Gen Ekspresyon Analizinde Microarray

Teknolojisinin Kullanimi

MICROARRAY TECHNOLOGY FOR GENE EXPRESSION ANALYSIS
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OZET

slicroarray ek tlplemlen hiereden veya dokudar BNA wolesvonu, komple

menter nukleondler kullandaeak bedel urenmy, saretlenen hedefin oo/ pavdona

(array) fikse edilen prob de ubndieasvoou ssamalanndan olusoudkody,. Ekspeesvon
Farkhibklan koareolle karsidastimlarak bilmsayar vardumovla amahe . cddmekiedin. Bu
i Bl ! !

tebnolop, INA dizt analize murasyon ve polimoifiem teshis, dae hedeflenmn

tarnmbanmas, gen ckspresvonu profillennin olusturoloss, noemal ve patolojik

durimbieda gen chspresyon Tukhbklmmn incelenmes inbe cok pemy upgulima alam

Fulurmakeadar,

Anahtar stzeitkler: Micioaroy, pen ekspresyanu

SUMMARY

Microareay techiogue regquirgs tsoladon mRNA from the cells o rissuc of [nterest,

crephion of complemintany nucleonde mapet and bhvbodizaion of the labeled e

to pene spesific probie affeed 10000 glass or ovlon matds (the seeay), Computee-
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Microarray Teknolojisi

Insan penom preqesinin hedeflent arastnda, insan
DA diztsimn otmlanmasimin vant siea, fonksivonel
genormibk calismalar Gnemll ver tormaktadie, Fonkssyo-
nel genomik ealsmalar insan ve model areanizniala
ait genlernn baw dizising msiyan tmeuzunluka DA
setleninin olustralmasing, protein kodiamayan dizilenin
fonksivonlannm amsnnimasing, pen chspresyonu ga-
lismalarml, DINA mutagenez galismalann ve pratein
analizledni avriea bu konularda yent/hizh teknolojle-

tire geligtivmesing kipsamalkeadie (1-3),

e crganiama iginde bulunan binlerce gen ve bu
genlenn Grinlest olan RNA ve proteinlenn octaklags
tonksiyon garmelen hayatin pleeming olusturmalktadie

Milvonlarea DNA bazimin dizilising bilmek, genlerin ne
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deviven differential avalvsis can De wsed o determing changes i the cxprission
refaive to g control. Miceoarray rechnolopy & used for o wide scope of spplicetions;
ircluding sequéncings, dérecnon of mutmons ot polimorphisms, idennficatian of
doip rrgers, pene expresiion profling, pen expression patterns normal verses
pathological conditons
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vaptklarmi, sasil calignkdari, huicreden OERAIEL
widen agamalar, hastalikta hangt mekanizmalann de
fsufnl, vaslanmmma nedenlering alag Gretmine vl
ofrenmek anlamina gelmex. Fonksivonel  genomik
cahsmalar b nokada devreve prmekeeds. Genlenn
bir organizma icinde birbivlerivle naal Hetsim kurduk-
larintn, bichitlerting nasd etklediklenmn anlasdmas: cok
onemlidie. Bie hiweenin ipt veya ande bulundugu
evre, 0 hiceede ehsprese olan gen profil v sahap
oldugu penlenn mBENA dizewindekn depsitkhiklern dle
belitlenir: Daha dnece ranunlanmanis olan bircok genin
ekspresvon profili incelencrek vo difier billnen genlerin
profillert de kargilasunlarak o genlerin olast fonks-
vonlan hakkinda ipuglan elde edibmektedic, Bu bilgiler
merabolik vollam ait semalarla bulesnrildiginde, deg-

sen garilar alunda bu yollann nasd ertkilendif dgrenile-
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Ceem ehspresyon analizinde microarriy teknolojisinin kullanm

bilmektedir. Ancak wim genleri eswamanh olarak cali-
sablmek oldukea karmasik bur olavdir ve gems kap-
sapnlt wekeoloplere thiovae vardie Fonksivonel genomik
calsmalazin amact, deneysel ve bilssavar it yontem
teer kollacarak midmkan elidufunea cok vaptsal Tl
eilmebilmek ve by bilgiden varadanarak olavlarn bi-
vodojising anlamakars Bocalismalaca bonon penledn we
lonkswvonlarmnn Iar kitalogn  olusuralabilecek ve
bivlece huere ve organizma bilesenlerinn birbielerivle
nasit ortaklaza cabsnldar anlasdabdeceknr Oelenelsel
malekiler bivoloji memdian e bir denevde ancak bir
pgen analiz edsebilmektedie. By nedenle dilenilen ge
nin fonksvonladnt kapsamb olasak agklamak Gzere
yeterll olamamakiadie. Son biskag yilda amsoecihon
gok st ceken “DNA mucroareay™ adi venlen vl
bir teknolop gelistrilmistic. Bu reknolop tek bir areay
trermde tum penomu mceleyehilme oxeiligindedir.
Arasanalara avnt anda binlerce penin bichidenyle olan
ihskismi ofrenchilme imkanim saglamisne. B rekno-
lopr tamlamak vzere bochup, DNA chip, DINA
microarray, genc-array gibi degisik lernunolojder kulla-
ntlmaktadie (3-8

Microarray  projest, NITT (Nanonal Insuiue of
Fealeh), BWHLGRE (Manonal Fluman Genome Research
Center), NCBL (National Center for Biotechnology
N
MNINIIS (National losttute of Neurological Disorders

Intormeton;, (Manonsl  Cancer Instue],
and  brrokel, BELP (Biomedical Enmnoeenng and
Inserumentauon Program) gibi daha bircok enstiti ve
béliman katildin ortaklasa yvirsmlen bir arssnrma
projestde fwww.nhprinth govi. D3INA mikroarmsy ek
nolopsinin onumusdekt willarda genomik arasurma
larda ¢ok yavgin olarak kollamlacaging ve dnemlt va-

rirlar saglavacamna mandmakiadie (99,

DNA mikreartay yonteminin cabisma prensibi bag
eslesmest (DNA icin AT ve G20, KNA icin AL ve

-2 veva hibridiasvondor

Bir arcay nikleik asic eneblermin dizgiin bir se-
kilde siralanmas: ile elusmskeadie. Bilmnen ve bilin-
meyvern DINA arneklerinin bay eslesmest decllipine gare
tibridizasvonu i wvgun bir ortam saglayarak: balin-

meven DNATann momlanabilmest amaenda kallanle,
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Pikse edilen dmggre an nokanm buyiklugune gore
makroareay ve mikroarray olmak gzere ke ayriuir
30 mikron ve daha buvak ¢apl noktacklardan ohasan
makroarray jelde veblot mraviclarda kelayhibda poril
mektedre Mikroarraylerde ise arnek capn 200 nitkron-
dan daha kiiciktur bu nedenle b areay uzennde ban-
lerce Benek Bulunabilie, Microarray calismalannda decl

rialaotlaca '.r'l:.l.!_:_r'irl'ltu{:|¢:1‘n:- dofuinimlarina thtivag vardir

Shcraarray viksek hisda calisan robatlar mrafindan
inal edilmektedic. Genellikle cam bazen de naylon
vizevler zenne DNA dimst bilinen problar dizlic
Cam vizeyin naylon ve nirroselidoz filtrélere piice
avantajlan vardis ('_'Jrnr.;f{m, denevt munvarurze eder,
Aoresan bovalann kullanumma unkan verir, viizey sen
eledug icin drnek diffisze olmaz boyleee lazer analizine
mtkan dogar. Microsrray olusturulurken cim viey;
adtral pllds DNA dle fvomk hag oluswran silan,
INAva non -kovalenr/gen donusmes sckilde - bagla
man niteoseliilloz-temelli polimer veva polilizin e
kaplanabilic. Bu kaplama de IINA omeklen cam Vil
zevde fikse edilmekredie (10,113,

Mherowrray 1k sekilde drenlebiimekredir,

I, Fotolithografi: Bilpisavar chip endustnande cok
kullandan ve 11 bilinen bir vontemdir. Sihkonge
cilmis olan cam vizerde obgomukleoud senteu
gibi bir fotokimyasal reaksiven perceklesngt sicada
ultravivele stk kavnak elarak kullamlbic Bir eogel-
den gecinlen bu ik asgnial olarak reaksivonu die-
vam eiunr. Bu engelde, birkag mikrometze gemish
ginde ve camm cm®sinde bigkag yiizbin probun
ver alabileceg acikhklar vardin, Ancak bu s
sentee  leknolojpsinin desavanmg 25 nitkleond
wrunligu ile smich olmasidie (12,13).

Mekanik fiksasyon: Ink-jet veva XYA eksem

drerinde harcket kontroli alan bir cibae veduyla

$a

orneklenn frziksel olamk vuklenmesidie: Bu yan-
temyde, yievle dicekt olaek kil olunmas e
cok kicik mikadarda s kullamlmas nedenivle
buharlagma ve konmminasvon problemlest poride-
hitlmekeedic {14

Rullanslan baz dizisinin dzellifne bagh olarsk ik
tp array vacdir, Binnel dpee, 500-5.000 baz uzunly
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gundaks ¢DDNA problan robotlar aracihi e cam el
kat vozeviere marturolur Birses hedef teker teker vieva
Kargim halinde by viizeye uygulanie, Stanford Univer-
sttesi’nde. gelsunlmis. olan bu yintem Ygelencksel
DNA microareay” olarak kabul edilmekredie. 1kined
upte, 20-80 mer oligonikleoud  veya pepnd nitkleik
w1 (PNA) problar senteslenceek dizilicler. Atray isn

reclt PINA ile hibridizasyona sokularak komplementer
dizlerin varkgs/muikaan  ammlanelar Be vontem
trererek
Afymernx [ne, rarafindan gelistintlmestic (15),

Feitesli thografik deellikli dninler satan

Karsilasurmal pen ekspresvonu calismalar ile kan-
ser/ timidrlerde kopya savesindakil  demsikbklcr, oim
genoma yvayilibilecek amphifikasvonlar ve delesvanlar
caliidlabilmekte ve kopya savst degisimlerinm gen
ckspresvonunu nasil ethilediin arasunlabilmekredir.
Kargslasurmalt pen  ekspresvonu  calismasmy  droek
alarak IINA mmieroarmay teknolojisinl basarmaklar ha-
Linde kisaca agilavalinm (16-19):

I Huere populasvonu seqimi Dokuya awzgul

genler kanserde T(‘gﬂ]ﬂ'[n:’ genlerin baalaring,
civresel Li('gtisikllkllﬂflt- verilen hicresel yanm
v hiliere dlfilllg'l'_']:t.l"]t!{:-f;ki. ':H'ﬁ;j;;fkﬁf{!cr[ ?ﬂh:;'.‘.ll‘ﬂ'-
mek pibi bircok amacla farkl hitere prenplar
secilebilie. Klonlanmig hoere hatt, maya vh,
homaojen hacre populasyonu calismalan dekn
bivopsist gl lwrcok hiiere tpint [epirel,
endotel, sinir, kas, bag doka hucrelen) bulun
duran omeklenn galismalanndan daba kelay:
dir. Bivopsi pnbi kansik drmeklerde LCM (La
der eaptire microdissection) ale epl] hicre
uplerinm ayvnilmas: gerckmekredir. Ancak bu
wiintern paman alicl olmasina rgmmen mBRNA'
Lt chegrade nlmamast ioin luzh olmak zo-
rundhidie {24223

S

il A satlasimbeiss ve revers transkiipsiyon:
Yy EMAlann vaklagk  olarak
Yedunit dlusturan mBENMA 122
sekilde saltastnbr, bir
molekil ofan mBNA daba dayamkh cDNA
molckalune

bcredek:
mikropram
alacik Faelgan
cevrilin,
Bivrun mBNATar avar vertmlilikle cNA v

Feversitanshopsivonla

gevnlemerler. Avi mBNAY defisik bilcreler

de karsilagnrcken problem olusnirmasa da
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Gen ekspresyon analizinde microareay teknolojisinin kullanm,

furkl RN Vanm kentitadf ealisemalannda bu
kanstkhk  waratabilmekedie Hazs
BN Alann clINIA v

anclecy
covetlelulmekte ve tam olinavan bu sentex

{?]H'ﬁ'
=g Lar ks
arcaye bailanmasim hosmaktadie B prahlem
ugean vapalan sentey venne rastgele pramerderle
el A

covtlmekredie. Ancak bu da pereksi olimk

vamlian sentezunn  uypulanmasiyla
thNA ve (RNA'ninda drnckee ver almasima

neden elmakad.

3 clINA min floresan saretenmest: Microarraye

baglanen elDNANmin gorilebilmest varlg
beth eden bir “reparter™ molekulle 1saretlen
mesing baghdie, Tncelenceck olan 2 Genek
farkll bewalards bovanwdar. Bu boyalar genel
kle floresan ozelb@ olan rodamin/ Goresin
vierd Cy3/0v5 dir

4 BNA miecroarray ile hibrdizasyvon: Areay e

neeier bulunan nlerce farkh TN s gees
eine, laboratevards hazrlanimis olan 19Nl
urgulaner. ¢ONA  komplementerm buldugu
nokada hibndizasyon vapar ve floresan save
sinde bu noktaye gieinie kilar, Array Gzenin
deki herbie noke aver bir deney olamk vo-
rurnlante. Tt gpenom dizisioin samam cika-
rlmis olan crgangmalacda (bas bakrender ve
scereviseme adl mayads) bilinen her genin
genomik  DMNAsun ve olst ORF {open
reading frame) vapusine caligmak mumbkun ol
magtadie, Torl pesomik DNA mole edilibik-
tens sonr PUR ke gofalubie ve bavlece sinirsi
savida array hasrlanmast muimben olur Orne
gin, 5, cereviscae o tom penlen (Yaklasik
olarak GLOO) rek lnrc mucroareay uzenmde top-
bnabilmisar,

Hi

chuyucn dentlen sistemle vaphr Okuyuew,

widvee  edilen

TaCAry

s Farama

Arravin

bilpisayarla konteal edilen “invesied scamng
fluorescent confocal” nukeoskoptur ve lueerle
cabismakradie. Proba baglinmis olan floresan
wareth molekiller lazede sumule edildiklerin-

de

tama yaparar, Army  tamyiomn amact,
komplementer  aokralars baghnan  probun

envelipe iming seslare etk
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Gen ekspesvon analirinde microarray teknolojisinin kullanm

(i Taraman eorintinun vonsobinmes: Flomesan

Pyt mengd obirtke Brmsnan, vesilin ve sannm

(Kmuzvesit=san)  vopunluklan  Sictlersk

degedendimeler vaple Sekil 1) San nokia-
ciklar her ki hitcme grubuncda ks esit mikrarck
cINA baglandinm pistermekiedic. Bir pokaa-
cikta saptanan Boresan yoguniugu o hiene -
pince  Tolunan mRNA - vodunluguon Delin-
mektedic. Direnste nokoacklar, drgiil olma-
varn  hibAdizasvon, davt Gzenne wez bolun-
musicht syl sverehilic v yvodunluk Bk
karar venmeyt  sorlashor, kalibmsvon proby
lemlen yvasanabiliv, Bua nedenletle  mdcroarmay
sonugclanmn yommbkanabilmes: kin bigcok ya-
almm ket Baardanousir, Bovleoe eksprese

olin  genlerin hepst mimlanabilmese hile
hilcre  tplenni  belideyvebilecek  ekspresyon
profili sdeta bir fingerpen’™ olintk. kullaulba-

Prilrrektecis,

schkil Zde
analizi amach kollanmu basamaklar halinde  gésteril-

mjereetmty leknifinin pen ekspresyon

s,

Mictoamay teknelopsinde hassas noktalann basinca
stanchirdizsyon  pelmektedies. Her amaca wygun bir
“oole] manckind” ok, Afimemx armavlerde genellikle
her bir gen icin 20 prob bulunmaktadie, Standar-
dlizasyvon wm akiind GAPDH @i genlenn eksprosvon
citesvlert Rullambr seyva amy deennde e gen &in
ayn bir yopunluk belidevicn (150U/gen) uypulanr ve
standadizasvon ona o vapilie Diger  anaylende
Csiparse davah cDNA veya oligod standardizasyon
daba dnemli bir somircdur. Sumndan, densvin amacina
bash olarak deglsmeltedin Omedin meme  kanser
hiicrelerd calsilicken hullandin Sandan meme kanser
hicre batdanmin bir ks olmabichr (23) Kene
amyini Greren Bibomnevarkyr ber {iretimlednde Fakh
venlen ve ekspresvon ditzeyledni kontrol olarak kulla-
mrlar Bo pedenle fakh bomtovadarcdn gelen ver
Siklikla
Sorthiern blot, realtime PCR, immiin boyvama gibi
vimermlerde  snyvallenn  dogrulugung konol - amek
wereknekredir,

len Rarsdastrrea sodufe yasanmaktade

£

Sekil 1. Microamay porindmd (Her bir noktaa@n g ve

vodunlugu, incelenen Omefe ait Segll bir gen bilgisi ver-

mietetedins

Microarray uygulaozalar:
Mikroamay  eknolofisinin 2w ovgudans  alang

varchr, Bunlardan ilki yeni az dizilennin belinenmest.

ikinctsi  dse genlenn  ckspresvon dizeviennin
sapranmasichr,  Binlerce  tanskriptin aym anda

incelenebilmesi venl aglar bulunmasing ve eksprese

olan  gen profillerinin glanhmasng mkan e,
Microamay teknolofisinin kullamldig belli bash alantar

asafmda pdsredlmisir (24,25),

L Kompleks genetik fustabllann arstinlmes

b

llae gelistiome ve toksikoloj calismalin
3 MutasyonPolimodizn sypranmas (SN
4, Putojen analizler

o

Haswaldk dunmiannda genlerin ekspresvon

dhedisiklilleri

6. Dokular arssincds gen ekspoesyon Birkhliklin

Komuyuou op

8 Hasalklann alt gruplanm saptamak ve semptom
aonilmecen dnce o hastabiin kst icin
bullandacak olan faclann Gretimi

9. Populasvona {genctipe) hedeflenmis iackar

Wy Genetk wster
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adlgilenilen gen timmlanre

bien bunkesindan wovhsmen bae dinst mesndanmes okan
chmA Konkin smpler weva bilinen dizilerin senetk
Oligreeeblan Oretibr,

c.ene el poliniklecod cDMNALar (20430 mer)

dulPolintikleoud  cDNALe mbor e canvmembrang omandr
Porritl] kontrol olamk “house-keeping” genlerin veya bilinen
muiketianckl BNA tsvan gendern <OMATan kullanlr,

e Tek bir sy H0hirkachin noktack tasiyabilic

Ellglenilen dokuckan veya hiereden mRNA elde edilin,

gFuoresm Bagh nliklectidler (Smefiin bamuea) kollinkamk
miBENA CONAYa gevrilir,
Konuol mBNA vesil floresan bagh niiklectidler kullamlamk
cTINAYa cevrlic

DEU TIP FAKULTESI DERGISI OZEL SAY1S1

Gen ekspesyon analizinde microarray teknolojisinin kallanum
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Gien ekspesvon anulizinde miceoarray tekinolgjisinin kullamm

Sl dle vareth ol SALar aemy Dzernce Pahusn oA

s bl el

Rkl NA ve analiz edilen o A bser e imeelonir,

e Cwunning. ool kollrmkaral:

speckinmmy Sl

ritibresbicp

Ermuisvon spekinunn s sarchmnds desedendinlie v
iy weenncle enk olosinmorn gevrilie ek v Kol

veren badwn Beenne cakeanlosk her pokoogn vend i
Ui Vet sadbanr

j.Her b
b obirle depedimr

ke s vesilins vogunluke o
= T oencelepresonunchy desisiklik vok

=1 iy eRspresvonung dnria
<1 gy erspresoningll s

Skl 2 Meroumiy fokinglefisinine gen elopregon anal amacnda Lol

Insanbicks hostahbdarda liskili olin depisikliklen i
mmunde Gzere bircok galsma yapimakiacdie Bu
araghs Tostayi ait Kink omekler, msan hiere atkm
vie s domaliecda hastalgn bavvan modellen knfki-
nibfabilmekuedie: Doke hvopsilernn kalbmlamk freme
Kansen, kedon kdngeni ve athenosherozda Klingk o
neklere cilsnuker vapilmeste Mewe kanser omekle-
nnde ve hibcre Tatlannda SO0 gen bulunelumn anay
Kubanibmes e probifeasyonle diskill ve agresit meme
timory omeklerde tmnskpsivonu atmn Bir -pene
cluster” bulunmustur, Benzer e calisiads, dbozonial
prowinforte bomolow dan 48 BST klladies w ok
o dokisuncks bir degisbdik saptanmanustr Hae
Digsker cabsreiedy ise cenuln suwsidddy msan Kiros
aerimben atheroskbersy  Omekkerd - ahinms e
Afmptns aray e incelennistic Hastdards Bpe-Vin
tEarly growth  nesporte gened 50 kit anng
bulunmustar, B getin Grind bir DNA - Taglanan

40
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nokenge o overs gen ady klon vt
yosmmlug o (drriegzm kimnea vesiD smndind sibit, ainen

profein. olup bivime kioni, siiokin, adhesyon

molekiilled ve plhokisneyk  liskil prowindedn

transknpsiyonun ethilemektedi 23 26 265)

Hilere beabary, kamser, oftalnuloi, ek simir s
wmi gibi Rukb almbinke Kallaimlosoe, Aymat biwne
hathinecky,  stokinkering sitomesalovimus eoteksioon
nun. onkogen wansteksivornom . cikilering assamak
vrers anay kollsmlnokiacks (60932 Omegin nsidn
fibrohkstkin stomegalovins e enfekae edilip, 29 s
winde G senin cksprosvonuon resl ekilendiz gl
silestir (300 255 gemin 4 kaondan daba Rzl anng

Buhmmugtur, Omegin sitetoksik T lentositlerine kst

komnnys saglayian HIAE 6 ke bir oleantijen olan
ROXSSA 12l ameichomik asittén prostoghingdin sen-
tezingds mol wlin bom kilesendern 4 kanan daba Gedas
wtt bulunnwstur Bir beska clsmada insan
fibrosirkom hidere Tutn obin 1T 1080 imtedenin alfa,

DEU TIP FAKULTEST DERGIST OZFL SAYISI



beta ve garma e muamele editnig ve apoptosisle gl

penlenn arttof sapranabilmigoe (31

Unce hayvanbicds olmak tzere mnsanlards taclann
gen chspresvonunu aasil etkifedipine mkip ennck ve
tackem van etkilerni Ggrenmelk amacwh roksikolop

konusunda beklenmier

microarray eknolopsinden
bitviiknir {36,37). Ancak calizmalar basladikian sonra
lasit hiv ststemde bide nedent aciklananmean RNA
dizevlen sapranmis ve sonuglann beklenilenden cok
daha karmagile oldugu anlzsilnusne. Kootk daslarda
lle  Benaphthaflavene  jedavisinin sitokromlan
arrtirdiim v senobiote metibolize edio enwmler,
plutatvon dizenlevicilen, DNA tandre enddmled, hear
shock

karsctfierdeks chspresyontannda degisiklikler varattigin

proteinler ve  housekeepmg  penlennin
gostermiztir, lnsetalamivopati, lenfoma, babrek tabuil
hastaliklan,  akeyrer Dbroso @mln bircok  hastaibki
hayvan madelled olusturulmus ve microarray analizlert

in kullzmbabidmagur (34,36,38-40),

Hastalklann sintflandmlmasinda MUCTTErTiY
teknolopsinn guen buvikoir. Oregm, hematolojik
malygnansilerle vapilan bir calismada 6817 gen bulun-
duran bir areay Uzerinden secilen 50 gen analiz edilmus
v losemiler ALL ve AML olarak sinsflandinlmssur. Bu
cabsmda 36,/ 38 hasta dogru elarak simflandirdallomg
2 hasta ise belirsiz kalmigtr. Incelenen 30 penin bie
kisnu AML ve ALL apirmunda kullandan genlerdis bir
kistd ase venl ranmmlanmisur. Bir baska cabsms B
hisere lenfomalanmn sanminda baganlmugor, Olusm-
rulan lenfochip dzeninde bulunan 17856 gen tte 13 hie-
relerimn farkllagma evreled acklanarak bu analiz ya-
pilabnlmager, (41,42)

Cok venr ve umil venet olan microarrar whno-
lopsinin datimuzdekt wllardy vaypin olaak  kollam-
lacaging ve penlenn fonksivonlan/regulasvonlanna

iligkin éinemlt bagiler saglayacafing inarulmakeadir.
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