nun ozellikleri belirlenmistir. Giinimtizde klinikte konulan
hastalik tanilari, molekiler tani ile desteklenmektedir [13-
15]. Ayrica, ilag etkinliginde genotip-fenotip iliskisi giderek
onem kazanmakta ve kullanilan ilaglardan en az zararla, en
etkin sekilde yararlanma olanaklari arastirilmaktadir. Asagida
genetik arastirmalarda kullanilan temel molekiler genetik
yontemlerden bahsedilecektir.

1. Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
(PZR)

Hicre icinde dogal olarak gerceklesen DNA replikasyonu-
nun tiip icinde taklit edilmesiyle istenilen bir bolgenin ¢ok
fazla sayida c¢ogaltilmasini saglayan bir yontemdir [16].
Yaklastk 30 jenerasyon (siklus) sonra segilmis bir DNA dizisi-
nin asag yukari bir milyar katini kopyalar [17]. Cok az mik-
tardaki ornekten spesifik bir gen bolgesini ¢ogaltmak, taniya
yonelik incelemeler ve arastirma yapmak igin yeterli genetik
materyal saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Primerlerden
biri hedef bolgenin 5’3" yoniindeki zincirinin, digeri 3'>5’
yoniindeki zincirinin baglangi¢ bolgesine komplementeridir
[6,18]. Ortamda gogaltilacak olan kalip DNA 6rnegi, cogal-
tilmasi planlanan bélgenin iki ucunda yer alan DNA dizile-
rini 6zgll olarak taniyip baglanacak primerler, bu primerlere
baglanip sentez yapacak olan isiya dayanikli “Taq” polime-
raz enzimi, sentez isleminde kullanilacak deoksiriboniikleo-
tid trifosfatlar (ANTP’ler; dATP, dTTP, dGTP, dCTP), gerekli
pH ve iyon (Mg®) kosullarini saglayan tampon karisimi
bulunmalidir (Sekil 2) [19].

PZR ile DNA'nin iki zincirinin yiiksek s ile birbirinden ayril-
masi (denatiirasyon), daha sonra sentetik oligonikleotidlerin
hedef DNA'ya baglanmasi (primer hibridizasyonu,annealing),
enzimatik DNA sentezi (polimerizasyon,uzama) donguisu-
niin 25-40 kere tekrarlanmasi sonucu tek bir DNA fragmani
2" sayida gogaltilir (n=déngi sayisi). Her dongi basamagi
farkli 1silarda gergeklesir; sirasiyla birinci basamak 94°C-
98°C; ikinci basamak 37°C-65°C; Ugiinci basamak 72°C.
Biitiin islem 1-2 saat icerisinde tamamlanir (Sekil 2) [19].

ilgili DNA bolgesi PZR ile cogaltildiktan sonra bu bélgedeki
mutasyonlar degisik metodlar ile analiz edilebilir: PZR Griin-
lerinin agaroz veya poliakrilamid jel ile analizi, PZR/RFLP,
SSCP (single strand conformational polymorphism), ARMS
(amplification refractory mutation system), DNA dizi analizi,
microarray analizi vb. [6,18]. PZR teknigi molekiiler arastir-
malarda bir 6n iglem halini almaktadir. PZR'nin kullanim
alanlari sunlardir; onkogenez arastirmalari, prob olusturul-
masi/klonlama/gen ekspresyon arastirmalari, DNA dizi anali-
zinde, biyik miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasi,
bilinmeyen dizilerin tayini, RFLP (restriction fragment length
polymorphism) analizi, DNA protein interaksiyonunun aras-
tinlmasi (footprinting), kaltsal hastaliklarda tasiyicinin ve
hastanin tanisi (mutasyon analizi), prenatal tani, klinik 6rnek-
lerde patojen organizmalarin saptanmasi, adli tip (DNA
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parmak izi arastirmasi vb.), tarihsel degeri olan DNA'nin
incelenmesi, in vitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede pre-
implantasyon tani [19].

2. Gercek zamanli PZR (real-time quantitative PCR)

Bu yontemle klasik PZR yontemi ve gen analizi birlestirilmis-
tir. PZR’de reaksiyon esnasinda olusan driin miktari kendisi
ile esdeger olarak artan floresans boya ve problarin olustur-
dugu sinyal ile birlikte izlenir. Uzerinde cahgilan 6rnekler-
den elde edilen DNA'nin kopya sayisindaki artisi sayisal
degerlere donlstirme ve mRNA'nin diizeyini sayisal olarak
belirleyebilme (gen ekspresyonu) en ¢ok kullanildigr alanlar-
dir [20,21]. Bunun yani sira, nokta mutasyonlarinin belirlen-
mesinde, DNA hasarinin ol¢timiinde, “single nucleotide
polymorphisms” (SNP) analizlerinde, kromozom bozukluk-
larinin tespiti gibi calismalarda da kullaniimaktadir [20,21].

Spesifik olmayan cift zincirli DNA'nin ¢ogaltilmasinda kulla-
nilan “SYBR-Green 1”7 ydntemi basit olan ama ¢ok iyi isleyen
bir metotdur [21]. Yalniz “SYBR-Green 1” reaksiyon ortamin-
da herhangi bir cift zincirli DNA bulundugunda floresan
isima yapabilir. Bunun sebebi primer-dimer olusumu da
olabilir. Bundan bagska ¢ogaltiimak istenen DNA pargasi 6zel
bir bolge ise bu bolgenin saptanmasinda giivenilir bir sekilde
kullanilan floresan isaretli problarla uygulanan teknikler
mevcuttur. Bu tekniklerde kullanilan problar; hidroliz probu
(TagMan” prob), molekiiler boncuk probu (Molecular bea-
con), “Light-up” prob, hibridizasyon problari ve “Scorpion”
primerlerdir [21].

3. Kesim fragmentleri uzunluk polimorfizmleri (Restriction
fragment length ploymorphisms (RFLP))

DNA kesim enzimleri belli dizilimleri 6zgiil olarak tanir ve
keser. DNA'da ortaya ¢ikan dizilim degisimleri belli kesim
enzimlerine ait yeni kesim bdlgeleri ortaya ¢ikarir ya da
daha 6nceden var olan kesim bélgeleri kaybolur. Arastirilan
DNA belli enzimlerle kesilip jelde yuratildikten sonra
referans DNA'ya gore degerlendirilir.Elde edilen farkli frag-
man uzunluklari bize bilgi verir. Belirli kesim enzimlerinin
kesme noktalarinda ortaya ¢ikan degisimlerden olusan
RFLP’ler tek nikleotid polimorfizmi SNP olarak bilinir
[6,13]. RFLP analizi mutasyonlarin ve polimorfizmlerin
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Sekil 2. PZR amplifikasyonu igin baslangic materyali ve ¢ogaltim
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arastirilmasinda, genom haritalamasinda kullanilan bir yon-
temdir.

4. DNA Dizi Analizi (Sequencing)

Dizi analizi yéntemi rekombinan Taq polimerazlarin gelis-
tirilmesiyle PZR ile yapilabilir hale gelmistir. Otomatik dizi
analiz sistemleri zincir sonlandirma yontemi (Sanger yonte-
mi) esas alinarak gelistirilmistir. Sanger dizi analizinde
DNA polimerazi inhibe etmek igin nikleotidlerin kimyasal
analoglart kullanilir. Bu analoglar dideoksiniikleozidtrifos-
fatlar (ddNTP)'dir. Klasik dNTP’lerden deoksiriboz sekerin
3’ karbonunda hidroksil grubu bulunmamasiyla ayrilirlar.
Uzayan/sentezlenen DNA zincirine eklenen ddNTP’lerde
3’ hidroksil grubunun olmamasi nedeniyle, ardindan gelen
dNTP’lerle fosfodiester bagi olusturmaz. Dogal olarak DNA
zincirinin daha fazla uzamasi imkansiz hale gelir ve zincir
sonlanir. Sonugcta sentez sonrasi farkli uzunlukta DNA par-
calari ortaya ¢ikar. Dort farkli enzimatik reaksiyonda, dort
farkli ddNTP kullanilarak (A, C, G, T igin) birer reaksiyon
elde edilir. Uriinler poliakrilamid jel veya kapiller elektro-
forezde yiiriitiilerek radyoizotop ya da floroforlar goriinti-
lenir (Sekil 3). Reaksiyon sonrasinda kapiller denilen ince
borucuklara elektrokinetik enjeksiyon sistemiyle calisan
cihazlarda fragmanlar, kisadan uzuna dogru ayrilirlar.
Sonlandiklari noktada her bir fragmanda dort gesit dideok-
siniikleozitten birine ait floresan boya bulunmaktadir.
Kapillerden gecerken cihazin lazer sistemi floresan boyala-
ri uyararak, her birinin kendine 6zgii dalga boyunda 1sima
yapmasini saglar. Cihaza entegre bir kamera sistemiyle bu
isimalar kaydedilir. Gorlintli otomatik goriintiileme aletine

aktarilarak analiz edilir [6,18,19,22]. Hem normal hem de
mutant genlerin analizi igin kullanilir.

5. Tek zincir dogrulama polimorfizmi (SSCP; single strand
conformational polymorphism)

Bilinen ve bilinmeyen mutasyonlari taramada kullanilan bir
yontemdir. SSCP ile 150-200 niikleotidlik PZR Grunleri ince-
lenebilir. Mutasyonu arastirilacak gen bolgesi amaca bagh
olarak intronlari veya sadece eksonlari icerecek sekilde
PZR'de ¢ogaltildiktan sonra denatiire edici 6zelligi olan poli-
akrilamid jelde elektroforez edilir. Bu elektroforez islemi
esnasinda DNA tek iplikli forma gecer. Tek zincirli nikleik
asitler baz kompozisyonuna bagli olarak yeni sekonder bir
yapi kazanir [23]. Tek bir nikleotid degisikligi bu yapiyi
bozar. Mutasyonlu bolgenin elektrik yiki degismis oldugu
icin normal ve mutant iplikler jel ortaminda farkli motilite
gosterirler (Sekil 4). Jel “cybergreen” boyama ile boyanir.
Otoradyogramda farkhi bantlarin goriilmesi ile mutasyon
varhgr anlasilir [18,23]. Bu testin mutasyon saptama duyarli-
l1g1 %80 civarindadir. Givenilirligi az olan bir 6n mutasyon
tarama teknigidir [6,18].

6. Denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE; denatu-
re gradient gel electrophoresis)

DGCE ile en fazla 1000 baz cifti (bg) biiyiiklikteki DNA ana-
liz edilebilir. Mutasyon tasiyan DNA parcasinin erime sicaklig
degisir. Normal ve mutant allellerin erime profilleri farklilik
gosterir. Bu nedenle homodupleksler ve heterodupleksler
denatiire edici jelde farkh géc ederler. Ozel bir elektroforez
aleti gerektirir. Elektroforez kosullar iyi optimize edildiginde
ve PZR primerlerine GC bazlarindan olusan dizilerin eklen-
mesiyle, hem “sense” hem de “antisense” dizilerde hetero-
duplekslerin olusturulmasi sonucunda nokta mutasyonlari
%100’e yakin yiiksek hassasiyetle saptanabilir [23].

7. ARMS (Amplified Refractory Mutation System)

PZR tabanli bir mutasyon tarama yontemidir. Dizilimi ve
mutasyonu bilinen bir gen bolgesinin t¢ farkli primer ile
(common/normal/mutant) amplifiye edildikten sonra elde
edilen drlinler jel elektroforezinde kontrol edilir [18].

8. Mikrodizilim (Mikroarray) teknigi

DNA mikroarray; tek bir ¢iplizerinde tiim genomun DNA) ve
ekspresyon driinlerinin (RNA ve protein) incelenmesi yonte-
midir. Yontem isaretlenerek sabitlenmis tek zincir DNA
molekiilleri ile calisir [23]. Molekiler biyolojik ve robotik
tekniklerin bir arada kullanimi sonucunda, cam matriks tze-
rinde her biri spesifik bir geni temsil eden sentetik oligoniik-
leotidler, cDNAlar, BAC (bacterial artificial chromosome),
PAC (P1-derived artificial chromosome) ve kozmitler, PZR
urtinleri gibi binlerce DNA pargasinin yapistirilarak dizilme-
si ile elde edilen ¢ip’ler farkli renkte florokromlarla isaretlen-
mis test ve referans DNA Ornekleri igeren hibridizasyon
solisyonu ile hibridize edilir. Hibridizasyon sonrasi florok-
romlarin tarayicidan elde edilen goriintiisi bilgisayar ortami-
na aktarilarak cesitli biyoinformatik analiz programlar ile
degerlendirilir (Sekil 5) [23,24].

Teknigin kullanim alanlari; kanser arastirmalari (timor sinif-
landirmasi, risk ve prognoz belirlenmesi), gen ekspresyon
seviyelerindeki degisikliklerin belirlenmesi, normal ve pato-
lojik durumlarda gen ekspresyon farkliliklarinin incelenmesi,
DNA/daki mutasyon ve polimorfizmlerin (SNP analizleri)
tespiti, ilag gelistirme calismalari, genomik kazanim ve
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Sekil 5. Mikroarray yontemin asamalari

kayiplarin belirlenmesi, gen haritalamasi galismalari, epige-
netik modifikasyonlara yonelik calismalardir [13,19].

Sonug olarak, teknoloji ¢ok hizla gelismekte ve ilerlemekte-
dir. HUGO ile insanin tim genomik dizilimi ortaya konmus-
tur. Yakin gelecekte, tek gipe indirilmis bir inceleme yonte-
miyle, bireylerin genetik hastaliklarinin tanisi ve saghk aci-
sindan tasidiklar kisisel risklerin bilinmesi miimkiin olacak-
tir. Bu durum arastirmalarda, tani koymada ve tedavide yeni
bir tip anlayisinin ortaya ¢ikacagina isaret etmektedir.

KAYNAKLAR

1. Shen J, Wu BL. Microarray-based genomic DNA profiling
technologies in clinical molecular diagnostics. Clin Chem
2009;55:659-69. [CrossRef]

2. Bozkurt G, Tabakgioglu K. Psikiyatrik genetik arastirmalarda
kullanilabilecek genetik yontemler:lll. Psikiyatri ve sitogenetik.
3P Dergisi 2004;12:20-30.

3. Wegner RD. Diagnostic cytogenetics. Berlin: Springer-Verlag, 1999.

4. Verma SM, Babu A. Human chromosomes manual of basic
techniques. New York: Pergamon Press; 1989.

5. Zamani AG. Genetik tani yontemleri. ig:Toraks Dernegi 10.Y1l-
Iik Kongresi, Kurs kitabi, Antalya 2007:143-61.

6. Nussbaum LR, Malnnes RR, Willard HF, Boerkoel CF. Thomp-
son and Thompson. Tibbi Genetik. 6. baski, Ankara: Giines Ki-
tabevi; 2005.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Turk Toraks Derg 2013; 14(Supplement 2): 15-9

Barch MJ, Knutsen T, Spurbeck JL. The AGT cytogenetics labora-
tory manual. 3rd ed. Washington: Lippincott-Raven; 1997.
Schréck E, Du Manoir S, Veldman T, et al. Multicolor spectral
karyotyping of human chromosomes. Science 1996;273:494-7.
[CrossRef]

Lee C, Gisselson D, Jin C, et al. Limitations of chromosome
classification by multicolor karyotyping. Am J Hum Genet
2001;68:1043-7. [CrossRef]

Kallioniemi A, Kallioniemi O, Sudar D, et al. Comparative ge-
nomic hybridization for molecular cytogenetic analysis of solid
tumors. Science 1992;258:818-21. [CrossRef]

Ozon YH. Komperatif genomik hibridizasyon tekniginin pre-
natal tanida uygulanmasi [Doktora Tezi]. Osmangazi Univ. Tip
Fak., Tibbi Genetik AD; Eskisehir, 2000.

Bryndorf T, Kirchhoff M, Rose H, et al. Comparative geno-
mic hybridization in clinical cytogenetics. Am J Hum Genet
1995;57:1211-20.

Pehlivan S. Tipta molekiiler genetik tani. Gaziantep Univ Tip
Fak Derg 2007;1:17-21.

Zamani AG, Kutlu R, Durakbasi-Dursun HG, et al. Y chromo-
some microdeletions in Turkish infertile men. Ind ] Hum Genet
2006;12:66-71. [CrossRef]

Zamani A, Zamani AG. Akciger hastaliklari genetigi. Sendrom
1999;11:104-9.

Mullis KB. The unusual origin of polymerase chain reaction. Sci
Am 1990;262:56-65. [CrossRef]

Art §. DNA'nin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile gogaltil-
mast. i¢: Temizkan G,Arda N, ed. Molekiiler biyolojide kullani-
lan yéntemler. istanbul: Nobel Tip Kitabevleri; 2008:101-20.
Lileyap HU. Molekiiler genetigin esaslari. 1.baski. Adana: No-
bel Tip Kitabevleri, 2008.

Akar N. Klinik molekdler patolojiye giris. Ankara: Antip AS Tip
Kitaplari ve Bilimsel Yayinlar; 1999.

Kubista M, Andrade JM, Bergtsson M, et al. The real-time polyme-
rase chain reaction. Mol Aspects Med 2006;27:95-125. [CrossRef]
Ginel T. Gen anlatiminin kantitatif analizi “Real-Time PCR”.
Turkiye Klinikleri ) Med Sci 2007;27:763-7.

Yirir Kutlay N, Tikiin A. Akciger hastaliklarina molekiiler yak-
lagim. i¢: Zamani A, ed. Gogiis hastaliklarinda tani yéntemleri-1I
ozel sayisi. Turkiye Klinikleri ) Int Med Sci 2006;2:81-8.
Solinas-Toldo S, Lampel S, Stilgenbauer S, et al. Matrix-based
comparative genomic hybridisation: biochips to screen for ge-
nomic imbalances. Genes Chromosomes Cancer 1997;20:399-
407. [CrossRef]

Yurter HE. Gen ekspresyon analizinde microarray teknolojisinin
kullanimi. DEU Tip Fakiiltesi Dergisi Ozel Sayisi 2002;41-7.

19



