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GIRIS VE AMAC

Giiniimiizde tip bilimindeki ilerlemeler sayesinde, enfeksiyon ve
diger hastaliklarin tedavisinin en iyi gekilde gergeklestirilmesi ile genetik
hastaliklar 6n plana ¢ikmaktadir, Ayrica, aragtirmalar bir ¢ok hastahn
genomik kokenli oldugunu ortaya koymaktadir. Genetik hastahign olan
bireyin tedavisinin gerek aileye gerekse devlete bityilk maliyetler
olugturmasi, ailenin béyle bir cocuga sahip olmast ile yasadiklan tziintii,
stres ve psikolojik baskilar, hasta bir gocugun, yasam ile olan miicadelesi,
maruz kaldig1 psikolojik baskilar ve hasta bir gocuga sahip ailelerin, bir
sonraki gebeliklerinde saghikli bir gocuga sahip olup olmayacagmn
belirlenmesi istegi ile ilgili merkezlere yaptiklan bagvurular, bu tir
hastaliklarin 6nceden belirlenmesi konusunda birgok arastirmalarin
yapilmasina neden olmustur. Bunun sonucu olarak da, gebeligin g¢esitli
evrelerinde fetiisiin DNA, kromozomal ve gelisimsel defektlerini belirleyen

intrauterin invaziv ve noninvaziv prenatal yontemleri gelistirilmistir.

Invaziv yontemler; korion villi GOrneklemesi, amniosentez,
kordosentez, fetoskopi ve fetal deri biopsisi olarak, noninvaziv y6ntemler;
ultrason, radyografi, maternal serum incelemesi ve maternal kandan fetal

hiicre drneklemesi olarak g¢esitli arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir.

Arastirmamzin ana iki yontemt olan korion villi Omeklemesi ve
maternal kandan fetal hiicre 6rneklemesi daha ileride aynnuh olarak

bahsedilecektir. Diger prenatal yontemleri kisaca incelersek;



Amniosentez, gebeliin 16. - 18. haftalan arasinda, erken olarak da
12. - 14. haftalarinda, ultrason kontrolu altinda transabdominal olarak
amnion sivinin aspirasyonuna dayanan bir yéntemdir. Amniosentez ile
fetal kromozom anomalilerinin, metabolik defektlerinin, néral tiip
defektlerinin, korion villus 6rneklemesinde mozaik durumun agikliga

kavusturulmasinin, genomik defektlerinin prenatal tams1 yapilabilmektedir.

Kordosentez ise, gebeligin 18. haftasinda veya daha ge¢ déneminde
ultrason kontroliinde umblikal ven ponksiyonu ile yapilir. Fetal kan 6megi,
kalitsal immun defektlerinin, trombosit diizensizliklerinin, fetal viral
enfeksiyonlarin, kromozom aberasyonlarinin ve genomik defektlerin ortaya
¢ikmasim saglamaktadir.

Fetoskopi, gebeligin 19. haftasindan sonra yapilan, endoskobun opﬁk
limitlerinden dolayr smurli bir goriintii alam olan ve ultrasonografi ile
kolaylikla belirlenmeyen fasial ve ekstremite defektleriyle baglantili
dismorfik sendromlarin prenatal tamsi i¢in yapimaktadir. Fetal doku
omeklemesi yonteminde, Epidermolisis bullosa gibi agir deri defektlerinin
tanis1 igin fetal deri biopsisi uygulanmaktadir. Nadir gorilen bazi tip
metabolik diizensizliklerin tams1 igin de fetal karaciger biopsisi
yapilmaktadir.

Ultrasonografi, erken olarak gebeligin 12. - 14. haftalarinda, yaygin
olarak 16. - 20. haftalarinda yiiksek rezoliisyonlu ultrason kullanarak, fetal

gelismedeki major ve minor defektleri ortaya koyan bir yontemdir.

Radyografi, digitk dozlarda fetal iskelette defektlere neden olan
genetiksel hastahiklann prenatal tamisinda kullanilmaktadar.



Maternal serum incelemesi yonteminde, en yaygin olarak uygulanan
yontem o Feto Protein ( AFP ) seviyesinin, 16. - 20. gebelik haftalarinda
maternal serumda belirlenmesi esasina dayanir. Fetal deri ve merkezi sinir
sistemindeki agik defektler AFP Seviyesini yiikseltir. Trizomi 21, 18, ve
13' te ise AFP seviyesi diigme gosterir. AFP degerlendirilirken anne yass,
diabetli olup olmadigi ve ikizlik 6nemlidir. Ayrica maternal serumda
kromozom trizomileri igin ankonjige Gstriol ve 8 hCG ( Human Korionik
Gonatotropin ) seviyelerine bakilir. Down sendromunda 6striol ve AFP
seviyelerinde azalma B hCG seviyesinde ise artma gézlenmektedir ( 14 ).

Korionik villus ¢rneklemesi, gebeligin 8. - 12. haftalarinda, ideal
olarak 10. haftasindan sonra, erken olarak 6. ve 7. haftasinda, ge¢ olarak
12. haftadan sonra uygulanan, transservikal veya transabdominal olarak
korion fondosum' dan, ultrason kontrolu altinda villuslarin aspirasyonuna
dayanan bir yontemdir. Aspire edilen villuslara, direkt yontem, kisa ve
uzun siireli kiiltiir yontemleri ile DNA analizleri uygulanabilmektedir ( 4,
6, 14, 19, 21, 22, 25, 33, 34, 35, 40, 41, 51).

Korion villuslar, prenatal tamda ilk olarak Cin' de fetal cinsiyeti
belirlemek amaciyla kullamilmugtir ( 12 ). Villi' nin direkt incelenmesi ve
kiiltiire edilmesi yontemleri ile ilgili 6nemli ¢aligmalar, 1981 yilinda Niazi
ve arkadaglan ( 41 ) ve 1983 yilinda Simoni ve arkadaslan ( 51 ) tarafindan
geligtirilmigtir.

Giiniimiizde ise birgok merkez tarafindan genetik riskli gebeliklerde
rutin olarak uygulanmaktadir. Bu risk grubunu olusturan gebelikler
sunlardir; anne yagimun 35' ten yukan olmasi, bir dnceki gocukta kromozom

aberasyonunun bulunmasi, ailede X' ¢ bagh resesif ve / veya otozomal



ressesif hastalik anamnezi, parental kromozom translokasyonlarinin

bulunmasidir ( 34 ).

Korion villus omeklemesinin avantajlari, 8. - 12. haftalar gibi
gebeligin erken evresinde olmasi, ilk trimester' de olmasindan dolay:
terapotik digitk olayinda, ailenin gebelife tam hazirlanamamas: ve
evebeynden bagka bir kimsenin haberi olmamasi nedeniyle psikolojik bir
avantaj saglamasi, elde edilen villuslardan ( Langhans hiicrelerinden ) 1 ile

3 giin arasinda, kesin ve hizli sonug alinabilmesidir ( 14 ).

Dezavantajlan ise, amniosenteze gore daha yilksek digiik oram
(% 1 -2), plasentaya ait yalanci mozaisizm géostermesi ( % 1.8 ), maternal
hiicre kontaminasyonu ( % 1.9 ), maternal Rh duyarliig: ve erken korion

orneklemesinde ekstremite malformasyonudur ( 4, 9, 33 ).

Maternal kandan fetal hiicre 6rneklemesi yéntemi, maternal dolagima
gecen fetal lenfosit ve trofoblastlarin gerek kiiltiire edilerek fetal seks ve
karyotipin elde edilmesine, gerekse molekiiller genetik yontemlerini
kullanarak DNA analizi ile fetal seksin belirlenmesine olanak saglayan

noninvaziv bir yontemdir.

Hiicre kiiltiirii ile fetal cinsiyetin elde edilmesi ile ilgili ilk aragtirma
1969 yilinda Walknowska ve arkadaslan tarafindan yapimgstir. Yaptiklari
aragtirmada, 14. - 18. haftalar arasindaki gebeliklerde, 5 kiigiik akrosentrik
kromozom gosteren fetal hiicrelerin maternal kandaki varliginin
% 0.14 - % 1.5 arasinda ve ortalama olarak % 0.6 oraminda oldugunu,
18. - 37. haftaya kadar olan dénemde ise % 0.2 - 0.8 ve ortalama olarak
% 0.4 oraninda bulundugunu, bu bulgulann dogum sonrasi cinsiyet ile de
desteklendigini gostermislerdir ( 54 ).



Selypes ve Lorenz 1988 yilinda yaptiklart ¢aligmada, 7. - 36. haftalar
arasindaki 46 gebeyi incelemis ve lenfosit kiiltiirlerinin GTG
bantlamasinda, 38 vakada ( % 92.7 ) fetiisiin cinsiyetini dogru olarak
tanimlamiglardir. Iki vakada ( % 4.78 ) yanhs negatif sonug ve bir vakada
( % 2.4 ) yanlis pozitif sonug elde etmiglerdir ( 48 ).

Molekiiler genetik yontemlerini kullanarak fetal seks belirtimi ile
ilgili bir ok aragtirma bulunmaktadir ( 11, 15, 19, 23, 31, 37, 40, 45 ). Bu
aragtirmalara gére maternal kanda, her 1.000 ile 40.000 maternal hiicrede 1
fetal hiicrenin bulundugu bildirilmistir ( 31 ).

Calismamizda, ilgili literatir bilgilerin 15151 altinda, korion villus
orneklemesinden direkt ve kiiltiir yéntemlerini kullanarak elde edecegimiz
karyotipi, maternal kanda bulunan fetal hicrelerin kiiltiire edilmesi ve
bunun sonucu olarak elde etmeyi planladigumiz fetal karyotip ile
kargilagtirmay1 ve aralarindaki korelasyonu belirlemeyi amagladik.

Aragtirmamizla, maternal kandan fetal karyotipin elde edilmesi, bu
yontemin giivenirliligi, rutin bir yéntem olarak kabul edilen korion villus
ile dogruluk derecesi, prenatal tam: yontemi olarak uygulanabilirligi
gosterilmek istendi.



KAYNAK BILGILER
Korion

Plasentanin temelini olusturan, amnion zarimin diginda bulunan
korion, Blastocyst' in dig tabakasini yapan trofoblast hiicrelerinden olugur.
Onceleri embriyonun her tarafinda hizli gelisme gésteren bu zarm, bir siire
sonra sadece plasentamn yapisina katilan Chorion fondosum boliimii kalir

ve diger boliimler atrofiye olur ve Chorion laeve' y1 olugturur.

Korion, embriyoda plasenta yapisina istirak eden bir olusumdur ve

birbirini izleyen 4 evreden olusur ( Sekil 1 ).

Sekil 1. Korion villuslarin dért evresi. a: Primer , b - c: Sekonder,
d: Tersiyer villuslarin enine kesitleri. 1: Sinsitiotrofoblast. 2: Sitotrofoblast,
3: Mezoderm, 4: Kapiller, 5: Hofbauer hiicreleri, 6: Proliferasyon
tomurcuklart [ Petorak' tan degistirilerek alinmustir ( 44 ) ].

a) Lakiiner Evre: Embriyonun implante oldugu béigede, 9. giinde
trofoblastlardan farklilagan sinsitiotrofoblastlarin tiimii ¢anaga benzer bir
yapt olusturur. Hiicrelerin arasindaki bosluklar birlegerek lakiinler olusur
ve sinsitiotrofoblastlar trabekiil gériiniimiinii alir. Sitotrofoblastiar bunlarin

igine yerlesir.



b) Primer Villus: 11. ve 12. giinlerde sinsitiotrofoblastlarin yaptig1
trabekiiller 6zellikle embriyonal kutupta gelisme gostererek parmaksi
¢ikintilar halinde primer villuslan olusturur.

¢) Sekonder Villus: 15. ve 16. giinlerde digta sinsitiotrofoblastlar, igte
sitotrofoblastlar bulunan primer villuslarm igine heniiz farklilagmamug
mezengim hiicrelerini i¢eren mezoderm' in girmesi ile sekonder villuslar

olugur.

d) Tersiyer Villus: 18. giinden itibaren sekonder villus stromasinda;
kan odaklari, kan taslaklan olugmasiyla tersiyer villuslar olusur. Kan

damarlan sonradan embriyo damarlan ile baglant: saglar ( 44 ).
Villuslarin yapisi

Villuslar, anne ile fetiis arasindaki ¢egitli maddelerin degisimini
gerceklestiren esas yapilardir. Bunun yaninda fetiis ile anne kanim ayiran
villus dokusu gok giivencelidir ve fonksiyonel 6nemi vardir. Plasentada
fonksiyon goren villuslarn yiizeyi yaklagik 14 -15 m’ ve iglerindeki
kapillerlerin uzunlugu ise 50 km kadar oldugu hesaplanmigtir.

Villuslar, i¢te mezengimal 6z ve bunu saran, iist yiizeyde
sinsitiotrofoblastlar ile bunun altindaki sitotrofoblastlardan ( Langhans

hiicrelerinden ) olusur ( Sekil 2 ).
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Sekil 2. Korion Villuslarin histolojik kesiti ( 20 ).
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Sekil 3. Plasentanin hiicresel goriiniimii ( 20 ).



Mezengimal 6z, fibroblastlari, gebeligin erken evrelerinde daha gok
sayida olmak iizere bityikk fagositik Hofbauer hiicrelerini, gesitli plazma
hiicrelerini ve serbest lipid graniillerini igerir. Ayrica arterioller ve
kapillerlerden olugan fetal damarlar bulunur. Korion villuslarin biyiik
dallarina Truncus, bunlardan dallananiarina Ramus ve bunlarin da dallarina
Ramulus adi verilir { Sekil 3, (20, 44 ) ].

Korion Villus Orneklemesi

Literatiirde, korion villuslarn kiiltiirii ile ilgili ilk galigmalarn, Jones
ve arkadaglar ( 1943 ), Stewart ve arkadaglar1 ( 1948 ) ve Theide ( 1960 )
tarafindan yapildign bildirilmigtir. Bu aragtinicilarm goézlemlerine gore,
olgunlasmamig plasenta villuslann in vitro olarak oldukga yavas
tiremekteydi. Theide, korion villuslarin 6nce tripsinlenmesi ardindan filtre

edilmesi ile hiicre proliferasyonunun hizlandigim gostermistir ( 41 ).

Korion villuslar, prenatal tanida ilk kez Cin' de ve Tietum Hastanesi
kadin hastaliklann ve dogum kliniginde, gebeliklerde fetal cinsiyeti
belirlemek amaciyla kullamlmigtir. Yapilan ¢aliymada, transservikal
aspirasyon ile 47. - 100. giinlerindeki gebelerden Korion villuslar elde-
edilmigtir. Bu villuslar, lamlara yayilmis ve Papanicolaou ile boyanarak
seks kromatini incelenmistir. Bu incelemeleriyle, prenatal olarak fetal
cinsiyeti belirlemede basari oranmm % 93.9 ve digiik orammnmn % 3

civarinda oldugu bildirilmistir ( 12 ).

1981 yilinda Niazi ve arkadaslarinin yaptig1 c¢aligma, korion villus
orneklemesine 6nemli 151k tutmugtur. Korion viluslan tripsinleyerek ve
filtre ederek, elde ettigi ii¢ tabakanin, sinsitiotrofoblast, sitotrofoblast ve

mezengimal 6ziin oOzelliklerini tamumlamiglardir. Arastiricilara  gore,
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sinsitiotrofoblastlar, bolinme kapasitesi olmayan hiicrelerden olugmugtur.
Sitotrofoblastlar, aktif olarak boéliinen, in vitro olarak birkag gilin
béliinmeye devam eden hiicrelerden olustugunu ve mezengimal 6z
hiicreleri, aktif olarak boliinebilen ve kiiltiirde béliinmeye devam eden

hiicrelerden olugtugunu bildirmiglerdir ( 41 ).

Kromozom anomalilerinin analizi ig¢in karyotip elde edilmesi,
boliinebilen sitotrofoblast hiicrelerinin  kullamldigt kisa siireli  kiiltrii
yontemi ile, veya boliinebilen mezensimal 6z hiicrelerinin kullamildigi uzun
stireli kiiltiir yontemi ile gergeklestirilmigtir. Kisa siireli inkiibasyon, direkt
yontem olarak da adlandinlmistir ve 1 - 4 saat veya 24 - 48 saat gibi
nispeten kisa zaman iginde karyotip elde ediIebihnistiI (52).

1982 yilinda Yamamoto ve arkadaglari, ¢aligmalarinda saptanan
dugtiklerin, kromozom anomalilerinin sebeplerini, korion villuslarin direkt
yontemi  ile  arastromglardir. Calismalarinda,  gebelerin  son
menstrasyonundan alt1 hafta ¢nce ve ii¢ hafta sonrasim igine alan 9 haftalik
periyotta, iist solunum yollar1 enfeksiyonlann nedeniyle analjezik ve
antipretik kullanan gebelerin % 13.8' inde ( 8 / 58 vaka ) kromozom
anomalisinin oldugunu gézlemiglerdir. Tedavi gérmeyen grupta ise bu
oram % 6.3 ( 71 / 1136 ) olarak bulmuglar ve farkin istatiksel olarak
(p <0.05 ) anlamh oldugunu saptamuglardir. Triploidi olgularinn da ilag
kullanimuyla ilgili oldugunu ve tedavi géren grupta % 5.1 ( 3/ 58 ) ve
tedavi gérmeyen grupta ise % 0.5 ( 6 / 1136 ) ve ( p=0.0074 ) oraninda
oldugunu gostermiglerdir. Trizomi ile ilag kullanimi ve anne yags1 arasinda
anlaml bir iligki bulamamiglardir. Ayrica maternal X irradiasyonu ile ve
menstrual  period  diizensizliklei ile de anlamhi  bir fark

g6zlememiglerdir ( 55).
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Korion villus dmeklemesi ile ilgili ilk ¢alismalardan olan, Gosden ve
arkadaglarmm 1982 yiinda yaptiklann aragtirmada, gebeligin ilk
trimestresinde alinan, korion biopsi érneklerinden elde edilen, DNA' min
molekiiler analizi ile fetal cinsiyetin belirlenebilecegini agiklamislardir. 13
gebenin biopsi Omeklerini g¢aligmuglar ve Y kromozomu DNA' s1 igin
spesifik restriksiyon endoniikleaz kullanarak elde ettikleri sonuglar ile fetal
karyotip analiz sonuglanimin aym paralellikte oldugunu bulmuglardir. DNA
analiz ile fetal cinsiyeti;4 erkek,9 disi olarak belirlemiglerdir ( 19 ).

Old ve arkadaglar ( 1982 ), hemoglobinopatilerin ilk trimestrede fetal
tamsi ile ilgili ¢aligmasinda, talaseminin prenatal tamsinda, fetal kan
ormeklemesi yerine korion villuslardan DNA izolasyonu ve analizinin,
gerek zaman agisindan gerekse komplikasyonlar agisindan daha gegerli
oldugunu ileri siirmiiglerdir. Yaptiklann aragtirmada 7. - 13. haftalar
arasindaki 63 gebede basan sansinin % 30 ( ilk 26 vaka ) ile % 90 arasinda
oldugunu belirtmislerdir ( 42 ).

Brambati ve Simoni 1983 yilinda, Duchenne muskiiler distrofili bir
¢ocugundan dolayr zorunlu tastyict olan 37 yasindaki annenin ikinci
gebeliginde, fetiisiin cinsiyetini belirlemek amaciyla korion biopsisi
uygulamglardir. Direkt kromozom analizi ile fetiis karyotipinin digi
oldugunu, bununla birlikte 21 trizomisi oldugunu géstermiglerdir ( 3 ).

Duchenne muskiiler distrofi hastalig1 yoniinden tagiyici olan annenin
gebeliginde, fetiis cinsiyetini belirlemek i¢in korion biopsisi uygulanan bir
diger arastuma da Lilford ve arkadaslan tarafindan yapimigtir. Biopsi
materyali hem direkt hemde kiiltiire edilerek incelemisler ve fetiisiin

cinsiyetinin normal bir digi yapisinda oldugunu bulmuglardir ( 36 ).
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Simoni ve arkadaglariun 1983 yilinda yapmig olduklari aragtuma, bu
konuda yapilan galigmalara bir baz olusturmustur. Yaptiklani galigmada,
korion biopsisi i¢in dort degisik transservikal yontem denemiglerdir.
Bunlarin iginden en iyisinin, direkt ultrason izleme altinda esnek katater ile
par¢a almmasimn oldugunu ve bu ydntemin % 96 oraminda basan ile
gergeklestinldigini bildirmiglerdir.

Bu aragtirmada, aspire edilen Srneklere, dokudaki spontan mitozun
kullamldigy direkt yontem ve uzun siireli kiiltiir yéntemi uygulamislardir;
Direkt yontemin yapilisini kisaca soyle tamimlamiglardir; Kolsemid
( 0.04 ug/ ml ) igeren RPMI 1640 ortami bulunan 60 mm' lik cam petride,
korion villuslan makasla pargalamiglar, 1 saat 370C' de inkiibe etmiglerdir.
% 1' lik sodyum sitrat ile 10 dakika hipotonik gok uygulamiglar, 3 : 1
metanol : asetik asit ile fikse etmiglerdir. % 60' lik asetik asit ile hiicrelerin
dissosiye olmasim saglamiglar ve iizerine metanol ilave etmiglerdir. Her
lam igin birka¢ damla dissosiye hiicre siispansiyonu kullanmiglardir.
Havada kuruturken egik tutulmasi ile daha iyi metafazlar elde
edilebilecegini savunmuglardir.

Aragtincilar ayrica, Niazi ve arkadaglarmin 6nermis oldufu uzun
stireli kiiltiir yonteminde bazi modifikasyonlar yapmigslardir. Yoéntemin
uygulams1 su sekilde tamimlamiglardir; Villuslar 3 ml % 0.25 tripsin
bulunan plastik bir kaba almiglar ve oda 1sisinda, ¢alkalayicida nazik bir
sekilde 25 dakika galkalamiglardir. Hiicre siispansiyonunu, steril Swinney
filtesinden gegirilerek 5 ml' lik enjektore ¢ekmiglerdir. Filtrat atmislar ve
filtre yiizeyinde tutulmus villular1 2 ml % 0.25 tripsin bulunan steril bir
kaba almiglar ve 15 dakika nazik sekilde galkalayarak tekrar tripsinize

etmiglerdir. Hiicre siispansiyonunu santrifiij etmisler, kalinti tripsini
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uzaklagtirarak petrilere aktarnmglardir. Kiiltiir ortami olarak, % 20 Fetal
calf serum igeren RPMI 1640 ve Chang medium kullanmiglardir. Kiiltiirleri
% 5 CO,' 1i 379C' deki etiivde inkiibe etmiglerdir.

Kiltiir yonteminde iki ana problem ile kargilagsmiglardir. Bunlardan
birincisi, RPMI 1640 ile yapilan kiiltiirlerde, hiicrelerin diigilk biiyiime
potansiyeli gosterdigini savunmuglardir. Hormon katkili Chang mediumun
kullanmilmas1 ile, hiicre bilyiimesinde dikkat g¢ekici bir artis oldugunu
gozlemislerdir. Boylece, korion villus kullanilarak yapilan sitogenetik
tanida, yiiksek verimi saglamak igin Chang mediumun kullanilmasmi
tavsiye etmislerdir. Diger problemin ise bazi kiiltiirlerde, maternal hiicre
kontaminasyonunun olduguru ve bu problemin, decidua hiicrelerinin,
villuslardan temizleme iglemindeki pratikligin artmasi ile dnlenebilecegini

savunmuglardir.

Sonug olarak da rutin ¢aliyma yiikiinii, analizlerin maliyetini ve
sonucun verilme siiresini olduk¢a azaltan direkt yéntemin fetal kromozom
tanisinda ilk trimestrede uygulanmasi gereken bir metod oldugunu ileri
stirmiiglerdir ( 51 ).

Gregson ve Seabright ( 1983 ), Simoni ve arkadaglar tarafindan rapor
edilen korion villiden fetal kromozomlan elde etmek igin uygulanan direkt
yontemin iki dezavantaji bulundugunu géstermislerdir. Bunlar; Srnekler,
kisa bir siire iginde g¢aligilmasi gerektigini ve kromozomlarn, tripsin
bantlama teknigi ile G bantlanmasinin ¢ok zor oldugunu belirtmiglerdir. Bu
problemlerin iistesinden gelmek igin su modifikasyonlar1 6nermiglerdir;
pargalanmug olan villuslan 1 ml Chang ortamma almiglar ve 370C” lik % 5' lik
CO5 1i etitvde bir gece preinkiibasyona birakmuglardir. Fiksasyona baglamadan
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1.5 saat 6nce 0.05 ml kolsisin ( 0.2 mg / ml ) eklemislerdir. 2 ml % 1' lik
sodyum sitratla 3 dakika hipotonik ok uygulamiglardir. 2 ml 3 : 1
metanol : asetik asit ile fikse etmigler, fiksatifi iki kez degistirmigler ve
- 209C' lik dipfrizde 24 saat tutmuglardir. Dipfriz sonrasi, fiksatifi taze
fiksatif ile degistirmisler, uzaklagtrmiglar ve kalan fiksatifi kagit mendile
emdirmiglerdir. % 70" lik asetik asitten birka¢ damla damlatmusiar, 1 dakika
beklemisler ve lamlara bir iki damla hiicre siispansiyonu damlatmislardir.
Kuruyana kadar pastor pipeti ile lam Gstiinde yaymglardir ( 21 ).

Simoni ve arkadaglarinin direkt yontemi ile ilgili bir diger
modifikasyon, Ford ve Jahnke ( 1983 ) tarafindan bildirilmistir. Bu
aragtinicilara gore, metafazlanin frekansimin kolgisin konsantrasyonuna
(1 pg / ml ) olduk¢a bagh oldufunu, azaltilmamasi gerektigini ileri
sirmiiglerdir. Ikinci degisiklik olarak da, aspire edilen korion villuslart
1 ng / ml kolgisin bulunan 5 cc' lik ortam igine almiglardir. Villuslan 370C'
de 2 saat inkiibe etmislerdir. Biopsi materyalini pargalamiglar ve 1 mg / ml
kollagenaz tip V ve 1 pg / ml kolsisin bulunan Ham' s F10 ortaminda 1 saat
inkiibe etmiglerdir. Inkiibasyon sonrasi, lenfosit kiiltiiriiniin Harvest
yontemini uygulamuslardir. Uyguladiklar1 yonteme gore, Simoni ve
arkadaglarinin tanimladigy gibi, esdeger olgiideki Grneklerden daha fazla
sayida metafaz elde etmiglerdir. Bu geligmede iki fakt6riin 6nemli oldugu,
bunlarn ise hiicrelerin kolgisine ani maruz kalmalar1 ve dokunun ileri

ayristiriimasi oldugunu savunmuslardir ( 17 ).

Hogge ve arkadaglarn 1985 yilinda yaptiklaru ¢aligmada, 600 gebeye
ilk trimestrede korion biopsisi uygulamiglardir. Biopsi yapilan vakalarn
% 97 sinde yeterli materyal alabilmisler ve bu materyallerin
% 98.7 sinden basanih kiiltiir elde ettiklerini agiklamislardir. Elde ettikleri
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sonuglara gore; kromozom anomalilerinin, bu gebeliklerin % 5.9' unda ileri
anne yasi ( 35 yas ve yukarsi ) sebebiyle oldugunu, villus karyotipi ile
fetiis arasindaki uyusmazligmn, vakalarin % 2' sinde bulundugunu ve korion
villi 6reklemesini izleyen spontan diisiiklerin orammmn % 6.3 oldugunu

agiklamiglardr ( 22 ).

Eichenbaum ve arkadaglari ile Martin ve arkadaglannin yaptiklan
¢ahigmalarda, direkt yontemde elde ettikleri normal erkek karyotipine
kargin, kiiltir yonteminde, fetiis karyotipinin aneuploidi yapisinda
oldugunu bulmuglardir. Bu aneuploid yapiy1, amniosentez veya fetal doku
¢aligmalantyla da onaylamiglardir. Arastincilar; direkt  metodun
yanlig - negatif sonug verebildigini ve tamida direkt metodun tek basina
degil kiiltir metodu ile birlikte degerlendirilmesi gerektigimi ileri
siirmiislerdir (13, 38).

Terzoli ve arkadaslan, direkt preparasyonda metafazlarin kalitesini ve
verimini, " lam-yapan " diye adlandinlan bir aletle arttirlacagim
bildirmiglerdir. Bu alet iki kisimdan olugtugunu ve bunlardan birincisinin,
lamlarin yerlestirildigi 1sitilan hareketli tabla, ikincisinin ise lam iizerinde
serbest hale ge¢mis metafazlan aywan paslanmaz gelik tarak oldugunu
tammlamglardir. Bu alet ile bir 6rnekten 6 - 7 dakikada, 5 - 10 lam
yapabilmislerdir. Bu aragtinicilar, direkt yoéntemde de bazi degigiklikler
yapnusglardir. Daha onceki g¢aligmalarda mediumdaki % 20 Fetal calf
serumu % 5' ¢ indirmisler ve inkiibasyon siiresini 48 saate gikarmiglardir.
Bu degisiklik ile her lamda analizi yapilabilecek metafaz sayisimn iki iig
misli, yaklagik olarak her 10.000 nukleusta 30 metafazdan 80 metafaza
kadar arttinilabilecegini ileri sirmiglerdir. Ayrica fiksatifin 3 : 1 oramm
1 : 4 ( metanol : asetik asit ) olarak degistirmislerdir. Bu oranin, alkoliin
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¢abuk buharlagmasina olanak verdigini ve % 70' lik asetik asit eklemeden
once, fiksasyon sonrasi dokunun yeterli kurumasimin, optimal hiicre
¢oziilmesi i¢in gerekli oldugunu bulmuslardir. Bu yoéntem ile, korion
villustan direkt sitogenetik analizler igin preparat hazirlamada % 1' den az

bagansizlik oranina ulastiklarim bildirmiglerdir ( 52 ).

Cao ve arkadaglan, 1976 - 1983 wyillan arasinda, kliniklerine
3 Talaseminin prenatal tanisi igin bagvuran ailelerin, yéntem tercihleri ile
ilgili yaptiklar1 incelemelerde, ailelerin, yontem igin fetal kan &rneklemesi
kullanlldigr yillarda, bu yontemi tercih etmelerinin % 93.2 oramnda
oldugunu, amniosentez gelistirildikten sonra bu yontemin tercihinin % 97.4
ve korion villus érneklemesi rutin olarak uygulanmaya bagladiktan sonra
ise bu yontemin kabul edilebilirliginin % 99.1 oraninda oldugunu
belirtmiglerdir ( 7).

Hindistan' da yapilan iki ayn aragtirmada, kendi merkezlerinde
uyguladiklar1 korion villus 6rneklemesinde elde ettikleri sonuglara gore,
basanlarinn digik oldugunu ve 6zellikle uzun siireli kiiltiirde, maternal
kontaminasyonun dnlenemedigini bildirmiglerdir ( 32, 43 ).

Tonnesen ve arkadaglani, X' e bagh resesif kaliimhi Menkes
hastaliginin prenatal tamsi i¢in, ilk trimestrede uyguladiklann korion
biopsisinde, villuslardaki bakir igerigine ve kiiltiire edilmesiyle verilen
bakir izotoplarmin 6lgiimlerine ve transmisyon elektron mikroskobik
incelemede, villuslarda bakirin gosterilmesiyle prenatal tanismin

konabilecegini géstermiglerdir ( 53 ).

Holzgreve ve Miny, kendilerinin geligtirdigi ekokateter ile korion
biopsisi uyguladiklar 500 gebede, diisiik oraninin ( % 4.3 ) kataterin girme
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sayisi ile direkt iligkili oldugunu, maksimum 3 girme ile smirlandinlmasi
gerektigini ifade etmiglerdir ( 24 ).

Leschot ve arkadaglart 1987 yilinda, 500 gebelikte direkt yontemi
kullanarak ( bagari orami % 96.2 ) yaptiklan g¢aligmada, korion villus
orneklemesi i¢in endikasyonlan goyle agiklamiglardir; anne yasinin 36 ve
yukansi [ 412 gebelik ( % 82.4 ) ], bir dnceki ¢ocugun mutant kromozom
aberasyonu [ 42 gebelik ( % 8.4 ) ], X' e bagh hastaliklar [ 30 gebelik
(% 6 ) ], parental kromozom translokasyonlar [ 8 gebelik (% 1.6 ) ] ve bu
siniflandirmaya girmeyen diger endikasyonlar [ 8 gebelik ( % 1.6 ) ] dir.
[leri anne yas1 grubunda 13 gebelikte ( % 3.2 ), hasta gocu@a sahip olan
gruptaki 1 gebelikte ( 2.4 ), X' e bagh hastalik grubunda 9 gebelikte
( % 30 ), translokasyonlu gruptaki 1 gebelikte ( % 12.5 ) ve toplam olarak
24 gebelikte ( % 4.8 ) kromozom aberasyonlarinmin oldugunu bulmuglardir.
Aynica korionik villi hicreleriyle diger fetal dokular arasindaki
uyusmazligin, yanls - pozitif bulgulann % 3 oraninda oldugunu, bundan
dolayr mozaik yap: gozlenen biitiin gebeliklerde amniosentez yapilmasinin
zorunlu oldugunu bildirmiglerdir ( 34 ).

Korion villus o&rneklemesinde, parazitik hastaliklarnin prenatal
tamisinin  da ‘yapilabilecegi bildirilmistir. Foulon ve arkadaslan 1990
yilinda, konjenital Toksoplazmozis' in, korion biopsisi ve erken
amniosentez ile prenatal tamsimun yapilabilecegini ileri siirmiislerdir.
Korion dokusunu ve amniotik siviyr, Toxoplasmo gondii' nin
fibroblastlarda kiiltiirii igin kullanmiglardir. Kiiltiir yontemi ile Toxoplasma
gondii’ yi tanimlamuglar ve bu yontem kesinlik kazanana kadar kordosentez

ile birlikte yiiriitiilmesi gerektigini savunmuglardir ( 18 ).
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Brambati ve Simoni ( 1991 ), transabdominal aspirasyon ile korion
villus uygulamasim 6. ve 7. baftadaki gebelerde gergeklestirmislerdir.
Erken korion villus Orneklemesini, yiiksek risk altindaki kadmlara,
etkilenmemis gocuk dogurmas: amaciyla yapmiglardir. Bu yéntemin, diger
korion villus uygulamalarindan farkl olan tek komplikasyonun, intrauterin
hematoma oldugunu bildirmiglerdir. Brambati ve Simoni erken korion
villus 6rneklemesinin; gestasiyonel kese anatomisinin yiiksek rezoliisyonlu
ultrason ile tam bir incelenmesinin yapildig1 kosullarda, gebeligin 6. ve 7.
haftalarindaki vakalann bityiikk bir gogunlugunda transabdominal olarak
yapilabilecegini savunmuglardir. Ormnekleme basart oranmin; tek igne
girmesiyle % 85' ten daha fazla ve iki igne girisiyle % 100' e ulastigini,
20 gauge spinal igne ile aspire edilen dokunun miktarinin herhangi bir tam
metodu igin yeterli oldugunu ve daha ince ( 22 gauge ) ignenin de basar ile
kullamlabilecegini ve komplikasyonlarin onemsiz nitelikte oldugunu
gostermuglerdir ( 3 ).

Maternal kandan fetal hiicre 6rneklemesi

Maternal kandan fetal hiicre 6rneklemesinin lenfosit kiiltiirii ile ilgili
ilk aragurma, Walknowska ve arkadaglann tarafindan 1969 yilinda
yapumstir. Klasik lenfosit kiiltiirii ile 14.- 37. haftalar arasindaki 30
gebenin karyotipini incelemigler ve 21 olgudaki 5 kiigiik akrosentrik
kromozom bulunan metafazlarin erkek fetise ait oldugunu kabul
etmiglerdir. Bu prenatal bulgulari, dogum sonrasi cinsiyet ile
kargilagtrmuglardir. Karsilagtirma sonucuna goére, iki olguda 5 kiigik
akrosentrik kromozom bulundugu halde kiz ¢ocugu dogmustur. XY
karyotipi gostermeyen 3 olgu ise erkek olarak dogmustur. 5 kiigik
akrosentrik kromozomun maternal kanda, 14. haftadan 18. haftaya kadar
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olan gebeliklerde ortalama olarak % 0.6 oraninda, 18. haftadan 37. haftaya
kadar olan periyotta ise % 0.4 oraninda bulundugunu gézlemislerdir ( 54 ).

Selypes ve Lorenz, maternal kandan fetal cinsiyet ve karyotipin elde
edilmesi igin " air - culturing " olarak adlandirdiklar1 hava kiiltiir yéntemini
gelistirmislerdir. Elde ettikleri metafazlara, Y body fluoresans, GTG ve
QFQ uygulamiglardir. Geleneksel yontem ile 1 / 1250 olan
erkek hiicre / maternal hiicre frekansmin geligtirdikleri yéntem sayesinde
1/ 71 orammna digtigiini belirtmiglerdir. Yaptiklann aragtirmada, 7. - 36.
haftalar arasindaki gebeliklerde, fetiisiin cinsiyetini incelemisler ve
2 olguda ( % 4.87 ) yanhs negatif, 1 olguda ( % 2.4 ) yanlig pozitif ve
38 olguda ( % 92.7 ) dogru olarak belirlemiglerdir. Fetal karyotipi
incelediklerin de ise 3 vakada kromozom aberasyonlarmin oldugunu
g6zlemiglerdir ( 48 ).

Maternal kandaki fetal hiicrelerin ve cinsiyetin belirlenmesi igin,
immunolojik ( 11, 45 ) ve molekiiler genetik ( 15, 23, 31, 37, 40, 56 )
yontemlerinin uygulandin aragtrmalar yapilnustir. Insan trofoblast
membran antijenine karsi, monoklonal antikor ( H315 ) kullanarak, ¢esitli
gebelik haftalarinda, maternal kan incelenmis ve retroplasental kanda
bulunan ¢ tiir hiicreden biri olan aniikleer hiicrelerin 3 / 1.000, diploid
hiicrelerin 8 / 1.000 ve poliniikleer hiicrelerin 1 / 1.000 ile 4 / 1.000
oraniminda oldugu ve dort gebelﬂde 7 / 1.000 oranma yiikseldigini
bildirilmigtir ( 11). |
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Bu aragtirmalar ile gebeligin 6. haftasindan itibaren, maternal kanda
fetiise ait hiicrelerin yaklasik olarak 1 / 1.000 ile 1 / 40.000 oraminda
bulundugu, molekiiler genetik yéntemler kullamlarak ise fetal cinsiyetin
belirlenebilecegi de gdsterilmigtir ( 31 ).
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GEREC VE YONTEM

Aragtirmamizda kullamlan korion villuslar ve maternal kan, SSK
[zmir Tepecik Dogumevi ve Kadin Hastaliklari Hastanesi ve E.U. Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalindan, ailenin istegine
bagl olarak diigiik yapacak olan 6. - 12. haftalar arasindaki 70 gebeden ve
ayrica belirli endikasyonlar nedeniyle 10. - 12. haftalardaki 5 gebeden
prenatal tam amaciyla alindi. Alinan 6mekler en kisa zaman iginde E. U.
Tip Fakiiltesi T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali Genetik laboratuvarina getiriidi

ve korion villuslar ve maternal kan igin ayn prosediirler uygulanda.
Ortamlar

Calismamizda kullandigimuz  ortamlarin  hazirlamisi asagida
verilmektedir.

Serumsuz RPMI 1640:
RPMI 1640 ( Seromed Kat. no: F 1233 ) 100 ml

Penisilin Streptomisin ( Seromed Kat. no: A 2212 ) 1 ml

% 20 Fetal Calf Serum' lu RPMI 1640:

RPMI 1640 ( Seromed Kat. no: F 1233 ) 100 ml
Fetal Calf Serum ( Seromed Kat. no: S 0013 ) 25 ml
L-Glutamin ( Seromed Kat. no: K 0281 ) 1 ml

Penisilin Streptomisin ( Seromed Kat. no: A 2212) 1 ml
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Chang medium:

Chang A ( Irvine Scientific Kat. no: C 103 ) 10 ml
Chang B ( Irvine Scientific Kat. no: C 100 ) 90 ml
L-Glutamin ( Seromed Kat. no: Kat. no: K 0281 ) 1ml

Penisilin Streptomisin ( Seromed Kat. no: A 2212) 1 ml

Chang A ve Chang B birlegtirildiginde tavsiye edilen kullanma siiresi
10 giindiir. Bu nedenle, ortamala tiiketim miktanina gére Chang A ve
Chang B esit kii¢iik hacimlere béliinerek kullanildi.

Lenfosit kiiltiir ortam:
RPMI 1640 ( Seromed Kat. no: F 1233 ) 100 ml
Fetal Calf Serum ( Seromed Kat. no: S 0013 ) 25 ml
Fitohemaglutinin M ( Difco Kat. no: 0228 ) 3 ml
L-Glutamin ( Seromed Kat. no: K 0281 ) 1 ml

Penisilin Streptomisin ( Seromed Kat. no: A 2212) 1 ml

Bu ortam 5 ml' lik sigelere béliindii ve dondurularak saklanda.
Korion Villi Orneklemesi

Korion villuslar, ilgili kadin hastaliklan ve dogum klinigi
uzmanlarinca, grosses' lerde, tahliyeden 6nce kiiret ile kazinarak veya
gebeye anlatilarak kiirtajdan énce ve ayrica prenatal tam igin devam eden
canh gebeliklerde, ultrason kontroliinde 16 guage polietilen kateter ile
biopsi yapilarak elde edildi. Korion biopsisinde, heparinize edilmis
20 ml' lik enjektdr kullanildi, 10 ml' lik negatif basing uygulayarak villuslar
aspire edildi ve bunu takiben enjektore 5 ml serumsuz RPMI 1640 gekildi.
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Kiirtay materyali ise 50 ml steril agz1 kapakh ve i¢inde 10 ml serumsuz
RPMI 1640 bulunan santrifiij tiipiine alind:.

Laboratuvarimiza getirilen materyal. steril ortamda, 60 mm’ lik
petriye alindi. Materyalden iyi olan korion villuslar segilerek, iginde
serumsuz RPMI 1640 bulunan bir diger petriye alindi. Bu petride villi,
makroskobik olarak temizlendi, iyice ¢alkalandi ve serumsuz ortam
bulunan bir diger petriye alindi. Disseksiyon mikroskobunda 20 X
bityiitmede, 2 adet 21 guage' lik enjektér ignesi kullamlarak decidua korion
villi' den ¢ok dikkatli bir gekilde temizlendi. Decidua’ dan tamamen
temizlenmi§ olduguna karar verilen korionlar % 20 fetal calf serumlu
RPMI 1640 bulunan petriye alindi. Olusturdugumuz skala ile
kargilagtirarak korion villus miktan belirlendi ( Sekil 4 ). Cerrahi ince uglu
makas ile kiigiik pargalara ayrildi. Bu villus pargalanna direkt ve kiiltiir
yontemleri uygulandi. Aragtirmamizda, direkt yontem ve uzun siireli kiiltiir
yontemlerin ( 2, 27, 46, 51 ) baz1 modifikasyonlar uygulandi.

Direkt yontem

Kiigiik pargalara bolinmiiy villuslar. direkt olarak iginde kolsisin
[ 1 ug/ ml ( Seromed Kat. no: L 6211 ) ] iceren 4 ml serumlu RPMI 1640
bulunan 35 mm' lik petriye ( Lux Kat. no: 5221 ) alind1 ve 3 saat CO,' li
etitvde 370C' de inkiibe edildi. Ayrica 3, 24 ve 48 saatlik kisa siireli kiiltiir
yontemi, 60 materyalde serumlu RPMI 1640 ile. 15 materyalde Chang
medium ile gergeklestirildi. Bu siire sonunda petrive kolgisin ( I pg / ml )
ilave edildi ve 3 saat CO;' li etiive 379C' de inkiibe edildi. Villuslann
harvest iglemi petri i¢inde yapildi. Ortam. pipetle ¢ok dikkatli bir sekilde
alindiktan sonra 4 ml % 1' lik sodyum sitrat soliisvonundan ilave edildi ve
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Sekil 4. Korion villuslarin gesitl miligramlardaki gorinigleri
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15 dakika 37°C' lik etiivde bekletildi. Hipotonik uzaklastirldiktan sonra
3 : 1 metanol : asetik asit karnigimindan 4 ml ilave edildi ve fiksatif iki kez
degistirildi ( Sekil 5 ). Ikinci fiksatifte - 200C" lik derin dondurucuda bir
gece brrakildi. Bir sonraki gin fiksatifin timii alindi ve 10 dakika
villuslarin kurumas: igin beklenildi. % 60' lik asetik asitten villi miktarina
gore 5 - 10 damla ilave edildi. Asetik asit ilavesi ile villuslarin dissosiye
olmas1 saglandi. Dissosiasyon siiresi inverted mikrospta gozlenerek

belirlendi. Ortalama olarak 3 - 5 dakika beklenildi.

:\\ I‘_)‘

FE——
Ortam gok dikkatli bir sekilde

Villuslar petri iginde kolsemid igeren  uzaklastirildi ve % 1' lik
ortamda 3 saat inkiibe edildi. sodyum sitrat ilave edildi

Sodyum sitrat ¢ok dikkatli
bir sekilde uzaklastirildi ve 5
fiksatif 2 kez ilave edildi -20°C' de bir gece bekletildi

% 60' lik asetik asit ilave edildi. {selzlén;::srgzgtlszmmaglﬂemggie

Hiicrelerin dissosiasyonu saglandi. siispansivonu vayildi.

Sekil 5. Direkt yontemin sematik diagrami. [ Roney ve Czepulkowsi' den
degisiklikle alimmugtir ( 46 ) .



Preparasyonda kullamilacak lamlar, % 10' luk asit - alkolde en az
10 dakika tutuldu, distile sudan ve % 96' lik alkolden gegirildi ve havada
kurutuldu. 400C” ye 1sitilmis tabla iizerindeki lamlara hiicre siispansiyonu
iceren % 60' lik asetik asitten 4 - 5 damla damlatild1. Soliisyon kuruyana
kadar pastér pipeti ile lam iizerinde yayildi veya egim yapilarak lam

iizerinde akmas1 saglandi.

Direkt yontemde bir ikinci yontem olarak, Isvigre' deki prenatal
merkezinin uyguladigt metod izlendi. Bu yontemde dissekte edilmis
villuslar, iginde Chang mediumu bulunan 35 mm' lik petrilerde, 37°C de
% 5' lik CO,' li etiivde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde 3 saat
once kolsisin ( 2 pg / ml ) ilave edildi. Bu sire sonunda, ortam
uzaklagtinilarak 4 ml % 1' lik sodyum sitrat ilave edilerek 37°C' de
20 dakika bekletildi. Hipotonik soliisyon almnarak 1 ml fiksatif
( 3 metanol : 1 glasial asetik asit ) ile yikandi ve 4 ml daha fiksatif ilave
edilerek 15 dakika fikse edildi. Fiksatif uzaklagtinldiktan sonra 4 ml
fiksatif eklendi ve az 30 dakika bekletildi. Fiksatifin tiimii alinarak,
fiksatifin villuslardan uzaklagmasi igin 5 dakika beklendi. Villuslann
iizerine % 60' lik asetik asitten 8 - 12 damla ilave edildi. Dissosiasyon
inverted mikroskopta gozlenerek iizerine 2 damla metanol eklendi.
Dissosiye olmus hiicreleri igeren fiksatif, 379C" lik 1sitic1 tabla iizerindeki
her bir lama 4 damla damlatlarak egik pipet yardimiyla 5 kez lamin bir

ucundan diger ucuna yayildi ve tozsuz bir ortamda kurumaya birakildi ( 58 ).
Kiiltiir Yontemi

Kiiltiir i¢in farkli iki ortam ve etiiv kullanildi. Caligmamizin basinda

villuslar, RPMI 1640 ve daha sonra Chang medium kiiltire edildi.
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RPMI 1640 kullanilarak yapilan kiiltirde, serumlu ortam iginde pargalanan
villuslar, 25 cm® lik flasklere ( Greiner Kat. no: 690 190) alindi ve
iistlerine hafifge bastirilarak ezildi. Flaskte yarim saat kadar kurumalari
saglandiktan sonra iizerine 2 ml serumlu RPMI 1640 ilave edildi.
Bakteriolojik etiivde 379C' de inkiibe edildi. Yeterli iireme elde edilinceye
kadar her 3 giinde bir ortam degistirildi. Change mediumu kullanildig
zaman korion villuslar, serumsuz RPMI 1640 iginde cerrahi ince uglu
makas ile pargalandi. Kiigiik parcalar, ortalama olarak her flaske 10 - 15
parga olmak iizere, flasklerin i¢ine yerlestirildi. Hafifce ezildi ve kuruyup
yapigmalan igin % 5 CO,' li etiivde 370C' de yanm saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast 4 ml Chang ortamindan ilave edildi. Ureme oluncaya
kadar her dort giinde bir ortam degistirildi. Inverted mikroskopta her giin
izlenerek, ortalama olarak her mikroskop sahasinda 1 - 2 mitotik hiicre
goriildiigiinde, flaske kolsisin ( 0.4 pg / ml ) ilave edildi ve 3.5 saat
% 5 CO,' i etitvde 37°C' de inkiibe edildi ve harvest iglemine gegildi.
Harvest isleminede; flask igindeki ortam, 15 ml’ lik , agz1 kapakli, steril,
plastik konik santrifiij tipiine ( Falcon Kat. no: 5221 ) alindi. Flask 2 ml
serumsuz RPMI 1640 ile yikandi ve bu yikama soliisyonu da santrifiij
tiipiine eklendi. Iki kez tripsin [ Seromed Kat no: L 2143 ( % 0.05 tripsin,
% 0.02 EDTA ) ] ile yikand1 ve 5 dakika % 5 CO,' li etiivde 37°C' de
inkiibe edildi. Siire sonunda inverted mikroskopta incelendi. Tiim
hiicrelerin yuvarlagarak kalkng goriildiigiinde 2 ml % 20 fetal calf serumlu
RPMI 1640 flaske ilave edildi. Hafif mekanik titresimler ile hiicrelerin
siispansiyon hale gelmesi saglandi. Flaskteki ortam pipetle almarak
santrifiij tiipiine ilave edildi ve flaske 2 ml % 20 Fetal calf serumlu RPMI
1640 ilave edilerek tekrar yikandi. Bu ortam da santrifijj tiipiine eklendi.

Santrifiij tipi 1000 rpm devirde 10 dakika santrifiyj edildi. Siipernatant



atilarak tizerine hipotonik sok i¢in % 0.5' lik KCl ilave edildi. 20 dakika
% 5 CO;' li etitvde 370C' de inkiibe edildi ve 1000 rpm devirde 5 dakika
santrifiij edildi. Usteki kistm atildi ve iizerine 3 : 1 oramindaki
metanol : glasial asetik asit fiksatifinden 7 ml ilave edildi. 1000 rpm
devirde 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1 tizerine 7 ml fikatif
ilave edildi. Bir gece -200C' de bekletildi. Dipfrizden alindiktan sonra
fiksatif ortam 1sisma getirildi ve 1000 rpm devirde 10 dakika santrifiyj
edildi. Fiksatif tekrar degistirilerek santrifijlendi. Preparasyonda
kullanilacak lamlar % 10' luk asit - alkolde en az 10 dakika tutuldu, distile
sudan ve % 96' ik alkolden gegirildi ve havada kurutuldu ve kullanmadan
once, dipfrizde en az 10 dakika tutuldu. Siipernatant 0.5 ml kalacak sekilde
uzaklagtinldi. Cokelti, pipete fiksatifin hafif cekilip verilmesi ile
sispansiyon hale getirildi. Bu siispansiyon soguk lama 3 damla olmak

tizere yayild1 ve sallayarak havada kurutuldu.

Kiltir yonteminde, mekanik pargalamaya ilave olarak enzimatik
dissosiasyon ( 46 ) da uygulandi. Korion villuslar steril santrifiij tiipiine
alind1 ve iizerlerine 3 ml % 0.05 tripsin % 0.02 EDTA soliisyonundan ilave
edilerek oda isisinda 25 dakika hafif ¢alkalanarak birakildi. Siipernatant
atilarak 3 ml tripsin tekrar ilave edildi ve 25 oda 1s1sinda beklenildi. Hiicre
stispansiyonu santrifiij edildi, serumlu ortam ile yikand: tekrar santrifiij
edildi. Cokelti, kullanilacak ortam ile resiispanse edilerek flasklere

aktarildi. Bundan sonra kiiltiir yéntemindeki metod izlendi.

Direkt yontem ile elde edilen preparatlarin boyanmasi, pH=7
Soransan tampon' lu % 5' lik Giemsa soliisyonunda 5 dakika tutularak

gergeklestirildi. Boyama sonrasi preparatlar gesme suyu, distile sudan



gegirilerek havada kurutuldu. Mikroskopta, 100 X objektif biiyiitmesinde

ortalama 15 metafaz degerlendirildi ve fotograflan ¢ekildi.

Kiltir yontem ile elde edilen preparatlar, % 5' lik Giemsa
soliisyonunda 5 dakika tutularak boyandi, ¢esme suyu ve distile sudan
gegirildi ve havada kurutuldu. Mikroskopta 100 X objektif bilyiitmesinde

ortalama 15 metafaz degerlendirildi. Fotograflan ¢ekildi.

Benet' in yonteminde ( 1 ) bazi modifikasyonlar yapilarak, 3 - 3
giinliik yaslanmis preparatlara GTG bantlama uygulandi. Bu amagla
preparatlar 2 x SSC' de 60°C' lik benmaride 10 dakika tutuldu, gesme suyu
ve distile sudan gegirildi. % 0.25' lik tripsinde [ % 3' lik Tripsin
( Difco 1 : 250 Kat. no: 0153 ) 5 ml, serum fizyolojik 95 ml ] 150C' de 40
saniye tutuldu. pH=7 Soéransan tampon' da 1 dakika bekletildi. % 10' lik
Soransan tamponlu Leishman soliisyonunda [ % 1’ lik Leishman’ stain
( Sigma Kat no: L 6254 ) ] 20 dakika boyandi, ¢esme suyu ve distile sudan
gecirilerek  havada kurutuldu. Immersiyon biiyiitmesinde ortalama

15 metafaz degerlendirildi. Fotograflar gekildi.
Maternal kandan fetal karyotip belirlenmesi

Korion biopsisi yapilan gebelerden alinan 5 ml heparinize periferik
kana, rutin lenfosit kiiltiirii bazi modifikasyonlar ile uygulandi. 5 ml
heparinize periferik kan 15 ml’ lik steril kapakli santrifiij tiipiine alindi ve
30 dakika 370C' lik etiivde bekletilerek eritrositlerin ¢okmesi saglandi.
Serumda siispanse lenfositler diger bir steril santrifiij tiipiine aliarak
1000 rpm' de 10 dakika santrifiij edildi. Coken lenfositlerin iizerinde 0.5 ml
siipernatant birakildi ve tizerine 1 ml lenfosit ortamindan konarak hiicreler

suspanse edildi. Ortam iginde siispanse edilen lenfositler pastor pipeti ile
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alinarak kiiltiir sigelerine aktarildi ve 379C' de 72 saat inkiibe edildi. Siire
bitiminden bir saat nce lenfosit kiiltiiriine kolsisin ( 0.3 pug /ml ) ilave
edildi. Siire bitiminde, korion villuslanin kiiltiir yonteminin hipotonik
basamagindan itibaren harvest islemi uygulanarak preparasyonu yapildi.
% 5’ lik Giemsa boyama ile boyanan preparatlarda ortalama 100 metafaz
sayildi. Ayrica preparatlara, literatiirde tammlandignt gibi Y kromatini
fluoresan boyama uyguland ( 26 ).

Quinacrin boyama soliisyonu:
Quinacrin dihidrochlorit ( Sigma Kat no: Q 0250) 100 mg

Macllvaine tampon ( pH=5.6 ) 200 ml

Macllvaine Tampon ( pH=5.6 ):

Sitrik asit 2.1¢g
di Sodyum hidrojen fostaf 39g
Distile su 500 ml

Preparatlar, Quinacrin soliisyonunda 15 dakika karanlikta birakildi.
Fazla Quinacrini uzaklagtirmak igin ¢esme suyunda yikand: ve Macllvaine
tamponunda 1 dakika bekletildi. Lamlarin iizerine iki damla tampon
konarak lamelle kapatildi ve fluoresan mikroskopta 450 - 500 nm dalga

boyunda incelendi. Fotograflari gekildi.

Fotograf gekimlerinde Kodak II 100 film kullanildi. Preparatlarin
aydinlik alan, karanlik alan, faz kontrast ve fluoresan mikroskobunda

cesitli mikroskop biyiitmelerinde fotograflan gekildi.



BULGULAR

Arastirmamizda gahisilan Korionik villuslar ve maternal kan, SSK
fzmir Tepecik Dogumevi ve Kadin Hastaliklan Hastanesi ile Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum kliniginden ilgili
uzmanlarca, ailenin istegine bagh diigik yapacak gebelerden ve belirli

endikasyonlar nedeniyle prenatal tani uygulanacak gebelerden alind1.

SSK Izmir Tepecik Dogumevi ve Kadin Hastaliklar1 Hastanesinden
diigiik yapacak 60 gebeden ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kadm
Hastaliklari ve Dogum kliniginden 10 gebeden kiiretaj veya biyopsi

yoluyla korion villuslar elde edildi.

Prenatal tam amaciyla korion biyopsisi, SSK Izmir Tepecik
Dogumevi ve Kadin Hastaliklan Hastanesinden 3 gebeden ve Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklann ve Dogum kliniginden 2

gebeden elde edildi.

Tiim gebelerden korion villuslara ilaveten 5 ml heparinize periferik

kan da alind1.

Caligmamizda, korion villus dmeklemesi ve maternal kan calisilan
gebelerin yag ortalamast 31.39 ve standart sapmasi 5.81 di. Materyal alian

gebelerin en geng olan1 21 yaginda ve en yasli olani ise 42 yasindaydu.

Yas dagilimlar incelendiginde ( Tablo 1), 13 gebe 25 yagmn altinda
ve tiim gebelerin % 17" sini olusturmaktadir. 25 - 29 yas arasindaki

gebelerin sayist ise 11 olup yiizde olarak % 15 dir. Tim gebelerin



% 37" sini olusturan ve yaslan 30 ile 34 arasinda olan 28 gebe en bilyik
¢ogunlugunu olugturmaktadir. 15 gebe ise 35 - 39 yas grubunda olup % 20
oraninda bir ¢ogunlugu olusturmaktadir. 39 yasindan daha biiyik olan

gebelerin say1s1 8 dir ve bunlarm oram ise % 11' dir.

1% 17%

m<24
|25-29
15% [0O30-34
0035-39
E>40

37%

Tablo 1. Korion villus ve maternal kan alinan gebelerin yas dagilimu.

Prenatal tam amaciyla korion villus ¢mneklemesi uygulanan
gebelerdeki endikasyonlar sunlardir. Ileri yas endikasyonu ( 10 haftalik
gebe 40 yaginda ), bir dnceki gocukta aneuploidi ( Down sendromunlu bir
gocuk sahibi 10 haftalik iki gebe ), ultrasonda gozlenen fetal anomali

( Ekstremite anomalisi, nukal 6dem gdzlenen 12 haftalik iki gebe ) dir.

Bu bes gebeye, korion villus Srneklemesi igin ilgili uzmanlarca,
ultrason kontroliinde ve transservikal veya transabdominal olarak 1 veya 2
kez kateter ile girildi ve 30 - 50 mg korion villus materyali elde edildi.
Diisiik yapan gebelerden alman korion villus materyalleri 50 mg

iizerindeydi.
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Alman Korion villuslar ve maternal kan en kisa zamanda E. U. Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim dalindaki laboratuvarimiza getirildi.
Gereg ve yontemdeki anlatilan iglemler uygulandi. Caligmamizda ilk olarak

Korion villus 6rneklemesi ile ilgili bulgular verilmektedir.

Resim 1. Dissekte edilmis korion villus [ Karanlik alan ( 200 x) ]

Resim 1' de Steromikroskopta iki adet enjektor ignesi ile gok dikkatli
bir sekilde dissekte edilerek deciduanin uzaklagtrildigi ve karanlik alan
fotografi gekilen korion villus gérillmektedir. Maternal kontaminasyonun

onlenmesi i¢in deciduanin uzaklastirilmast mutlaka gereklidir.
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Direkt yontem

SSK Izmir Tepecik Dogumevi ve Kadin Hastaliklar1 Hastanesinden
alinan 57 korion villus materyali ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kadm
Hastaliklari ve Dogum kliniginden alinan 3 korion villus materyali,
deciduadan temizlendikten sonra kolsisin iceren % 20 Fetal calf serum’ lu
RPMI 16407 a alindi ve 3, 24 ve 48 saatlik degisik siirelerde 37°C' lik
baktex\iolojik etitvde inkiibe edildi. Harvest islemindeki, korion villuslara
% 60' lik glasial asetik asit ilave edilmesiyle, korionun sinsitiotrofoblast

tabakasimn eriyip sitotrofoblastlarin ortaya ¢ikisi Resim 2 ve 3' te

gosterilmektedir.

Resim 2. Fiksatif igindeki Korion villuslarin gériiniimi [ Faz kontrast

(260 X ) ].
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Resim 3. % 60' lik glasial asetik asit ile Sinsitiotrofoblastlarin eriyisi

[ Faz kontrast ( 260X)].

RPMI 1640 mediumu ile gahgilan, 60 gebeden elde edilen
metafazlarin degerlendirilmesi sonucu, , korion villus materyalinden direkt
yontem ile 3 sonug elde edilebildi. Bunlardan iki tanesi 46, XX
karyotipinde ve bir tanesi 46, XY karyotipindedir. Bagar1 oranimiz ise
oldukga diisiik olup % 5 tir.

Ayrica 24 - 48 saatlik kisa siireli killtiirlerde, SSK Izmir Tepecik

Dogumevi ve Kadin Hastaliklan Hastanesinden alinan 3 korion villus



materyaline, E.U. Tip Fakilltesi Kadin Hastaliklar: ve Dogum Kliniginden

alinan 7 materyale ve prenatal tani igin de alman 5 mate

mediumu kullanildt ve % 5' lik COy’ li etiivde inkiibe edildi. Direkt

ryale Chang

yontemde bu materyallerden biri harig digerlerinden sonug elde edilemedi .

Chang ortaminda sonug elde edilen villuslar, Isvigre' deki ( 58 )

merkezin uyguladifi metoda

gore galigildi ve yeterli sayida ve kaliteli

metafazlar elde edildi. Chang ortamindaki direkt yontemdeki basarimiz,

prenatal tani igin olanlar1 da dahil ettigimizde % 7 dir (Tablo 2).

RPMI 1640 CHANG Prenatal tan1
Gebe sayisi 60 10 5
Karyotip 2 (46, XX) 1(46, XX) -
sonucu

1(46,XY)
Bagan yiizdesi 5 10 0

Tablo 2. Direkt yontem ile galigtlan gebelerin sayisi ve bagar yiizdesi

Kisa siireli Chang mediumdaki kiiltiirlerde hipomodal veya kalitesiz

metafazlar elde edilebildi ( Resim 4. )
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Resim 4. Kisa siireli killtiirde elde edilen kalitesiz bir metafaz plag
(2600 X). '

Kiiltiir Yontemi

Kiiltiirii yapilan korion villuslara zorunluluktan dolayt iki farkli ortam
ve iki farkh etiiv kullanildi. 60 korion villus materyali, % 20 Fetal calf
serumlu RPMI 1640 ortaminda ve 37°C' lik bakteriyolojik etiivde inkiibe
edildi. Inkiibasyonun 6. giniinden itibaren her giin flaskler incelendi ve 3
giinde bir 4 ml serumlu RPMI 1640 ile ortam degistirildi.

Bu sekilde kiiltirii yapilan korion villuslanin 13' inde ( % 22
bakterial kontaminasyon nedeniyle kiiltiire son verildi, 12' sinde ( % 20 )
hi¢ bir iireme gozlenmedi, 11' inde ( % 18 ) 15. - 20. giinlerde ireme



goriildii ve 24' inde ( % 40 ) ise 21. - 30. giinlerde ireme gorildii

(' Tablo 3).

O Bakterial kontaminasyon
OUreme negatif

015. - 20. giinde Greme
E21. - 30. giinde treme

40%

Tablo 3. Kiiltiir geligimi

Korion villularin flasklerdeki kiiltiirde gok vavas bir sekilde gogalma
gosterdigi gozlendi ve giinlik gozlemlerde her bir flaskteki ortalama
mitotik hiicre sayist 3' i ge¢medi. Bunun sonucu olarak flasklerin
harvestinde az ve hoploid sayidan fazla fakat tam olmayan metafaz
( hipomodal ) plaklan elde edildi ve 60 vakadan sadece 2' sinde sonug elde
edilebildi. Bunlar. 46, XX karyotipindeydi.

Ayrica korion villuslar % 0.05' lik tipsin ile disseksiyona ugratildi ve
elde edilen mezensim hiicrelerin killtiiriinde de tremenin yavas olmasi

nedeniyle basarili sonug elde edilemedi.

Kiiltir yonteminde, SSK Izmir Tepecik Dogumevi ve Kadm
Hastaliklar1 Hastanesinden alman 3 korion villus materyaline, E.U. Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Kliniginden alman 7 materyale ve
prenatal tani amaciyla alman 5 materyale ortam olarak Chang medium ve
etitv olarak % 5 CO,' 1i etiiv kullamldi. Bu sekilde kiiltiirii yapilan korion

villuslarda 5. - 7. giinlerde belirgin bir ireme basladi g6zlendi ( Resim 5 ).
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Resim 5. Chang mediumu ile iiremenin basladig goriilmektedir [ Faz

kontrast ( 260 X ) |.

Her giin inverted mikroskopta gézlem yapilan kiiltiirlerde, 12. - 16.
giinlerde her bir mikroskop alaninda en az 1 - 3 mitotik hiicre gézlendi. Bu
seviyeye gelmis kiiltirler durdurularak harveste gegildi ( Resim 6).

Yiiksek sayidaki mitotik hiicrelerin bulundugu flasklerin harvesti
sonucu elde edilen preparatlar incelendiginde bu aktivasyona paralel olarak
lamlarda ¢ok sayida metafaz plaklari bulundugu gozlendi. Metafaz
plaklann agilmasi degerlendirmeye uygun, kromozom kalitesi iyi ve bir

¢ogu tam sayida kromozom igeriyordu ( Resim 7 ).



40

Resim 6. Bir mikroskop alannxhgc'iiilmmimﬁklﬁhela‘[Fazkmmast(%OX)]J

Rmhn7.HMwnmufaﬂasayldaolmmﬁZplaklmmmgmmﬁsﬁ( 1060 X).
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Her bir olguda, Giemsa boyali 15 metafaz ve GTG banth 15 metafaz
degerlendirildi. Elde edilen karyotip sonuglarina gore; 46, XX karyotipinde
8 vaka ( % 53 ) ve 46, XY karyotipinde ise 7 vaka ( % 47 ) gozlendi.

Bu gruba dahil olan prenatal tanisi yapilan vakalar incelendiginde, 2
gebenin 46, XX karyotipli ( % 40 ) ve 3 gebenin 46, XY ( % 60 )
karyotipli fetiisii oldugu bulundu ( Resim 8, 9 ). Bu karyotipleri dogum

sonras1 cinsiyetler de teyit etmektedir.

Chang mediumunun kullanildigt 15 olguyu igeren grubun hig birinde
mozaisizme, maternal hiicre kontaminasyonuna ve kromozom say1 ve sekil
anomalisine rastlamimadi. Basan oramnin Chang medium ile % 100" e

ulagtig gozlendi ( Tablo 4 ).

Chang medium | Prenatal tani

Gebe sayist 10 4
46, XX' 1i fetiis say1s1 6 2
46, XY li fetiis sayis1 4 3

Fetal anomali - -

Bagan yiizdesi 100 100

Tablo 4. Chang mediumu ile korion villuslarin kiiltiire edilmesinden

elde edilen sonuglar.
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Resim 8. 46, XX genotipinde bir fetiisin GTG banth preparati ( 2600X)

Resim . GTG bantiamaile 46, XY yapisndaki bir feisin kromozomlan (2600 X).
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Maternal Kan

Maternal kandan fetiis karyotipini ~elde edilmesi ile ilgili
caligmamizda, maternal kanin kiiltiire edilmesiyle, 75 olgudan metafaz elde
edildi ve her bir bireyde en az 100 metafaz sayildi ve szellikle korion villus
srneklemesinde erkek fetiisii oldugu anlagilan gebelerin kaninda 200
metafaz degerlendirildi. Incelenen tim olgularda, 46, XX karyotipindeki
metafazlar  gozlendi.  Korion villus  6rneklemesi sonuclany.la
kargilagtirildiginda, maternal kanda, erkek fetisler ait metafazlara

rastlanilmadi.

Ayrica korion villus smeklemesinde erkek fetiisii olan gebelerin
lenfosit kiiltirleri Y kromatini flouresans boyama yontemi ile de incelendi.
Bu gahgmada, normal erkek karyotipli lenfosit kiltiirii kontrol amaciyla
kullamldi. Anne lenfositlerinin flouresan mikroskopta incelenmesiyle Y

kromatinini igeren fetal hiicrelere rastlamlmadi ( Resim 10, 11) .




Resim 10. Y kromatini pozitif bir erkek birey ( 2600 X ).

Resim 11. Maternal kanda Y Kromatini negatif bir alan ( 2600 X).
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TARTISMA

Korion villus omeklemesi, Cin' de gebeligin 47. - 100. ginleri
arasinda korion villuslarda seks kromatinine bakarak fetiisiin cinsiyetini
tayin etme ( 12 ) ile baslayan ve giniimiize kadar olan zamanda gesitli
arastirmacilarm ( 2, 41, 51, 55 ) katkistyla oldukga baganlh bir sekilde
gelisen, gebeligin 8. - 12. haftalan arasinda fetal anomalilerin ortaya
cikarilmast saglayan rutin bir metod haline gelmistir. Buna paralel olarak,
bir gok arastirici, korion villus 6rneklemesinin gesitli kriterleri ile ilgili
olarak genis kapsamli arastirmalar da yapmuslardir ( 5, 7, 10, 13, 16, 22,
2438, 34,"85 88 39/15¢/1):

Rutin uygulamalar diginda, gebeligin ¢ok daha erken evrelerinde
erken korion villus Srneklemesi ( 3 ) ve oligohidroamnioz veya anormal
ultrason bulgularinda hizli sonug alabilmek amaciyla ikinci veya tgiincil
trimestrede geg korion villus 6rneklemesi uygulamalan da ( 6, 25, 47 )

basarili bir sekilde yapilmaktadr.

Korion villus orneklemesinde, yiiksek basartyr saglayan Chang
mediumu, Chang ve arkadaslan tarafindan gelistirilmistir. 1982 yilinda
yaptiklar ¢aligmada Dulbecco - Vogt modified Eagle's medium ( DVME )
ile Ham' s F 12 mediumunun 1 : 1 karisimina 10 gesit bilyiimeyi uyarict
faktorlerin eklenmesiyle gogalmanin % 313 kez arttigim ileri siirmiislerdir.
Bu 10 gesit biyiimeyi uyarici faktér ve konsantrasyonlart asagida

verilmistir.
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Transferrin 10 pg / ml, Selenium 40 nM, Insulin 20 pg / ml,
Triodotironin 0.2 nM, Glukagon 2 ug / ml, Fibroblast growth faktor
20 ng / ml, Hidrokortizon 2 nM, Testesteron 2 nM, Estradiol 2 nM ve
Progesteron 2 nM dir. Bu ortama % 4 Fetal bovin serum eklenmesiyle

maksimum ¢ogalmanin elde edildigini ileri siirmiiglerdir ( 8 ).

Simoni ve arkadaglann yaptiklan ¢aligmada, korion villus
orneklemesinde, Chang mediumu ile RPMI 1640  ortamini
kargilastrmiglardir. Petrilerdeki ortalama biiyiime alanlannin, RPMI 1640
mediumunda 3 - 17 arasindayken Chang mediumunda 19 - 43 arasinda
degistigini ve kiltir zamaninin, RPMI 1640 mediumunda 8. - 16.
ginlerden 4. - 7. gine kisaldigim gostermislerdir. Korion villus
¢aligmalarinda, basarili sonu¢ igin mutlaka Chang mediumunun

kullanilmas: gerektigini tavsiye etmislerdir ( 51 ).

Yaptigimiz aragtirmada, Korion villuslarin RPMI 1640 mediumunda
en erken 15. ginde tiremeye basladigmi, kiiltiiriin gok yavas gelistigini ve
bu yiizden bagari oramimin gok diigiik kaldigim gordiik. Bagar1 oramimizin
diisiik olmasinda, ayrica zorunluktan dolay1 kullamilan bakteriyolojk etiiviin

de olumsuz etkisinin oldugu goz ardi edilmedi.

Galismamizda, Chang mediumunun korion villus kiiltiiriinde
kullammasiyla, 6. giinde hiicre iiremesinin mutlaka bagladigimi gozledik ve
12. - 16. giinler arasinda yeterli iireme saglanarak % 100 bagan ile fetal
karyotip elde ettik. Kiltiiriin, gerektigi gibi, CO;' li etiivde yapilmasinin da
bu bagarida katkisi vardi.

Caccia ve arkadaglan arastmalarinda, maternal - fetal baglanmanin

en erken olarak gebeligin 10. haftasinda basladifi ve artmaya devam
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ettifini gostermislerdir. Bu nedenle, gebelerin prenatal tamu igin ilk

trimestreyi tercih ettiklerini bildirmiglerdir ( 5 ).

Young ve arkadaglan yaptiklan ¢alismada, korion villus
orneklemesinde kateter girig sayisiyla fetal kayip arasindaki iligkiyi
incelemiglerdir. Kateterin bir kez giriginde, fetal kayip oramm % 3.1, iki
kez giriginde % 5.7 ve iig kez giriginde ise % 12.8' e yiikseldigi ve kateter

girisinden sonra en belirgin komplikasyonun kanama ( % 12 ) oldugunu
belirtmiglerdir ( 57 ).

Aragtirmammzda, prenatal tam igin korion villus biyopsisi uygulanan
bes gebeye kateter ile 1 veya 2 kez girildi ve fetal kayip gézlenmedi.
Prenatal tanis1 yapilan 5 gebelikte normal dogum ile sonugland.

Silver ve arkadaslart 1990 yilinda yaptiklan ¢aligmada, korion villus
omeklemesi ¢ahiymalanna bagladiklan 16 aylik donemde 6grenme
egrilerini  agiklanmglardir. Bu donemde transservikal aspirasyondan
transabdominal aspirasyona gegtiklerini, tek aspirasyon basansinmn
% 40' lardan % 80' lere yiikseldigini ve yeterli miktarda villi elde ettiklerini
bildirmislerdir ( 50 ).

Copeland ve arkadaglan transservikal ve transabdominal aspirasyonu
kargilaghrmiglar  ve  transabdominal teknikle, tek Kkateter girisi
( % 98 oraninda ) ile korion villus aspirasyonun10 mg ve daha fazla doku
elde etmedeki baganlarmin % 99 oraminda oldufunu ve transabdominal

asprirasyonun daha basarili oldugunu ileri siirmiiglerdir ( 10).
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Caliymamuzda, korion villuslarn elde etmek igin, iki gebeye
transservikal aspirasyon ve ii¢ gebeye transabdominal aspirasyon uygulandi

ve elde ettigimiz korion villus materyali 30 - 50 mg kadardi.

Jonhson ve arkadaslan 1990 yilinda yaptiklan galismada, 1983 - 1988
yillart arasmda 4395 fetiisii ( 70 ikiz, 3 dgiz ) igeren 4319 gebelikte
bagarili prenatal tam yapmiglardir. Elde ettikleri verilere gére mezengimal
kor hiicrelerinin ( kiiltiir yéntemi ), fetiisiin gergek durumunu yansmnada
sitotrofoblastlara ( direkt yontem ) oranla gok daha kesin sonu¢ verdigini
agiklamiglardir. Ayrica plasental mozaik grup ( % 16.7 ) ile mozaik
olmayan grubu ( % 2.7 ) kargilastirdiklarinda prenatal kayip oraninda
belirgin bir artig ( p=0.0001 ) gozlemislerdir ve buna dayanarak prenatal
kayiplann sebepleri arasinda plasental mozaisizmin olabilecegini de ileri

stirmiiglerdir ( 29 ).

Leschot ve arkadagslar1 1250 gebelige direkt yontem kullanarak korion
villus 6meklemesi uygulamiglar ve basar1 oranlarinin % 96.4 olarak
tanimlamuglardir. Caligmalarinda % 4.8 oraninda kromozomal anomali ve
% 2.3 oraninda yanhig pozitif sonug bulmuslardir ( 35 ).

Ik uyguladigimiz direkt yontemde basart orammuz gok diigiik oldu.
Sonradan uyguladigimiz direkt yontem ( 58 ) ise laboratuvar kosullarimiza
daha iyl uyum gésterdi ve basarili sonug elde ettik. Bu yontemin, bazi
degisiklikler ile rutin olarak laboratuvarimizda uygulanabilecegi ve direkt
yontem ile tam konusunda basarili sonuglar elde edecegimize inaniyoruz.
Bununla birlikte, bazi merkezler prenatal tamda direkt yontemi
kullanmay1p sadece kiiltiir yontemini kullanmaktadir ( 33 ).
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Bhatia ve arkadaglari, korion villus 6rneklemesinin direkt yontemin
preparasyonunda, standart teknik yerine graviti metodu diye adlandirdiklan
bir metod gelistirmiglerdirr Bu metodun uygulamasini = §6yle
tanimlamuglardir; 100 egimli 400 C isitilmus lama 6 damla hiicre
siispansiyonundan damlatmiglar ve lamun karsi tarafina kadar yavagca
akmasim saglamiglardir. Daha sonra lamlar 900 dondiiriilerek geri akmasi
saglanmgtir. Bu yontemi klasik yontemle kargilagtirdiklarinda graviti
metodununda, ortalama olarak her bir lamdaki metafaz sayisinn
46.4, klasik metotta ise 14 olarak saptamiglardir. Ayrica lam kalitesinin de
tam metafaz sayisinda 6nemli oldugunu savunmuglardir. Standart lamlarda,
basann orammin % 42 ve yiiksek kalite Carl - Ziess lamlarda ise
% 74 oraninda oldugunu ileri siirmiislerdir. Sonug olarak metafaz sayisinin
arttrmada, gravite metodu ve yiksek kalite lam kullamlmas: gerektigini
bildirmiglerdir ( 2 ).

Calisgmamizda gravite metodu da denenmis olup direkt ydntemde
bagarili sonug alinmadi. Bununla birlikte yiiksek kalite lam kullanilmadi.

Ledbetter ve arkadaslan yaptiklan ¢aligmada, fetiis ile korion villus
arasmdaki uyumsuziugun yiiksek frekansi, postzigotik nondisjunction ile
embriyonun karyotipinden farklilagan ekstra embriyonik orjinli hiicrelerde
korion villus analizin yapilmasmdan dolay1 olustugunu ileri sihmiislerdir..

Korion villus érneklemesinde mozaisizmi, ayn: anueploidinin direkt
yontemde bir ¢ok hiicrede veya kiiltiir yonteminde birden fazla kiiltiirde ve
ayrica direkt ve kiltir metodunun her ikisinde gorillmesi olarak
tanimlamiglardir. Korion villus 6reklemesinde mozaisizm oraninin % 0.83

oraninda oldugunu ileri sirmiiglerdir.



Yaptiklan ¢alismada, direkt metodun yanlis - pozitif sonug verdigi ve
buna dayanarak fetal durumu belirlemede, direkt metod sonuglarinin,
kiltir metodundan elde edilen sonuglara oranla fetiisii daha az temsil

ettigini savunmuglardir.

Tek kiiltiirde taumlanan aneuploidi veya tek hiicre trizomilerini
pseudomozaisizm olarak tamimlamuglardir.  Yaptiklan  ¢aligmada,
pseudomozaisizm oranini, korion villus &meklemesinde % 1.8 olarak
bulmuglardir ve bu vakalan onaylamak igin ikinci bir sitogenetik analiz
uygulamiglardir. Bu analiz sonuglarma gére, hig bir gebelik kaybi1 veya
artrug major anomali frekansi gorilmediginden dolayr korion villus
omeklemesinde, pseudomozaisizmin kiigiik bir klinik énemi olabilecegini

savunmuglardir.

Korion villus 6meklemesinde, maternal hiicre kontaminasyonu,
direkt preparasyonlarda ender fakat kiiltiirlerde % 0.93 oraminda oldugunu
gostermiglerdir. Digi  fetiislerde, maternal hiicre kontaminasyonu
gosterilemediginden dolayr maternal hiicre kontaminasyonunun toplam
frekansina, XX / XY frekansinm iki ile ¢arpilmastyla yaklasilabilecegi ve
bu oranin % 1.9 olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Bu insidansin kiiltiir
metodunda, sitogenetik hatalara veya yanlis cinsiyet tanimlamalarina ybl
agmada potansiyel bir problem olusturdugunu ve buna ek olarak korion
villus Orneklemesi materyalinin biyokimyasal ve DNA analizleri i¢in

onemli bir problem olugturdugunu savunmuslardir ( 33 ).

Aragtirmamizda, basarih sonug elde edilen verilerin azligindan dolay:
mozaisizm, pseudomozaisizm ve maternal hiicre kontaminasyon oranlarim

vermenin dogru olmayacagi kamsinday1z.
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Johnson ve arkadaglan, fetal kayiplardaki kromozomal anomalileri
aragtirmak i¢in postmortem korion villus 6rneklemesi uygulamiglardir.
Plasentanin, fetiisiin §liimiinden sonra da canliigini devam ettirdigini ve
korion villus 6rmeklemesinin, diger abortus materyallerinden ( der1 kiiltiird,
amniosentez ) daha hizhi ve givenilir sonug¢  verdigini
agiklamiglardir. Yaptiklann ¢alismada, fetal olimlerin % 95.7° sinde
kromozomal anomaliler bulmuglardir. Bu anomalilerin % 69.56° 1
trizomiler, % 13’ nii turner sendromu, % 4.3’ ni triploidi ve % 4.3’ nii

multipli trizomi olusturdugunu agiklamglardir ( 30 ).

Sonug olarak, korion villus 6rneklemesinde, kisa zamanda ve basarili
sonug elde etmede Chang mediumunun kullanilmasinin daha yararh oldugu
kamisindayiz. Korion villuslarin, deciduadan iyice temizlendikten sonra
Chang mediumunda kiiltiire edilmesiyle, kisa siirede hatasiz prenatal tani

koyabilecegimize inanmaktay1z.

Maternal kandan fetal hiicre émeklemesinin lenfosit kiiltiirii ile ilgili
ilk aragtirma, Walknowska ve arkadaglari tarafindan 1969 yilinda
yapilmigtir. Caligmalarinda, klasik lenfosit kiiltiirii ile gebelerin karyotipi
incelemigler, 5 kiigiik akrosentrik kromozom bulunan metafazlan erkek
fetiise ait oldugunu kabul etmigler ve bu tiir metafazlardan 21 olguda
gézlemiglerdir. 5 kigiik akrosentrik kromozomun maternal kanda
bulunuglarim: incelediklerinde, 14. haftadan 18. haftaya kadar olém
gebeliklerde ortalama olarak % 0.6 oraminda, 18. haftadan 37. haftaya
kadar olan periyotta ise % 0.4 oraninda oldugunu goézlemislerdir ( 54 ).

Aym yil, Jocobs ve Simith yaymladiklar1 makalede, Walknowska ve

arkadaglarimin ¢alismasindaki 5. kiigiik akrosentrik kromozomun her zaman
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Y kromozomu olamayacagm belirtmigler ve merkezlerinde lenfosit kiiltiirii
yapilmig, hikayesinde teropotik irradiasyon hikayesi olmayan ve yas
dagibimu 1 hafta ile 77 yil arasinda olan 1285 bayanin, 17' sinde 5 kiigiik
akrosentrik kromozom gozlendigini bildirmiglerdir. Bu 17 bayandan iki
tanesinin, ikiz gebelik olaymin s6z konusu olmadigi 1 haftalik bebek
oldugunu, bir tanesinin asla hamile kalamayacak bir bayan oldugunu ve
diger tim bayanlar ise kan alindifinda hamile olmadigim
aciklamiglardir ( 28 ).

Selypes ve Lorenz, maternal kandan fetal cinsiyet ve karyotipi elde
etmek i¢in yeni bir kiiltir yontemi geligtirmiglerdir. Yaptiklan aragtirmada,
7. - 36. haftalar arasindaki gebeleri incelemigler ve 2 olguda ( % 4.87 )
yanhs negatif, 1 olguda ( % 2.4 ) yanlig pozitif ve 38 olguda ( % 92.7 )
dogru olarak fetiisin cinsiyetini belirlemiglerdir. Fetal karyotipi
incelediklerinde, 3 olguda kromozom anomalisi bulundugunu

saptamiglardir ( 48 ).

Caligmamizda, 75 maternal kanin lenfosit kiiltiirii yapildi. Maternal
kandan elde edilen metafazlar degerlendirildiginde, dzellikle korion villus
Orneklemesi 1le erkek fetiisii oldugu anlagilanlar gebeler dahil hi¢ birinde
46, XY karyotipinde olan metafaza rastlamilmadi.

Selypes ve Lorenz, 1989 yilinda editére yazdiklan mektupta, 8. - 31.
haftalik gebelerde, gelistirdikleri metodu kullanarak interfaz hiicrelerinde
X kromatin fluoresans pozitif hiicreleri degerlendirdiklerini ve bu
gebeliklerin - hepsinde yeni dogan cinsiyetinin  digi  oldugunu
bildirmiglerdir ( 49 ).



33

Caligmamizda, korion villus 6mneklemesi ile erkek fetiisii oldugu
anlagilanlar gebelerin interfaz hiicreleri Y kromatini yoéniinden de
incelendi. Bununla birlikte, hi¢ bir interfaz hiicresinde Y kromatini

goriilemedi.

Sonug olarak, maternal kandan fetal karyotipe ait giivenilir sonuglar
elde edemedigimizden, bu yontemin giivenirligi hakkinda ve korion villus
orneklemesi ile korelasyonu hakkinda degerlendirme yapmamiz miimkiin
degildir. Bununla birlikte, maternal kandan, immunolojik ve DNA
analizleri ile fetiise ait bilgiler elde edilebilmektedir. Bu konuda ¢esitli
aragtirmalar devam etmektedir ve gelecekte bu y6éntemin de prenatal tam

yontemleri i¢inde yer alacagna inanmaktayiz.
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SONUC

Calismamzda, kadin hastaliklari ve dogum kliniklerinde, ilgili
uzmanlarca, ailenin istegine bagh olarak digik yapacak olan 6. - 12.
haftalar arasindaki 70 gebeden kiiretaj veya biyopsi ile korion materyali
elde edildi. Ayrica belirli endikasyonlar nedeniyle, 10. - 12. haftalardaki 5
gebeden de prenatal tami amaciyla transservikal veya transabdominal
aspirasyon ile korion villuslar alindi. Tiim gebelerden 5 cc periferik kan da
alind1.

Korion villus materyali, direkt ve kiiltiir yontemleri ile g¢alisildi.
Direkt yontemde % 5 - 7 oraninda basar elde edildi. Kiiltiir yonteminde,
Chang mediumunun kullanilmas: ile % 100 bagan elde edildi. Prenatal tam
uygulanan gebelerin, 2 kiz ve 3 erkek saglikli fetiise sahip oldugu ortaya

kondu.

Maternal kandan fetiis karyotipini belirlemek amaciyla yapilan
lenfosit kiiltiiriindeki incelemede, maternal kandan sadece annenin
karyotipi i¢eren metafazlar elde edilebildi. Bundan dolay:r korion villus

Orneklemesi ile olan korelasyonu ortaya konamadi.
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OZET

Caligmamizda, SSK I{zmir Tepecik Dogumevi ve Kadin Hastaliklan
Hastanesi ve E.U. Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dalindan ilgili uzmanlarca, ailenin istegine bagli olarak diisiik yapacak
olan 6. - 12. haftalar arasindaki 70 gebeden kiiretaj veya biyopsi ile ve
ayrica belirli endikasyonlar nedeniyle, 10. - 12. haftalardaki 5 gebeden de
prenatal tam1 amaciyla transservikal aspirasyon ile korion villuslar alindi.
Maternal kandan fetiis karyotipini belirlemek amaciyla gebelerden 5 cc
periferik kan da alindu.

Korion villus materyali, direkt ve kiiltiir yontemleri ile ¢aligildi. Elde
edilen preparatlara Giemsa boyama ve GTG bantlama yapildi. Her
ikisinden de ortalama 15 metafaz degerlendirildi. Direkt yontemde, eksik
metafazlar veya iyi kalitede olmayan kromozomlar elde edildi. Direkt

yOntemde, % 5 - 7 oraminda basan elde edildi.

Kiiltir yénteminde, Chang mediumunun kullamidigi 10 gebede ve
prenatal tan1 uygulanan 5 gebede basar elde edildi. Gebelerin prenatal tani
endikasyonlar1 gunlardir; ileri yas endikasyonu ( 10 haftalik gebe 40
yagmda ), bir énceki gocukta aneuploidi ( Down sendromunlu bir gocuk
sahibi 10 haftalik iki gebe ), ultrasonda gozlenen fetal anomali ( Ekstremite
anomalisi, nukal 6dem gézlenen 12 haftalik iki gebe ) dir. Chang mediumu
ile ¢aligilan olgulardan sekiz 46,XX ve yedi 46, XY karyotipi elde edildi.
Prenatal tami uygulanan gebelerin 2 kiz ve 3 erkek saglikh fetiise sahip

oldugu ortaya kondu.



Maternal kandan fetiis karyotipini belirlemek amactyla yapilan
lenfosit kiiltiiriindeki incelemede, preparatlar Giemsa ile boyandi ve
ortalama 100 metafaz sayildi. Sayim sonucunda maternal kanda sadece
annenin karyotipini gosteren metafazlar elde edilebildi. Aynca
preparatlarda Y kromatini de aragtirildi. Fakat Y Kromatini gosteren
hiicrelere rastlanilmadi. Bundan dolay1 korion villus érmeklemesi ile olan

korelasyonu ortaya konamadi.
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SUMMARY

In this study, chorion villi were extracted by curettage and biopsy
from 70 women in their 6. - 12. weeks of pregnancy and decided to have
abortion, and by transcervical or transabnominal aspiration from 5 women
in their{Q. - 12. weeks of pregnancy decided to undergo prenatal diagnosis
in Gynecology and Obstetrics clinics of two hospitals. Additionally, 5 cc

blood was drawn from each patient for determining fetal karyotype.

Chorion villi material were examined by direct and culture methods.
Preparations were Giemsa stained and banded by Trypsin using Giemsa.
About 15 metaphases were evaluated from both preparations. In direct
method, missing metaphases and unqualified chromosomes were observed.

Only 5 -7 % of the preparations gave satisfactory results.

Culture methods was successfully performed in Chang medium with
the material from 10 pregnant who had abortion and five pregnant with
prenatal diagnosis. Indications for prenatal diagnosis were: 1 - late
pregnancy ( 10 weeks of pregnancy, 40 years old ), 2 - aneuploidy in the
previous child (10 weeks of pregnancy, children with Down syndrome in
two pregnants ), 3 - anomalia observed with ultrasonography (12 weeks of

pregnancy, extremitial anomalia or nucal oedema in two pregnants )

In the preparations with Chang medium 8 female ( 46, XX ) and 7
male ( 46, XY ) karyotype were observed. Prenatal diagnosis indicated two

pregnant have female and three pregnant have male fetuses.



38

In the lymphocyte culture to determine the fetal karyotype from
maternal blood, preparations were Giemsa - stained and 100 metaphase
were examined. Result only indicated the maternal karyotype. Y chromatin
were also searched in the preparations. A correlation with chorion willi

sampling could not be determined.
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