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OZET

BAC Tabanli Array CGH Teknolojisinin ve Kromozom Analizinin Prenatal Tanida Kullanim
Etkinliginin Arastirilmasi

Array CGH yontemi, submikroskobik genomik degisimlerin taranmasinda etkin bir metoddur.
Array CGH ve konvansiyonel karyotipleme, anormal ultrason bulgusu gibi prenatal tani
vakalarinda; anoplodiler, duplikasyonlar, delesyonlar ve marker kromozomlarin tespitinde
kullanilmaktadir.

Calismamizda 141 amniyosentez materyaline konvansiyonel karyotipleme ve BAC tabanl
array CGH yontemi uygulanmistir.141 amniyosentez isleminin endikasyonlari, tarama
testinde yiiksek risk(%69), ileri anne yasi (%11.9), anormal ultrason bulgulari(%21),
anomalili ¢ocuk Oykiisii(%1.4), ailede MR hikayesiydi.

Karyotip analizinde, dort hastada trizomi 21, bes hastada trizomi 18, bir hastada monozomi X
ve alti hastada da baska anomaliler gozlenmistir. BAC array CGH analizinde sayisal
kromozom anomalisi olarak dort hastada trizomi 21, hastada trizomi 18, bir hastada
monozomi X saptanmistir. Yapisal anomali olarak ise bir vakada 14 numarali kromozomda
parsiyel duplikasyon gozlenmistir.

Bu calismada, BAC tabanli array CGH’in ve konvansiyonel karyotiplemenin prenatal
vakalardaki tanisal degeri arastirildi. Karyotipleme, hala prenatal tanida kullanilan en giiclii
genetik tanisal test oldugu kabul edilmektedir. Array CGH yonteminin, karyotiplemeye gore
bazi limitleri bulunmaktadir. Bununla beraber, bu yontemin tiim genom diizeyinde parsiyel
duplikasyon ve delesyonlarin tespitindeki hassasiyeti arttikca prenatal tanida daha gii¢lii bir

metod haline gelecektir.

Anahtar Kelimeler:Prenatal tani, kromozom anomalileri, BAC array CGH, kromozom analizi



ABSTRACT

Investigation of Diagnostic Value of Chromosome Analysis and BAC based Array CGH in
Prenatal Diagnosis

Array CGH is effective in screening for submicroscobic genomic imbalance. Array CGH and
conventional karyotyping, for fetuses with abnormal ultrasound results, and is particularly
useful in fetuses with aneuploidies, duplications, deletions and marker chromosomes.
Konventional karyotyping and BAC based array CGH were performed on 141 amniocentesis
samples from referred with variety of prenatal diagnosis indications.

Indications of 141 amniocentesis procedures are hig risk in triple tests (%69), advanced
maternal age (%11.9), abnormal ultrasound findings(%?21), history of children with
abnormalities(%1.4), history of MR in family (%0.7). In karyotype analysis, there were
trisomy 21 in four patients, trisomy 18 in five patients, monosomy X in one patients and other
abnormalites in six patients.

BAC array CGH detected trisomy 21 in four patients, trisomoy 18 in four patients and
monosomy X in one patient as numerical chromosome abnormalities. As structural
abnormality partial duplication of chromosome 14 were detected in one patient.

This study demonstrates diagnostic value of BAC based array CGH and konventional
karyotyping as diagnostic tests in prenatal cases. Kayotyping is stil the most powerful genetic
diagnostic test. Array CGH has various limitions according to karyotyping. At the same time,
capability of genome wide detection of segmental deletions duplication in pateints maket this

method a more powerful tool in prenatal diagnosis.

Key words: Prenatal diagnosis, chromosome abnormalities, BAC array CGH, chromosome
analysis
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1. GIRIS

Dogum oncesi tanida esas hedef miimkiin oldugunca erken tan1 koymak ve sonuca
gore gerekli karar1 verebilmektir. Esas olan kullanilan yontemleri gebeligin sonlandirilmast
icin bir arag¢ olarak gormek degil; fetiisiin durumu hakkinda dogru bilgi edinmek ve aileye
kendi kararlarimi kisisel, sosyal ve etik ilkeler cercevesinde vermesini saglamaktir.
Prenatal tan1 yontemleri non invaziv ve invaziv yontemler diye iki kisma ayrilmaktadir.
Non invaziv yontemlerin en Onemlileri, ultrason incelemeleri ve anne kaninda calisilan
biyokimyasal testlerdir. Giiniimiizde ikinci trimesterde (14—22. haftalarda) alfa-fetoprotein
(AFP), total human koryonik gonodotropin (HCG) ve ankonjuge Estriol (LE3) diizeylerinin
tespitini iceren "liclii test" yaygin kullanilan bir prenatal tarama testidir. Prenatal tanida
kullanilan amniyosentez ya da kordosentez (KS) gibi invaziv yontemler sayesinde, fetal
karyotip hakkinda bilgi sahibi olabilmek miimkiin olmustur (Daglar ve ark., 2011; Re¢ber
ve Ozen, 2002)

Prenatal tam1 amacl invaziv yOntemlerin uygulanabilmesi i¢in, medikal bir
endikasyonun bulunmasi sarttir. Yaygin olarak kabul goren prenatal tam1 endikasyonlari,
ileri anne yasi, anormal ultrason bulgulari, tarama testlerinde risk artisi, kromozom
anomalili ¢cocuk hikayesi, ebeveynlerden birinde dengeli kromozom anomalisi varligidir

(Giilten ve ark., 2005).

Fetal karyotipleme amaciyla amniyosentez, koryon villiis 6rneklemesi (KVO), fetal
kan oOrnekleri kullanilmaktadir. Genetik tani amachi yapilan prenatal tanida en sik
kullanilan yontem kromozom analizidir. Bu yontemle biitiin kromozomal andploidiler ve
yaklasik 5 Mb ya da daha biiyiik yapisal degisimler saptanabilmektedir. Prenatal tanida
siklikla tespit edilen kromozomal anomaliler, Down Sendromu, Edward Sendromu, Patau

Sendromu, Turner sendromu ve Klinefelter sendromudur.

Kromozom analizi, kiiltiir islemi gerektiren ve analiz agsamasi molekiiler yontemlere
gore daha uzun siiren bir yontemdir. Sik gozlenen andploidilerin tiimii bu yoOntemle
saptanabilse de, raporlandirma siirecinin uzun olmasi daha kisa siirede sonu¢ verebilecek
tan1 yontemlerinin gelistirilmesine ihtiyag dogurmustur. Bu amacgla gelistirilen baslica
yontemler, Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH), Kantitatif Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (QF-PCR) ve Array-Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (aCGH)

1



yontemleridir. Tiim genom diizeyinde tespit olanagi saglayan aCGH yonteminin prenatal

tanida kullanimi, yayginlasmaya baslamistir (Shaffer, 2007).

Amacimiz, prenatal donemde gozlenen genetik hastaliklarinin tanisida kromozom
analizi ve son yillarda yayginlasan BAC tabanli array CGH yontemlerinin prenatal tanidaki

etkinliklerinin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. PRENATAL TANI
2.1.1. TANIM ve AMAC
Cocuk saghiginin intrauterin donemde bagladigi kabul edilmektedir. Dolayisiyla fetal
anomalilerin ve genetik hastaliklar agisindan yiiksek risk tasiyan gebeliklerin incelenerek
var olan olas1 hastaliklarin prenatal donemde saptanabilmesi 6nem tasimaktadir. Bu amacgla
ortaya ¢ikan prenatal tam1 kavrami, 0zel yontemler kullanilarak embriyo ve fetusun gelisim

ve saglig hakkinda bilgi edinmeyi kapsamaktadir (Giilten ve ark., 2005).

Prenatal tani, ilk kez 1966’da Steele ve Breg’in fetustaki kromozom anomalisini,
amniyon s1visindaki hiicrelerin kiiltiiriinden elde edilen kromozom analizi sonucunda tespit
edilmesiyle baslamistir. ileri anne yas1 ile Down sendromu arasindaki iliskinin bilinmesi

prenatal taninin 6nemini ve yayginligin arttirmistir (Nussbaum et al, 2004).

Prenatal tani, embriyo ve fetusta yapilan biitiin diagnostik c¢alismalar1 kapsayan bir
stirectir. Bu siirecte; genetik danisma, tarama testleri gibi laboratuar ¢alismalari ile birlikte
obstetrik, ultrason ve genetik testler uygulanarak olasi hastaliklar tespit edilir ve aile

bilgilendirilir (Tiirkyillmaz ve ark., 2007).

Prenatal tani ile ozellikle risk tasiyan gebeliklerde bebege heniiz anne karnindayken
tan1 konulmasi miimkiin olmaktadir. Aym1 zamanda hastaligin, varsa dogum Oncesi
tedavisine, dogum sonras1 gerekli onlemlerin alinmasina ve tedavi planlanmasina olanak
vermektedir. Bu yoOntemler ile tanis1 konulan bazi hastaliklar i¢in yasal cerceveler
kapsaminda ailenin istegi dogrultusunda gebeliklerin sonlandirilmast da miimkiin

olabilmektedir (Yiregir ve ark., 2012).

Prenatal tani, sadece risk altindaki fetusta olasi bir genetik hastaligin bulunup
bulunmadiginin uygun doénemde tespit edilip, gebeligin terminasyonunu amac¢lamaz.
Yiiksek riskli gebeliklerde aileye genis bilgi sunmak ve ailelerin gebelige dair endiselerini

azaltmay1 amaglamaktadir (Nussbaum et al., 2004).

Kisaca prenatal taninin amaclar 6zetleyecek olursak;

1-Yiiksek riskli ailelerde daha giivenli bir gebelik planlanmasi1 ve gebelik baslangicina,
2-Yiiksek riskli grup icinde olmamalarina karsin tarama testleri sirasinda riskli oldugu
saptanan gebelerde gercek bir patoloji olup olmadigin1 saptamaya ve sonuca gore aileye

secme hakki vermeye,



3-Devamina karar verilen gebeliklerde, aileyi yeterince bilgilendirerek, dogacak olan
bireyin daha saglikli olabilmesi i¢in gerekli kosullarin saglanmasina,

4-Tedavi edilebilir olgularda, tedavi planinin erken dénemde yapilmasina, dolayisiyla hem
hastaligin iyilesmesine hem de gecikmis tam1 nedeniyle meydana gelebilecek
komplikasyonlar1 onlemeye olanak saglayarak, saglikli cocuklara sahip olma sansin arttirir

(Giilten ve ark., 2005; Nussbaum, 2004).

2.1.2. PRENATAL TANI YONTEMLERI

Her gebelik hastaliklar acisindan belli bir risk tasimakla beraber bazi gebeliklerin
sahip oldugu risk toplum riskinden anlamli derecede yiiksektir. Topluma gore yiiksek risk
unsuru tastyan gebeliklerde, fetiisiin degerlendirilmesine yonelik direkt veya indirekt analiz
yontemleri mevcuttur. Direkt incelemede invaziv, indirekt incelemede ise non-invaziv

yontemler kullanilmaktadir (Tiirkyillmaz ve ark., 2007).

Non-invaziv yontemler, fetusun ultrasonografi ile incelenmesi ya da anne kanindan
yapilan incelemeleri icermektedir. Invaziv yontemlerde ise, fetusa ait hiicrelerden
arastirma yapilmaktadir. Non-invaziv yontemler her gebelikte uygulanabilirken, invaziv
yontemler icin endikasyon gerekmektedir (Saat¢i ve ark., 2007).

Riskli oldugu saptanan gebeliklerin takibinde, hangi invaziv yontemlerin
kullanilabilecegi, tespit edilebilecek hastaliklar, varsa tedavi olanaklari, basari oranlari
hakkinda aileye detayli bilgi verilmelidir. Prenatal tanida kullanilan invaziv ve non

invaziv yontemler Cizelge 2.1 de belirtilmistir.

Cizelge 2.1: Prenatal tamida kullanilan invaziv ve non invaziv yontemler

Non-Invaziv Yontemler Invaziv Yontemler
Ultrasonografi Amniyosentez
Anne serumundan yapilan tarama testleri Koryon villus biyopsisi
Anne kanindan fetusa ait hiicrelerin Kordosentez
izolasyonu

Fetal Deri Biyopsisi




2.1.2.1. NON-INVAZIV PRENATAL TANI YONTEMLERI

Bu yontemlerin amaci, fetal saglik problemlerini dogrudan belirlemek veya riskli
gebelikleri tanimlayarak prenatal tan1 programlarina sevk etmektir. Ayrica, invaziv
prenatal tan1 yontemleri belli bir komplikasyon riskine sahip olduklar1 icin, non invaziv
yontemler siklikla tercih edilmektedir.

Ultrasonografi (USG)

Iyonizan radyasyon kullanmayan bir yontem olarak, USG’nin gebelerde ve erken
cocukluk yas grubundaki uygulamalari, modern obstetri ve neonatoloji uygulamalarini
biiyiik oOlciide degistirmistir. Modern obstetride USG kullanilarak, 5-6. gebelik
haftalarindan itibaren embriyo ve sonraki donemde fetiis, yakin anatomik izlemde
tutulabilmekte, yasamla bagdasmayan yapisal ve bazi kromozomal anomaliler, erkenden
teshis edilip, obstetrik yaklasim bu bilgilere gore sekillendirilebilmektedir. Son yillarda
teknolojiye eklenen 3 ve 4 boyutlu uygulamalar hem tanisal kolaylik saglamakta, hem de
ailelere daha anlasilabilir goriintiiler sunmaktadir. Ancak, USG ile tiim anomalilerin
prenatal olarak saptanabilecegine dair, 6zellikle halk arasinda mevcut yanlis inanig biiyiik
beklentiler ve ©Onemli hukuksal sorunlar yaratabilmektedir. Yapilan genis kapsamli
calismalar, en iyl sartlarda bile %80’lere ulasan prenatal patoloji saptama oraninin,
ortalama olarak %60-70’ler arasinda oldugunu bilmek gerekmektedir (Nicolaides et al.,
1999; Timor-Tritsch et al., 1988; Goldberg et al, 2004)

Ultrases dalgalarin1 kullanan bir alet yardimiyla fetusun incelenmesi ve varsa
anomalilerin saptanmasi1 esasina dayanmaktadir (Sekil 2.1). Rezoliisyonu iyi, yliksek
frekanshi "transducer" lerin gelistirilmesi ve bunlarin doppler teknolojisi ile donatilarak
fetal damarlarda kan akim hizlarinin 6lciilmesinde kullanilmasi fetal tibba yeni boyutlar
kazandirmistir. Herhangi bir sekilde artmis bir riski olmayan hastalarda, rutin
ultrasonografik taramanin optimal zamani ise 18-20. haftalardir, ciinkii bu haftalarda
maternal serum tarama sonuglar1 elde edilmis, erken gebelik problemleri aciga kavusmus,
organogenez tamamlanmis, fetal hareketler baglamis ve fetusun neredeyse tamami ekranda
net olarak goriilebilmektedir (Flecher et al., 1996; Nicolaides et al., 1999).

Ultrasonografi, prenatal tanida dogru gestasyonel yas, cogul gebelik, plasenta
lokalizasyonu gibi obstetrik endikasyonlarin yan1 sira noral tip defektleri,
abdominal/gastrointestinal sistem bozukluklari, iskelet defektleri, toraks patolojileri,
renal/genitoiiriner sistem anomalileri ve fetal tiimorlerin tanisinda giivenilir sonuclara

ulasilmasini saglar (Giilten ve ark., 2005; Hawley et al., 1999).
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Sekil 2.1: On ii¢ haftalik fetiise ait ultrason goriintiisii.

Tarama testleri

Genetik bozukluklar; nesiller boyunca aktarilabilen zihinsel ve bedensel 6ziirlere yol
acabilen, sosyal ve ekonomik sorunlar1 beraberinde getiren 6nemli bir hastalik grubudur.
Bu hastaliklarin tedavisinin miimkiin olmamasi ve ortaya ¢ikmasinin Onlenmesi istegi
sonucu prenatal tam ¢alismalar1 gelistirilmistir. Bu calismalardan biri de gebe kadinlara
genelde 16-19 haftalar arasinda yapilan ve “liclii test” olarak adlandirilan tarama testidir.
Tarama testleri, spesifik bir anomali icin yiiksek risk tasiyan kiiciik bir grup olgunun
toplumun biiyiik bir boliimiindeki sikligin1 ortaya ¢ikarmak amaciyla kullanilan testlerdir.
Risk hesaplandiktan sonra belli bir sinir (cut-off) kullanilarak yiiksek risk ya da diisiik risk
siniflar1 tanimlanmaktadir. Tarama testi pozitif olarak belirlenen grupta gercekten pozitif
olmayan vakalar da bulunabilmektedir. Bu yalanci1 pozitiflik oranmin kabul edilebilir
seviyede bulunmasi1 Onemlidir, c¢iinkii bu gruba giren gebelere invaziv testler
(amniyosentez, koryon villus 6rneklemesi) onerilmekte ve bu testler %2.4’den %5.2’ye
kadar fetal kayip, spontan abortus ve intrauterin Oliim riski bulundurmaktadir. Buna
karsilik, ileri inceleme Onerilen gebe kadinlarda Down Sendromu tespit etme orani 1/25 ile
1/77 arasinda degismektedir. Testin noral tiip defektlerini (NTD) belirleme orani ise ¢ok
daha yiiksektir. Maternal serum AFP, tarama programlar1 gebelik haftasinin belirlenmesi
icin cogunlukla USG ile ol¢iilen biparietal ¢cap (BPD) esas alinarak hesaplanan gebelik
yasimt kullanirlar. Rakamsal risk tahmini i¢in anne yasimin getirdigi risk ve diger bazi
faktorler de dikkate alinarak istatistiksel bir degerlendirme yapilmasi gerekir. Bu
degerlendirme paket bilgisayar programi kullanilarak yapilmakta ve rakamsal tahmini risk

degerleri belirlenmektedir. Uclii testteki teshis oran1 maternal serum AFP 6lciimii ile %33
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iken, buna B-hCG ilave edildiginde %53’e ve puE3 ilave edildiginde ise bu oranin %58’e
yiikseldigi gosterilmistir. Irk, cografi dagilimlar gibi pek ¢cok degiskenden etkilenebilen bu
belirteclerin diizeyleri bircok rutin biyokimya degerleri gibi bolgelere gore belirlenmelidir.
Down sendromunda AFP MoM diizeyinin azaldig1 (0.7 MoM), B-hCG serum seviyesinin
ise yiikseldigi (2.5 MoM), NTD’li fetiiste ise AFP MoM diizeyinin yiikseldigi tespit
edilmistir (3 MoM) (Akalin ve ark., 2007; Bogart et al., 1987; Cuckle et al., 2007).

Maternal yas, AFP, B--hCG ve pE3 gibi biyokimyasal gostergelerin beraber
degerlendirilmesiyle yapilan bu tarama testi ile trizomi 21 vakalar1 yaklasik olarak %60-65
oraninda saptanabilmektedir. Yapilan meta analizlere gore diisiik teshis orani (%67) ve
yalanci pozitiflik orani (%35) bu testin negatif yonleri olarak saptanmistir (Giilten ve ark.,
2005).

PRENATAL TANIDA TARAMA TESTLERI
1.ILK TRIMESTER TARAMA TESTLERI

1.Biyokimyasal testler

a.s-hCG

b.PAPP-A

2.Ultrasonografik tarama (NT oOlctimii)
2.IKINCI TRIMESTER TARAMA TESTLERI

1.Biyokimyasal testler

a.Uclii test: AFP,s-hCG, UE3

b.Maternal serum AFP

2.Sonografik testler

-Anomali tarama ultrasonu (genetik sonogram)

3.Idrarda yapilan tarama testleri (Beta cor hCG, hiperglikoze hCG)
3.DIGER TARAMA TESTLERI

a.Inhibin A

b.S-100

c.SP-1

d.Eosinophylic Major Basic Protein (EMBP)

e.Anne kaninda fetal hiicreler (Toker, 2009)

Anne Kanindaki Fetal Hiicre Analizi

Gebelik sirasinda, maternal ve fetal dolasim plasental membran ile ayrilmaktadir.
Fakat plasental membran, fetus ile anne arasinda cift tarafli hiicre trafigine izin verecek
ozelliktedir. Calismalar, fetal hiicrelerin ve serbest fetal niikleik asitlerin annenin
dolasiminda bulundugunu gostermektedir. Gebeligin erken donemlerinde fetal hiicrelerin
analizi icin ideal bir yontemdir. Ilk defa 1969 yilinda Walkonwska’ nin erkek fetiisii tasiyan
hamile bir kadmin periferik kan Kkiiltiiriinde XY kromozomlart olan metafaz plaklari
gozlenmesiyle baglamistir. O tarihten bugiine kadar maternal kanda fetal hiicre tayini icin
pek c¢ok calisma yapilmig, hamile kadinlarin kanindan gebelik {iriiniine ait ozellikle
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eritroblast ve serbest DNA eldesi ile ilgili caligmalar prenatal tanida riski ¢ok aza
indirgemis yeni yontemler gelistirmek amaciyla yogun arastirma konusu haline gelmistir.
Yapilan calismalar sonucunda gebeligin 4.-6. haftasindan itibaren varligr kesinlesmistir
(Jackson, 2003; Giilten, 2005). Anneden alinan 20-30 ml kan Orneginden, monoklonal
tanecikler ve hiicre ayristiricilar1 yardimiyla 2-20 civarinda fetal hiicre elde edilebilmekte,
bu hiicrelerin molekiiler sitogenetik (FISH) ve kantitatif PCR analizleri sonucu cesitli
anoploidiler ve tek gen mutasyonlar: tespit edilebilmektedir (Giilten ve ark., 2005; Sag,

2009).

2.1.2.2. INVAZIV PRENATAL TANI TEKNIKLERI:

Amniyosentez

Ik uygulamaya giren invaziv prenatal tam teknigidir. Ultrason esliginde gebenin
uterusundan amniyotik sivi Orneginin igne yoluyla alinmasi islemidir (Sekil 2.2).
Amniyotik s1vi, tanisal testlerde kullanilabilecek fetus kokenli hiicreler icermektedir (Sekil
2.3). Amniyosentez genel olarak son adet tarihine gore 15.-16. gebelik haftasinda
uygulanir ancak bazi merkezlerde 10.-14. gebelik haftalarinda erken amniyosentez, 24.
gebelik haftasindan sonra da ge¢ amniyosentez uygulanabilmektedir. Fakat erken ve geg
amniyosentez gerek diisiik riski gerekse Kkiiltiir isleminin basarisi agisindan klasik
amniyosenteze gore daha fazla risk tasimaktadir (Nussbaum, 2004).

Fetal hiicre ve proteinlerden oldukca zengin olan amniyon sivisi fetal kromozom
analizi olmak iizere biyokimyasal (enzim analizleri) ve DNA analizlerinin yapilmasi i¢in
uygundur (Sekil 2.3). FISH yontemi disinda, kromozomlar direkt olarak siiratli bir sekilde
analiz edilemez. Gerek kromozom gerekse biyokimyasal analiz yoniinde daha giivenli olan
2-3 hafta kiiltiire edildikten sonra test edilmesidir. DNA analizi gerektiren durumlarda az

sayida hiicre olsa bile sonu¢ daha hizli olarak alinabilmektedir (Giilten ve ark., 2005).



Sekil 2.2: Amniyosentez islemi

Withdraw Rusd 7« -_/f
A
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Sekil 2.3:Amniyosentez islemi: Amniyosentez sivisinda bulunan hiicreler biyokimyasal ve

kromozomal ¢alismalarda kullanilmaktadir

Fluid composition

Sex determanalion;
bicchaemical and
anzymatic studios
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Koryon Villus Orneklemesi (KVO):

Koryonik villusler plasentanin bir parcasi olup, bebekle ayni1 genetik yapiya sahiptir.
KVO, plasentadan bir miktar doku alinmasi islemidir. [Ik olarak ultrason ile bebegin ve
plasentanin pozisyonu kontrol edilmektedir. Sonrasinda ince bir igne yardimiyla karin
bolgesindeki deri ve rahim duvarindan gecilerek plasentaya girilir ve istenilen doku alinir.
Koryonik villuslerin ultrason esliginde plasentanin bir pargasi olan koryonik villuslardan
biyopsi ile drnek alinip bu dokuyu kullanarak test yapilmasi islemini icermektedir. KVO
yaptiran kadinlarin %1- 2’ si diisik yapma riski ile karst karsiyadir. Koryon villus
orneklemesi islemi 11.-14. gebelik haftalar1 arasinda yapilmaktadir (Sen, 2002; Agarwal et
al., 2012).

Transabdominal procedure

Ultrasound
transducer

Placenta

Sekil 2.4: KVO islemi

Fetal Kan Orneklemesi:

Yiiksek ¢oOziiniirliiklii ultrasonun gelisimi sayesinde perkutan gobek kordon kani
orneklemesi “kordosentez” yapilabilir hale gelmistir (Sekil 2.5). 18.-20. Gebelik
haftalarinda fetal anomali saptandiginda uygulanan bu yontem hizli kromozom analizi icin
yararhidir. Kisa donem lenfosit kiiltiirleri ile 48-72 saatlerde fetal kromozomlar hakkinda
bilgi verir (Ergal, 2002). Ayrica gesitli genetik gecisli kan hastaliklarinin tanist i¢in de
kullanilabilir.
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Ultrasound
transducer

Sekil 2.5: Fetal kan 6rneklemesi

Fetal Deri Biyopsisi ve Fetoskopi

Fetoskopi 20-22. gebelik haftalarinda, kiiciik fiberoptik bir diizenekle amniyotik
kaviteye girilerek uygulanir. Bu yontem, epidermolisis bullosa gibi hastaliklarda fetal deri
biyopsisi ve bazi karaciger patolojilerinde fetal karaciger biyopsisi icin uygulanmaktadir.
Non-invaziv prenatal tan1 yontemleri i¢inde en sik kullanilanlari ultrasonografi ve anne
kanindan yapilan tarama testleridir. Tarama programlarinin amaci, fetal saghk
problemlerini dogrudan belirlemek veya riskli gebelikleri tamimlayarak prenatal tani
programlarina sevk etmektir. Ayrica diger bir neden de invaziv prenatal tan1 yontemlerinin

belli bir komplikasyon hizina sahip olmalaridir (Vogel et al., 1997; Ercal, 2002).

2.1.3. PRENATAL TANI ENDIKASYONLARI

2.1.3.1. ileri anne yas::

fleri anne yas1 tanimu, prenatal tan1 merkezlerine gore degiskenlik gostermekle birlikte
genellikle gebelik aninda 35 yas olarak kabul edilmektedir. Prenatal tan1 endikasyonlari
icerisinde en genis grubu olustururlar (Binns et al., 2002; Ferguson et al., 1996). Mayoz
sirasinda olusan nondisjunction ihtimalinin 35 yasin {istiindeki annelerde arttiginin
belirlenmesi ileri anne yasinin, dogum Oncesi sitogenetik tani igin geleneksel ve
vazgecilemez bir kriter olmasini saglamistir. Amniyosentez sonunda isleme bagh fetal
kay1p ihtimali (1/200) bu yas grubundaki Down sendromu riskine esit ya da daha az olmasi
nedeni ile amniyosentez 35 yasin iizerindeki tiim gebelere uygulanmaktadir (Coskun,

2008).
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Bir kadinin hayati boyunca {irettigi tiim yumurtalar1 daha dogumdan itibaren
ovaryumlarinda primitif olarak bulunmaktadir. Yillar gectikge, dolayisiyla bu ilkel
yumurtalar yaslandik¢a, bunlara ait kromozomal anormalliklerin olusmast olasiliginin
arttigina inanilmaktadir. Genel olarak yanlis bir degerlendirme; ilerlemis anne yasinin
sadece Down sendromu icin risk faktorii oldugunun diisiiniilmesidir. Ger¢ekte Down
sendromu karyotipi bu endikasyon ile yapilan amniyosentezlerin yarisindaki risk
faktoriidiir. Diger yarisindaki riskler ise trizomi 18, trizomi 13 gibi otozomal ve 47,XXY
ve 47,XXX kuruluslar1 olan seks kromozomal andploidileridir. Fakat XYY olgularinda

ileri anne yasi ile bir iliski belirlenmemistir (Coskun, 2008).
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Sekil 2.7:Normal mayoz béliinme(solda) ve nondisjunction gozlenen mayoz boliinme (sagda).

2.1.3.2. Habitiiel abortus:

Spontan abortus; 20. gestasyon haftasindan once veya fetal agirligin 500 gramin
altinda oldugu durumlarda gebeligin sonlanmas1 olarak tanimlanmaktadir. Habituel abortus
tanimu ise, ardisik 3 veya daha fazla spontan abortus i¢in kullanilmaktadir. Erken spontan
abortus materyallerinin %?25-60’inda  andploidi gozlenmektedir. Habituel abortusu
hikayesi olan gebelerde fetiiste saptanan kromozomal anomali oram1 %1 olup, bu oran 38
yasindaki bir kadinin kromozomal anomalili bebek dogurma riskine esdegerdir. Bu
nedenle, herhangi bir sebeple aciklanamayan tekrarlayan diisiikleri olan ciftlere gebelik

durumunda prenatal tam1 yapilmasi gerekmektedir (Coskun, 2008).

2.1.3.3. Daha once kromozom anomalisi olan abortus veya dogum hikayesi:
Kromozom anomalili ¢ocuk sahibi olan ciftlerin kendi kromozom yapilar1 normal
olmasina karsin, bazi durumlarda sonraki ¢ocukta kromozom anomalisi goriilmesi ihtimali
9%10-15’lere ¢ikmaktadir. Bu gruptaki gebelere anne yasi bakilmaksizin invaziv prenatal

tan1 teknikleri uygulanmalidir (Coskun, 2008).

2.1.3.4. Tarama testinde yiiksek risk:
Diisiik riskli gebeliklerde anne serumu taramasi veya fetal ultrasonografi ile fetal
anomaliler saptandiginda, daha ileri genetik degerlendirme ve testler Onerilmektedir.

Maternal kanda yiikselmis AFP diizeyleri basta noral tiip defektleri olmak iizere, spontan
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intrauterin 6liim, omfalosel, gastrosizis, nefroz, sakrokoksigeal teratom, mesane ekstrofisi,
bazi deri defektleri ve Meckel sendromu gibi patolojilere isaret ederken, diisik AFP

diizeyleri Down sendromu i¢in bir gostergedir (Giilten ve ark.,2005).

2.1.3.5. Noral tiip defekti riski:
Noral tiip defektli kisilerin birinci dereceden akrabalar1 artmis noral tiip defektli bebek

dogurma riski nedeniyle amniyosentez i¢in adaydir (Nussbaum, 2004).

2.1.3.6. Ebeveynlerden birinde yapisal kromozom anomalisi varhgi:
Bu durumda, cocukta kromozom anomalisi riski, anomalinin tipine ve tasiyici
ebeveynin kim olduguna gore degismektedir. En biiytik risk (Down sendromu i¢in %100)
ebeveynlerden birinin 21g21q Robertsonyan tipi translokasyon veya izokromozom tasidigi

durumda gerceklesmektedir (Nussbaum, 2004).

2.1.3.7. Aile hikayesinde biyokimyasal veya DNA analizi ile tamn konulabilen genetik
hastalik varhg:

Bu gruptaki hastaliklarin ¢ogu tek gen hastaliklart olup %25 veya %50 tekrarlama
riskine sahiptir. Daha Onceden hasta cocuk sahibi ciftler disinda, toplum taramalan ile
tasiyic1 oldugu belirlenen ciftler de bu kategoridedirler. DNA analizlerinin miimkiin
olmasindan 6nce de bir¢ok biyokimyasal bozukluk prenatal olarak taninabiliyordu, DNA
analizi yontemiyle (mutasyon analiz veya baglanti analizi) prenatal tan1 yapilabilen tek gen

hastaliklar1 bulunmaktadir (Nussbaum, 2004).

2.1.3.8. Ozgiil bir prenatal tan testinin olmadig1 X e bagh hastalik hikayesi:

Baska bir alternatif olmadigr durumda, daha dnceden X’e bagl hastalig1 olan erkek
cocuk sahibi ciftler, bir sonraki gebeligi sonlandirma kararmmi vermekte fetal cinsiyet
tayininden yararlanabilirler. Duchenne muskiiler distrofi, hemofili A ve B gibi DNA analiz
yontemi ile prenatal tanis1 miimkiin olan X’e bagh hastaliklarda da oncelikle fetal seks
tayini yapilip eger bebek erkekse diger testlere gecilir. Belirtilen her iki durumda da
preimplantasyon genetik tani, sadece s6z konusu hastaliktan etkilenmemis embriyolarin

utersusa transferini saglama i¢in kullanilacak bir yontem olabilir (Nussbaum, 2004).

2.1.3.9. Anormal Ultrason Bulgusu:
Ultrasonografik incelemelerde saptanan artmis ense deri kalinligi, ekojenik barsak,
kisa femur, piyelektazi, nazal kemik, koroid pleksus kisti, kistik higroma, ekojenik

intrakardiak fokus gibi belirtecler, Down sendromu ve diger andploidiler ile iliskilidir.
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Down sendromu tanisi i¢in yapilan prenatal tarama testleri, 2. trimester ultrasonografik
tarama testlerinden daha degerlidir. Yapisal anomalilerde daha fazla kromozom bozuklugu
izlenirken ultrasonografik belirtecler saptandiginda amniosentez gereksinimi artmakta bu
da abortus oranini az da olsa arttirmaktadir ( Taner ve ark., 2009).

Nukal kalinhik (NT), fetal boynun arkasindaki subkutan sivi toplanmasinin
ultrasonografik goriiniimiidiir. Tk trimesterde fetal NT terimi sivi toplanmasinin septali
olup olmadigina, boyunda sinirli olup olmadigina ya da tiim fetiisii kaplayip kaplamadigina
bakilmaksizin kullanilir. Artmig NT kalinlig1r patofizyolojisini irdeleyen bir¢cok hipotez
mevcuttur ve bu sonografik belirtecle ilgili eslik eden tiim anomalilerin altinda tek bir
ortak etyolojinin yatmasi olas1 degildir. Fetal NT ol¢iimii i¢in en uygun gebelik yast 11.
hafta ile 13. hafta+6 giin arasindadir. Son zamanlarda bircok caligma fetal NT nin, fetal
anoploidinin ¢ok giiclii bir potansiyel habercisi oldugunu gostermistir. Dokuz yiiz adet
trizomi 21’li fetiis iceren 200,000 gebe iizerinde yapilan ¢alismalar NT taramasinin,
trizomi 21 ve diger major kromozom anomalili fetiislerin %75’ini ayirt edebildigini
gostermistir. Fetal kromozom anomalilerinin ¢ok giiclii birer habercisi olma potansiyelleri
olan; nukal saydamlik, nazal kemik ve nukal cilt katlantis1 kalinlig1 gibi baslica prenatal
fetal sonografik belirtecleri olarak kabul edilmektedir (Tamsel ve ark., 2007).

Fetal nazal kemik, ultrasonografiyle gebelik boyunca goriintiilenebilmektedir. Son
zamanlarda cikan yayinlar; birinci ve ikinci trimesterlerde nazal kemigin olmayist veya
hipoplazisinin andploidi i¢in bir belirtec oldugunu, nazal kemik yoklugunun NT
kalinligiyla baglantili olmadigini, ancak trizomi 21 taramasinda her iki parametreye birden
bakilmasinin daha etkili bir tam1 yontemi olacagini savunmaktadir. Bir ¢cok ¢alisma 11. ila
14. haftalar arasinda izlenen nazal kemik yokluguyla, trizomi 21 ve diger kromozom
anomalileri arasinda giiclii bir korelasyon oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢alismalardan
elde edilen verilere gore nazal kemik yoklugu kromozom anomalisi olmayan normal
fetiislerde %1.4 oraninda goriiliirken, trizomi 21 vakalarinda bu oran %69’dur. Ikinci
trimesterde, ultrason taramasiyla tespit edilen nazal kemik hipoplazisi daha fazla Down

sendromlu fetiisiin ortaya konabilmesine yardimc1 olur (Tamsel ve ark., 2007).

2.2. Genetik ve Kromozomal Anomalilerin Prenatal Taranmasi
Anormal kromozom yapis1 perinatal mortalite ve morbiditeye yol actig1 gibi énemli
oranda fetal kayipla sonuclanan gebeliklere de yol agmaktadir. Kromozom anomalilerin

%50’si spontan abortusla, bunlarin sadece %5’ 28. gebelik haftasindan sonra 0lii olarak
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dogmaktadir. Erken gebelik doneminde daha fazla cesitte kromozom anomalisi tespit
edilebilirken, ilerleyen haftalarda tespit edilen c¢esitlilik orami azalmaktadir. Ciinkii
etkilenen fetiislerin biiyiik bir kismi birinci trimesterin sonuna kadar tutunamamaktadir.
Trizomi 21°1i fetiisler viabl olmalarina karsin gebelik haftasinin ilerlemesiyle fetal kayip
orant artmaktadir. Gebeligin 15 ile 20. haftalar1 arasinda yapilan fetal karyotiplemede
Down sendromu sikligi, dogumdaki Down sendromu sikliindan %30 daha fazladir.
Gebeligin 9 ile 14. haftalarinda yapilan fetal karyotiplemede Down sedromu sikligi
dogumdaki Down sendromu sikligindan %48-50 daha fazladir. Gebeligin ilerleyen
donemlerinde belli bagh olarak trizomi 13, 18, 21, cinsiyet kromozomu anomalileri ve
yapisal diizensizlikler goriiliir. Anoploidinin bebek ve ¢ocuk Oliimlerinin %35-7’sinin ve
gelisim gecikmelerinin %10’unun nedeni oldugu tahmin edilmektedir. Bu tahminler
gelismis iilkelerde 1970’li yillarin ortalarinda toplanmis olan verilerden elde edilmistir.
Down sendromu, uzun donem morbidite riskiyle iligkili olan en yaygin kromozom
anomalisidir. Canli doganlarin 1.21/1000’inde goriiliir. Intrauterin ya da dogumdan sonraki
ilk bes yilda 6liimciil olabilen trizomi 18 (0.15/1000) ve trizomi 13 (0.08/1000) ise daha az
siklikla goriiliir. Prenatal tarama programlarinin ¢ogu, Down sendromu tespiti ig¢in
kullanilmaktadir. Ancak bunun yaninda infertilite ile ve bazen ge¢ gelisimle de ilgili
olabilen cinsiyet kromozomlarindaki anomalileri de belirler (Coskun, 2008).

Sonu¢ olarak ge¢cmis son 30 yil icinde prenatal tani icin ana endikasyon fetal
kromozom anomalisi riski olmustur. Bu anomalileri saptamak icin degisik yontemler
gelistirilmistir. 1960’larda kromozom analizi, 1994 yilinda FISH teknigi ile interfazda
anoploidi, 1997 yilinda kromozoma 6zgii DNA problari ile mikrodelesyon sendromlar1 ve
QF-PCR ile trizomiler ve 2007 yilindan bu yana aCGH yontemleri ile
delesyon/duplikasyon ve triplet artiglarin1 saptamada gelismeler yasanmistir (Yiiregir,

2012).

2.2.1. Prenatal Donemde Sik Gozlenen Kromozomal Hastaliklar

2.2.1.1. Otozomal Kromozomal Anomalileri

Trizomi 21-Down Sendromu

Otozomal andploidi sendromlarinin en yaygin goriileni olan Down sendromu (DS),
klinik olarak ilk kez 1866 yilinda J.Langdon Down tarafindan tanimlanmig, kromozomal
temeli oldugu ise 1959 yilinda Lejeune ve arkadaslarinca rapor edilmistir. Orta derecede

zeka geriliklerinin en sik rastlanan genetik nedeni olan DS’nun canli dogumlar arasindaki
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sikligiin  1/800 dolaylarinda oldugu, sikliin anne yasina bagli olarak arttig
belirtilmektedir. Olgularin yaklasitk %95’inde DS, 21. kromozom ciftinin mayotik
nondisjunction’dan (kromozom ayrilamamasi) kaynaklanan 21. kromozomun trizomisi
seklindedir (regiiler tip DS). Trizomiden sorumlu mayotik hata olgularin %90’1nda
maternal mayoz I evresinde olugmaktadir. %1-2 siklikta goriillen mozaik tipi postzigotik
mitotik hatalarla olusurken, hastalarin %3-4’iinii olusturan translokasyon tipi de novo ya da
ailevi tasiyiciliklar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Sitogenetik olarak regiiler tip, translokasyon
tipi ve mozaik tipi olmak iizere iic ana grupta degerlendirilen bu sendromda, sitogenetik
sonuclar, ozellikle tekrarlama riskleri agisindan onemli farklar olusturdugundan genetik
danigmada yonlendirici olmaktadir. Regiiler tip DS’ nun tekrarlama riski, aile boyle bir
cocuga sahip olduktan sonra, genel olarak %]1’dir. Otuz yasindan gen¢ anneler icin
tekrarlama riski % 1.4, daha yash anneler i¢in risk yasa bagimli risk ile aynidir. Anne ve
baba normal, ¢ocuk mozaik ise ailenin diger cocuklarindaki tekrarlama riski %1 kadardir.
Yirmi bir numarali kromozoma iligkin Robertson tipi translokasyon tasiyicisi olan
annelerin dengesiz translokasyonlu ¢cocuk dogurma riski ¢ok yiiksektir. Translokasyon alt
tipleri arasinda en sik goriilen 14/21 translokasyonu bakimindan annenin tasiyici olmasi
durumunda fetusun DS olma riski %10-15 dolaylarinda iken, baba tasiyici oldugu zaman
bu risk % 1-2 dir. 21/21 translokasyon tasiyicist olan ebeveynde dengesiz translokasyon
tekrarlama riski %100 diir (Alp, 2007).

Trizomi 18 (Edwards Sendromu)

Trizomi 18 (Edward’s Sendromu) sendromu, canli dogumlar arasinda sik goriilen
kromozomal bir bozukluktur. Farkli ¢alismalarda yeni doganlarin 3/10000’tinde goriildiigii
belirtilmistir. Kiz ¢ocuklar erkek cocuklara gore 3 kez daha sik etkilenir. Olgularin
%5’inde mozaizm goriiliir. Mozaik olgularin klinik bulgular1 daha hafif seyreder. Edward
sendromlu bebeklerin ¢ogunun en karakteristik Ozellikleri intrauterin gelisme geriligi,
mikrosefali, mikrognati, diisiik kulaklar, ekstremite anomalileri gibi ozelliklerdir. Yapilan
incelemelerde bu bebeklerin %90’ 1indan fazlasinda kalp anomalileri ve yine 6nemli bir
kisminda bobrek ve sindirim sistemi patolojileri saptanmistir. Edward sendromu agir bir
klinik seyir gosterir, bebeklerin %80’i dogumdan sonraki ilk haftada, geri kalanlarin ¢ogu
ilk yilinda kaybedilir. Yasayan olgularda ciddi diizeyde mental retardasyon mevcuttur(

Karaman, 2012).
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Trizomi 13 (Patau Sendromu)

Trizomi 13, sitogenetik olarak ilk defa Patau ve arkadaslar tarafindan tanimlanmastir.
Klinik fenotipi ise Smith tanimlamistir. Trizomi 13 yaklasik olarak 10.000 canli dogumda
bir goriiliir. Anne yasindaki artigla birlikte goriilme sikligi artar. Trizomi 13 genel olarak
spontan abortusla sonuclanir. Abortus erken gebelikte olabilecegi gibi 20. haftaya kadar
gecikebilir ya da erken dogum olabilir. Trizomi 13’lii 200 canli dogan infantin izlendigi
genis serili bir calismada; %?28’inin yasamin ilk haftasinda, %44’iiniin ilk ayinda ,
9%73’tiniin ilk 4 ay igerisinde oldiikleri bildirilmistir. Bu bebeklerde en belirgin
anormallikler beyine ve yiize ait olanlardir. Holoprozonsefali de beynin 6n kismi ve orta
hat yiiz yapilarinin gelisimi bozulmustur. En ileri sekli olan siklopide, orta hatta yalniz bir
tane goz bulunur. Trizomi 13’ de diger trizomilerde oldugu gibi kalp, sindirim sistemi ve
diger sistemlere ait anormallikler yiiksek oranda bulunur. Abdominal malformasyonlardan

en sik oranda omfalosel goriiliir (Rec¢ber, 2005; Balkan, 2008).

2.2.1.2. Cinsiyet Kromozom Anomalileri

Cinsiyet kromozom anomalileri otozomal anomaliler gibi, sayisal ya da yapisal,
komplet ya da mozaik formda olabilirler. Ancak otozomal trizomilerin aksine cinsiyet
kromozom anomalileri, klinik agidan goreceli olarak daha hafif bulgular tasirlar ve ender
olarak ciddi mental retardasyon gosterirler. Yine otozomlara kiyasla daha az oranda gen
tagirlar. Gonadal, genital gelisim ve infertilite ile ilgilidirler. X ve Y kromozom anomalileri
goreceli olarak sik goriiliirler (1/400-1/500). XXY, XXX ve XYY trisomileri post natal
yasam da en sik goriilen cinsiyet kromozom anomalileridir ancak abortus da seyrek
raporlanirlar. Aksine monozomi X, yeni doganda daha az siklik da goriiliir ancak
tekrarlayan diisiikler de en sik goriilen anomalidir. Molekiiler c¢alismalar erkek
infertilitesinde Yq delesyonlarinin da 6nemli rolii oldugunu belirlemistir (Ogur, 2011).

Turner Sendromu

Turner sendromu yalmizca kiz cocuklarimi etkileyen anéploidi seklindeki bir
kromozom diizensizligidir. Turner sendromu ilk kez 1938’te Henry Turner tarafindan
gogiis gelisimi, menstruasyon ve genital killanma gibi sekonder seks karekterleri yoniinden
gelismemis ve diisiikk kilolu bir kadinda tanimlanmistir. Daha sonra bu hastaligin, X
kromozomunun tamami ya da bir kisminin kaybolmas1 sonucu ortaya ¢iktigi anlasilmistir.
Konsepsiyondaki sikligi ¢ok yiiksek olmasina karsin (1/50-1/200), yaklasik %951

intrauterin mortalite ve kayipla sonuclanmakta, %5’i ise canli dogmakta ve
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yasayabilmektedir. Canli dogan kiz bebekler arasindaki Turner sendromunun sikligi
yakalasik olarak 1/5000 dir. Turner sendromlu biitiin olgular arasinda 46, XX, 1(Xq)
genotip siklig1 ise %10’dur. Hastaliktaki semptomlar, X kromozomunun eksilme oranina
ve mozaisizm durumuna gore ¢ok degisiklik gostermektedir. Kardinal bulgular soyle
siralanabilir: kisa boy (genellikle 150 cm’den kisa), disgenetik gonadlar (streak gonad),
seksiiel immaturite, primer amenore, yele boyun, kalkan gogiis, meme uclarinin normale
gore daha acik aralikli olmasi; kubitus valgus (kollarin tasima agisinin artmasi),
kardiyovaskiiler ya da renal anomaliler ve diger somatik anomaliler. Klasik turner [45,X]
ve mozaik Turner’lerin [45,X/ 46,XX gibi] yaninda yapisal diizensizlik gosteren
[46,X,i(Xq), 46,X,r(Xq), 46,X,del(Xp), 46,X, t(X;Y)] ve daha az siklikla gozlenen
kromozom kuruluslari da bu sendromda klinik olarak onemlidir. Xp delesyonlu hastalarda
kisa boy ve dogumsal anomaliler izlenirken, Xq delesyonlu hastalarda sadece gonadal
disfonksiyonu gozlenir. Buna karsin izokromozom Xq’lu [i(Xq) karyotipli] hastalar ise

klinik olarak klasik 45,X karyotipli hastalara benzemektedir (Balkan, 2005) .

Klinefelter Sendromu

Klinefelter sendromunun Turner sendromunun aksine yeni dogan donemin de
taninmast giictiir. Ender olarak kriptorsidi nedeni ile kromozom analizi sonucu
saptanabilirler. Puberte ve sonrasinda klasik bulgular belirir. Ana sorun infertilitedir;
primer testikiiler yetersizlik nedeni ile testesteron yetersizdir; hastalar azospermikdir. FSH
ve LH yiiksekdir ve hipergonadotropik hipogonadizm mevcuttur. Infertil erkeklerde %3,
oligo-azospermide %35-10 oraninda 47,XXY yapist saptanir. ilk tanimlanan cinsiyet
kromozom anomalisidir ve en sik goriilendir. 1/1000 erkek yeni dogan sikliginda goriiliir.
47,XXY vyapist olan erkek hastalarda ekstra X kromozomu paternal ya da maternal
kaynakli olabilir. Maternal kaynakli olanlar da anne yasinin etkisi kabul edilmektedir. Fetal
yasamda Ozgiin bir bulgusu yoktur ve etkilenmis fetuslar terme dek yasar. Postnatal
donemde, Klinefelter sendromu, hipogonadizm ve azosperminin en sik nedenidir. Testisler
ufakdir ve sekonder seks karakterleri gelismemistir. Hastalarin ¢ogu infertildir. Normal bir
cinsel yagsama sahip olabilirler ancak libido azalmistir. Hastalar uzun boyludur, %30’un da
jinekomasti goriiliir. Bu nedenle hastalar meme kanseri agisindan da yaklasik x20 artmis
riske sahiptirler. Seyrek sakal ve biyik, disi tipte pubik killanma ve disi tarz da uzun bacak
boyu (6nikoid yap1) goriiliir. Osteoporoz, otoimmiin hastaliklara yatkinlik, genel topluma
gore kardiyovaskiiler hastaliklar da 6 kat artmis risk, ender olarak hafif mental retardasyon
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ve Ogrenme giicliigii goriilebilir. Hastalar arasin da klinik farkliliklar olmasina karsin,
konusma ve okuma gii¢cliigli ve sosyal uyumda zorluk pek ¢ok Klinefelter hastasi icin
gecerli sorunlardir. Olgularin yaklasik %15°t mozaik forma sahip tir (46,XY/47,XXY).
Mozaik formlarda klinik degiskendir ve ender olarak fertil olabilirler. 48,XXYY,
48,XXXY, 49, XXXXY varyantlar1 goriilebilir. Klinik olarak Klinefelterden oldukc¢a farkli
bir spektrum cizerler. Agir mental retardasyon, dismorfizm ve seksiiel gelisim bozukluklari

goriliir (Ogur, 2011).

2.3. KROMOZOM INCELEME YONTEMLERi
Kalitsal bilgiyi tastyan DNA molekiilii 6karyotlar da nukleusta bulunmaktadir. Hiicre
interfaz asamasinda iken bu materyal, histon ve histon olmayan proteinlerle kromatin
yapiyl olusturur. Hiicre boliiniirken kromatin yapr kisalip kalinlasarak kromozomlari
meydana getirir. Kromozomlar metafaz safhasinda incelemeye uygun hale gelirler

(Branch, 1997).

Karyotipleme;  kromozomlarin  yapisal olarak incelenmesi, anomalilerinin
belirlenebilmesi i¢in yapilan isleme Kkaryotipleme denir. Kromozomlarin yapisini
fonksiyonlarini, davranmiglarini ve patolojilerini inceleyen bilim dali sitogenetiktir. Genis
bir uygulama alam1 bulunsa da sitogenetik analizinin gerektiren kosullar olmalidir.
Karyotipleme, tani ve takibinde belirleyici kromozom anomalilerinin goriildiigii kanserler,
ozellikle hematolojik kanserlerin belirlenmesi i¢in uygulanmaktadir (Marilyn, 2006;

Branch, 1997).

Nukleusu olan ve boéliinebilme yetenegini kaybetmemis tiim dokulardan kromozom
elde edilebilir. Kromozom analizi i¢in en ¢cok kullanilan dokular; perifer kani, deri, kemik
iligi, amniyositler ve koryon villus dokusudur. Metafaz kromozomlarinin eldesi i¢in temel

olarak iki yontem kullanilir;

I- Direkt yontem: Kemik iligi, lenf nodiilii, testis, koryon villus gibi
kendiliginden boliinen hiicreye sahip olan dokulara uygulanir.

2- Kiiltiir yontemi: Calisilacak materyaldeki hiicreler spontan olarak
boliinmiiyorsa, kiiltiir yapilmasi1 gerekmektedir. Perifer kan lenfositleri, amniyositler, deri
fibroblastlari, gonad dokularina uygulanmaktadir. Bu amacla protein, vitamin, hormon ve
minerallerle zenginlestirilmis besi ortamlart (medyum) kullanilir. Kullanilacak materyal
besi ortami se¢iminde ve kiiltiir siiresinde etkilidir. Kisa siireli (6rnegin perifer kan lenfosit
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kiiltiiri i¢in 72 saatlik) veya uzun siireli( 6rnegin; amniyosit kiiltiirleri birka¢ hafta veya
solid tiimor ornekleri birkac ay) olmak tizere siniflandirilmistir (Moorhead, 1960).
Postnatal kromozom anomalilerini tespit etmek i¢in kullanilan perifer kan
calismalarinda, oncelikle heparinli steril enjektor veya vakumlu tiipler icine ornek alinir.
Ornekler tasima ve bekleme siiresinde kesinlikle dondurulmamali, oda 1sisinda veya
+4°C’de tutulmalidir. Kiiltiir ortaminda, mikroorganizmalarin ¢ogalmasini 6nlemek igin
Penisilin/Streptomisin gibi antibiyotikler ve nistatin vb fungisitler bulunmalidir(Branch,

1997).

Spontan olarak boéliinmeyen bazi hiicreleri (6rnegin olgun lenfositleri) boliinmeye
tesvik etmek ic¢in ortama mitojen ajan koymak gerekir. Bu amacla PHA
(phytohemaglutinin) ilave edilir. Perifer kam lenfositleri icin kiiltiir siiresi 72 saat, kemik
iliginden elde edilen lenfositler i¢cin 24 saattir. Kiiltiirler 37°C’de inkiibe edilir ve kiiltiir
stiresi ornek cesidine gore degisir. Direk yontem ve kiiltiir yontemiyle calisilan
orneklerden, metafazlar1 saptamak icin cikis islemlerinin yapilmasi gerekir. Burada ilk
adim hiicre boliinmesinin metafaz asamasinda hiicrelerin durdurulmasidir. En sik
kullanilan mitoz durdurucusu kolsisindir ve etkisini iki yavru hiicreye ayrilan kardes
kromatidlerin zit kutuplara ¢ekilmesini saglayan ig iplik¢iklerinin olusumunu engelleyerek
gosterir. Sonug¢ olarak kromozomlarin kutuplara cekilmesi Onlenerek metafaz plaginda
birikmeleri saglanir. Cikis islemlerinde ikinci temel basamak hiicre hacmini arttirmak icin
hipotonik soliisyon uygulanmasidir. Hipotonik soliisyonlar sitoplazmik membrana kars: bir
konsantrasyon gradienti olusturur ve aktif transportla su hiicre i¢ine girer, hiicreler siser ve
kromozomlar yayilacak alan bulurlar. Bu amagla hipotonik 0,075M KCI soliisyonu
kullanilir. Kromozom elde etme yoOnteminde {i¢iincii temel basamak hiicrelerin
fiksasyonudur. Fiksatif olarak 3:1 oraninda metanol:asetik asit soliisyonu kullanilir.
Fiksasyon uygulanmasi hipotonik soliisyonun etkisini durdurur, sisen hiicreler sabitlenir ve
ayrica eritrositleri pargalar. Cikis islemlerinin son basamagi lam iizerine damlatilarak
yayma yapilmasidir. Daha sonra boyama ve bantlama islemleri gerceklestirilerek

mikroskopta incelenir (Moorhead, 1960).

Kromozom inceleme yontemleri; sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemleri

icermektedir.
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2.3.1. Sitogenetik yontemler

Kromozomlarda meydana gelen yapisal ve sayisal anomalileri tespit etmek icin her
kromozomu tanimlamak amaciyla ¢ok sayida kromozom bantlama yontemi gelistirilmistir.
Rutin incelemelerde genelde 450-550 band diizeyindeki metafazlar kullanilmaktadir. Band
rezoliisyonu, X kromozomunu iceren bir haploid sette goriilen acik ve koyu renk bolgelerin
toplam sayisim ifade etmektedir. Band diizeyleri, kiigiik kromozom pargalarinin kayip ve
artislarinin saptanmasinda yeterli olmayabilir. Bu durumda daha yiiksek band seviyelerinde
(550-850) inceleme yapilmasi gerekmektedir. Genel olarak G bantlama yontemiyle
inceleme yapilir, amaca yonelik olarak Q, R, C, HRB gibi yontemler de kullanilmaktadir

(Moorhead, 1960; Branch, 1997).
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Sekil 2.8:46,XY karyotipli bir G-banth metafaz goriiniitiisii
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Sekil 2.9: Trizomi 21 bulgusu bulanan bir G-banth metafaz goriiniitiisii

2.3.2. Molekiiler Sitogenetik Yontemler

FISH

Klasik yontemlerle uygulanmakta olan fetal karyotip elde etme siiresi 10-17 giin
arasinda siirmektedir. Bu bekleme siiresi i¢inde aile, once amniyosentez islemi sirasinda
bir stres yasamakta buna ek olarak bekleme siireci boyunca stresi artmaktadir. Son yillarda
bu siireyi kisaltmak icin yogun cabalar vardir. Bunlardan birisi de gelismis iilke
laboratuvarlarinda klasik yOntemin yami sira, andploidi taranmasi i¢in rutin olarak
uygulanmakta olan FISH ile kiiltiir yapilmamis amniyon hiicrelerinde anoploidi aranmasi
yontemidir. FISH yonteminde klasik sitogenetik yontemde goriilen kromozomlarin yerine,
genetik materyal olarak hiicre icinde bulunan yogunlagsmamis Kkromatin yapisi
kullanilmaktadir. Prenatal tam1 andploidi taramasi sirasinda 13, 18, 21, X ve Y
kromozomlarina ait anoploidiler sik rastlanildig: i¢in bu kromozomlar yansitan problar
daha sik kullanilir. Genelde bu kromozomlarin disinda olan andploidiler, gebeligin erken
haftalarinda kaybedilmektedir. Bu nedenle 14-17’ inci haftalara ulasan bir hamilelikte
diger kromozom anoploidilerini pek gormiiyoruz. Prenatal tamida FISH yonteminin
kullanilma sebebi, amniosentezden karyotipleme isleminde kullanilan klasik yontemdeki
stirenin daha kisa hale getirilmek istenmesidir ve bu sekilde sik rastlanilan anoploidilere
oldukca giivenilir bir sekilde tan1 konulmaktadir. Rapid FISH’in prenatal tanida sadece
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sayisal anomalileri gostermesi, yontemin bir kisitliligi olarak bilinmektedir. Bu nedenle
diger kromozom anomalilerini elimine etmek i¢in bu olgularda klasik karyotipleme de
yapilmaktadir. Ayrica FISH calismalarinda maternal kontaminasyon iizerinde durulmasi
gereken bir durumdur. Yontem, kendi igindeki simirliliklarina ragmen giivenilirligi
kanitlanmis bir 6n tarama ve tan1 yontemidir. FISH ile sonuca ulagsma siiresi 24 saat
sirmekte ve cabuk verilen 6n-sonug aileyi olduk¢a rahatlatmaktadir (Cankaya, 2006).
FISH yonteminin temel basamaklar1 Sekil 2.10 da gosterilmistir.

Fluoresence In Situ Hybridization

(
#

Labeling with
. fluorescent dye
_ f}, ’_; /
-
o 7

F

Sekil 2.10: FISH yonteminin basamaklar:
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Sekil 2.11:Trizomi 21°li bir vakanin FISH gériintiisii: 13. kromozoma (yesil) ve 21. kromozoma
(kirmuzi) o6zgii LSI problariyla yapilan hibritlenmis amniyosit hiicresinin interfaz c¢ekirdegi
goriiniimii (21. kromozoma ait 3 adet kirmizi sinyal ve 13. kromozoma ait 2 adet yesil sinyal).

2.3.3. Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (CGH) Yontemi,

DNA kopya degisimlerini tiim genom seviyesinde, tarama imkani saglayan ilk etkili
yontemdir. CGH teknigi, ornek ve referans total DNAsi izole edilip, farkli renklerde
isaretlenip metafaz kromozomlariyla hibritlenme esasina dayanmaktadir (Park, 2011).

Sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemlerin dayandigi teknolojiden kaynaklanan
bazi smirlamalar1 ortadan kaldiracak bir molekiiler genetik/sitogenetik yontem olarak
“karsilastirmali genomik hibridizasyon ortaya cikmistir. CGH yoOntemi, hem klasik
sitogenetik yonteminin sahip oldugu tiim kromozomlar1 bir arada inceleyebilme, baska bir
deyisle tiim genom perspektifinde analiz 6zelligini daha detayli bilgi sahibi olunacak
sekilde gelistirmekte, hem de FISH yonteminin kullandig: floresans isaretleme ile FISH
kadar detayli olmamakla birlikte anomali saptanan kromozom bdlgesinin yeri hakkinda
daha net bilgi verebilmektedir (Eker, 2010).

CGH teknigi; temeli FISH e dayanan, farkli floresan boya ile boyanmis test (hasta) ve
referans DNA oOrneklerinin normal kromozomlara baglanmasi ile elde edilen floresan renk
farkliliklarin1  gosteren bir sitogenetik yontemdir. Yontem ile hasta DNA’ sinda
kromozomal kayip (loss) veya belli bir bolgenin amplifikasyonu (gain) gosterilir

(Rickman, 2005; Park, 2011).
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CGH yoOnteminde, arastirilan 6rnege ait DNA (test DNA) ile normal oldugu bilinen bir
DNA 0rnegi (referans DNA) farkli renklerde florokromlarla isaretlenerek yine normal
oldugu bilinen insan kromozomlar1 (metafaz plaklar1) iizerine birlikte hibridize
edilmektedir. 72 saat siiren hibridizasyon siiresini takiben floresan mikroskop ile Once
metafaz plaklar1 bir goriintii analiz sistemi yardimiyla kaydedilmekte, sonra bu metafaz
plaklarindaki kromozomlar 6zel bir CGH yazilimi araciligiyla siraya dizilmektedir. Her bir
kromozom iizerindeki, olmasi gereken karisim renkten florokromlardan birisi lehine
sapmalar aym yazilim tarafindan degerlendirilerek o kromozom bolgesine ait test DNA
sindaki kopya sayisi artis1 (amplifikasyon) ya da eksilmesini (delesyon) gostermektedir
(Breman, 2009; Rickman, 2005)

Ayni sonucun degerlendirilen diger metafaz plaklarinda da gozlenmesi bulgunun
dogruluk degerini yiikseltmektedir. Ancak klasik CGH yontemi zorlugu ve degerlendirme
kriterlerinin giicliigii nedeniyle pratik uygulamada yayginlasamamistir. Her iki yontem de
tiim genom perspektifinde inceleme olanagi saglamaktadir (Eker, 2010).

Her iki yontemde de test ve referans DNA lar farkli renklerde florokromlarla
isaretlenmektedir. CGH yonteminde hibridizasyon normal insan metafaz plaklari iizerine
yapilirken, mikroarray CGH yonteminde bu islem 6zel olarak tasarlanmis ve arzu edilen
DNA parcalar1 arzu edilen sayilarda spot edilmis array’ler iizerine yapilmaktadir (Eker,
2010). CGH yonteminde hibridizasyon siiresi 72 saat iken mikroarray CGH yonteminde 16
saattir. CGH yonteminin analizinde bir floresan mikroskop ve gerekli filtrelere, bir kamera
ve goriintii analiz sistemine ve CGH analiz yazilimina gereksinim vardir. MikroArray
CGH i¢in yalmzca bir mikroarray tarayiciya ve mikroarray analiz yazilimina ihtiyag
vardir(Eker, 2010). CGH yontemini dogru analiz edebilmek i¢in 6zel egitimli personele,
metafaz plaklarindan kromozomlar1 dogru olarak dizmeye, pek cok metafaz plagini ayri
ayr1 degerlendirip sonra tiim sonuglar1 karsilagtirmaya yani saatler siiren bir analiz siiresine
gerek vardir. mikroarray CGH yoOnteminin degerlendirilmesi tam otomatik olarak
yapildigindan 6zel egitime ihtiya¢ gostermedigi gibi analiz siiresi dakikalarla sinirlidir
(Wiess, 1999).

Array CGH Yontemi

CGH yontemi, zorlugu ve degerlendirme kriterlerinin giiclii§ii nedeniyle pratik
uygulamada yayginlasamamistir. Giiniimiizde hem daha hizli sonu¢ alinabilen, hem de
analiz asamasmnin tam otomatik olarak gerceklestirilebildigi mikroarray CGH yontemi
arastirmacilarin ¢calismalarini yogunlastirdiklar1 bir yontem olarak ortaya ¢ikmustir.
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Delesyon ve duplikasyon gibi kromozom anomalileri, normal gen dozajindaki
dengesizlikten dolay1r spesifik ve kompleks fenotiplerle sonuglanir. Rutin kromozom
bantlamast 5-10 Mb’dan kiiciik kromozomal degisimleri belirlemede yeteri kadar hassas
degildir. CGH, test ornegi ile kontrolii DNA icerik farkliliklarina gore karsilastirarak tiim
genomu taramak i¢in gelistirilmistir (Rickman, 2006). Son zamanlarda, hibridizasyon i¢in
hedef olarak boyutu biiyiik DNA parcali genomik klonlar1 (Bakteriyal yapay kromozomlari
/ P1 yapay kromozomlar1) (BACs/PACs) ya da daha kiiciik PCR iiriinlerini iceren DNA
mikroarrayleri gelistirilmistir. Array-temelli karsilastirmali genomik hibridizasyon (array
CGH), kromozomal dengesizliklerin yiiksek c¢oziiniirliikte belirlenmesine olanak taniyan
giiclii bir yeni teknolojidir. Farkli isaretlenmis test ve kontrol DNA’larinin genomik
klonlar1 iceren bir mikroarray iizerine birlikte hibridize edildigi bir yontemdir (Jeuken,

2002)
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Sekil 2.12: Array CGH yonteminin asamalari

2.3.3.1. Array CGH Yonteminin Klinik Genetikte Kullanimi

1960’larda kromozom bantlama metodlarinin gelistirilmesinden bu yana 30 yildir

prenatal tanida konvansiyonel kromozom analizi altin standart konumundadir. Bu tip
sitogenetik analizin kromozom kopya degisikliklerini (anoploidi), dengeli ve dengesiz
translokasyonlar, inversiyonlari, marker kromozomlari, mikroskobik olarak gozlenebilen
biiyiik delesyon ve duplikasyonlari tespit etme kapasitesi bulunmaktadir, ancak daha kiigiik
kromozom anomalileri (5-6Mb dan kiiciik) tespit edilememektedir. Bu kisitlama en ¢ok
normal kan kromozom bantlama karakteristiginden farkli olan prenatal kromozom
vakalarinda O6nem kazanmaktadir (Breman, 2009; Fiorentino, 2011). Giiniimiizde artik

biliniyor ki pek cok konjenital dismorfizmlerin, gelisim geriliginin ve diger genetik
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hasarlarin temelinde submikroskobik delesyon ve duplikasyonlar yatmaktadir. Sendromik
ve nonsendromik mental retardasyonlara sahip hastalarin %20 sinde submikroskopik say1
degisiklikleri tespit edilmistir. Bu sebeplerle genetik hastaliklart tanimlamada yiiksek
rezoliisyonlu tekniklerin gelistirilmesi elzem olmustur. Floresan in situ hibridizasyon
(FISH) analizi yaygin anoploidileri hizlica tespit etmek ve sitogenetik analizlerin
¢cOziinlirliglinii artirmak amaciyla gelistirilmistir. Ancak FISH tekniginde gerekli olan

calisilan bolgenin dizisinin bilinmesidir (Breman, 2009).

Son yillarda, konvansiyonel sitogenetik testler array temelli karsilastirmali genomik
hibridizasyon yonteminin gelistirilmesi ile (array CGH-array-based comparative genomic
hybridization) daha da genislemistir. Bu teknikte mikroskopik ve submikroskopik
kromozomal  dengesizlikler =~ genom c¢apta boyutta analiz  edilebilmektedir.
Mikrodelesyonlar, mikroduplikasyonlar ve tiim andploidileri 100kb dan daha kiigiik
coOziiniirliikte tespit edebilen test yontemidir. Konvansiyonel ve FISH analizlerinde bulunan
tim kisitlamalarin iistesinden gelen bir tekniktir. Prenatal ve postnatal tanida basarili bir

sekilde kullanilmaktadir (Breman, 2009; Breman, 2012).

Konvansiyonel kromozomal analiz ile karsilastirildiginda array-CGH tekniginin ¢ok
sayida avantaji bulunmaktadir. Direkt fetal ve kan orneklerinde calisilabilir bu sayede
hiicre kiiltiir tekniklerini elimine eder ve sonu¢ alma siiresini kisaltmaktadir. Ayrica bu
teknik daha hassastir ve otomatize bir yontem oldugundan kromozom analizine kiyasla
daha az emek harcanmaktadir. Array-CGH analizinin belki de en 6nemli avantaji genomik
kopya sayis1 degisikliklerini standart kromozom analizinden ¢ok daha iyi ¢oziiniirliikkte
tespit edebilmesidir (Fiorentino, 2011, Hillman, 2011). Pek ¢ok yeni sendromlarin tespit
edilmesine aracilik edebilmektedir ve kopya sayisi degisikliklerinin daha iyi anlasilmasina
yardimci olmaktadir. Array-CGH prenatal tamida kopya sayisi degisikliklerinin tespit
edilmesi amacl valide edilmistir (Breman, 2009; Bui, 2011).
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3. GEREC-YONTEM
3.1. Yontem

Calismada, 2011-2012 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tibbi Genetik laboratuarina rutin tan1 amagh yonlendirilen, prenatal tan1 endikasyonuna
sahip 141 adet amniyosentez Ornegine yapilan kromozom analizi ve BAC tabanl array
CGH analizi bilgileri retrospektif olarak degerlendirildi.
Tiim gebeler ve esler kromozom analizi isleminin kapsami ve genetik tan1 hakkinda
bilgilendirilerek yazili onam formu imzalatildi. Aileye ait gebelik haftasi, anne yasi,
ultrason bulgusu ve obstetrik 0ykii sorularak anamnez alindi.
Amniyosentez Ornekleri uygun gebelik haftalarinda 15-24 ml olacak sekilde iki ayri
enjektorde teslim alindi. Olas1 maternal kontaminasyon azaltmak i¢in 2ml’lik ayr1 cekilen
enjektor kullanildi. Teslim alinan materyale, kromozom analizi i¢in hiicre kiiltiirii, BAC
tabanli array CGH islemi icin DNA izolasyonu yapildi.
Kromozom analizi islemi icin Oncelikle amniyosentez materyali 12-15 giin uygun
besiyerlerinde hiicre kiiltiiriine tabi tutulmustur. Hiicre kiiltiiriiniin ardindan pellet elde
edilip preperasyon, bantlama islemlerinden sonra hasta basina en az 20 metafaz incelendi.
DNA izolasyonu i¢in MagNA Pure Compact Nukleik Asit Izolasyon Kiti I(Roche
Diagnostic GmbH Germany) kullanildi. DNA kantitesi ise spektrofotometre (NanoDrop
ND-1000; NanoDrop Technologies,Wilmington, DE) kullanilarak tayin edildi. Yiiksek
Ciktlli BAC tabanli molekiiler FISH analizi platformu olarak CytoChip (BlueGnome
Limited, Cambridge, UK) slayt1 kullanildi. Yeterli kalite ve kantiteye sahip hasta DNA’s1
ve referans DNA (Human Genomic DNA: Male/Female; Promega Corporation, Madison,
USA) CytoChip protokoliine uygun olarak lekelendi. Lekelenen hasta DNA’s1 ile referans
DNA birlestirildi ve protokole uygun olarak CytoChip Focus High Throughput FISH
analysis (BlueGnomeLimited, Cambridge, UK) formatindaki slaytlar ile 47°C’lik su
banyosunda (GFLR, 1003,Germany) 16-21 saat hibridizasyona birakildi. Hibridizasyon
stiresi sonunda CytoChip protokoliine uygun olarak yikanan slaytlar, Agilent Mikroarray
G2505B tarayic1 (AgilentMicroarray Scanner; Agilent Technologies, Palo Alto, CA) ile
tarandi. Goriintii yogunlugu verileri kaydedildi ve BlueGnome’un BlueFuse Multi v2.0
(BlueGnome Limited, Cambridge, UK) analiz programi kullanilarak analiz edildi. Analiz
sonrasi elde edilen goriintii ve gen listesi kaydedildi. kantitesi spektrofotometre (NanoDrop
ND-1000; NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) kullanilarak tayin edildi.
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Calismanin  etik acidan uygunlugu, Kocaeli Universitesi Etik Kurulu tarafindan
degerlendirildi ve onaylandi.
3.1.1. Amniyosentez Materyalinden DNA izolasyonu

Toplanan 6rneklerden, MagNA Pure Compact Instrument cihazi kullanilarak magnetik
yontem ile DNA elde edildi. Calismada DNA eldesi i¢in MagNA Pure Compact Nukleik
Asit Izolasyon Kit I (Roche. Diagnostics GmbH, Germany) kullanildi. Izolasyon kitinin
kartusu cihazin yuvasina yerlestirildikten sonra hastanin 500 pl 6rnegi 2 ml’lik ependorf
tipe konularak cihazda ilgili yerlere yerlestirildi. Son olarak DNA toplanacak (elution)
tipler cihaza yerlestirildikten sonra cihaz calistirilarak 25 dakika i¢inde 100 pL izole
edilmis DNA elde edildi. 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar spektrofotometre
(NanoDrop, ND-1000 ) kullanilarak ol¢iildii. A260/A280 oran1 1,7 ile 2.0 arasinda olan
DNA’lar ¢aligmaya alindi.
3.1.2. DNA Kantite Tayini

DNA kantitesi NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)
cihazinda DNA i¢in DNA-50, opsiyonu kullanilarak yapildi. DNA’larin  260/280

oranlarinin 1,8-2,0 arasi; 260/230 oranlarinin ise 2,0 ve iizeri olmasina dikkat edildi.

Sekil 3.1. NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)

3.1.3. Yiiksek Ciktih BAC Tabanh Molekiiler FISH Analizi Metodu

3.1.3.1. DNA Lekeleme

1. 0,2 mlI'lik PCR tiiplerine DNA miktar1 50 pl de 400 ng olacak sekilde niikleaz
icermeyen su ve genomik DNA konuldu. DNA ve niikleaz icermeyen su miktar1 23 pl
olacak sekilde ayarlanda.

2. Lekeleme karisimi asagida verildigi gibi hazirlandi ve genomik DNA iizerine eklendi.
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Lekeleme Karigimi Miktar
Reaction buffer 10 pl
Cy3-dCTP veya Cy5- 1wl
dCTP

Primer solution 10 ul
dCTP-Labelling Mix Sul
Toplam Hacim 26 ul

3. Ornekler 94 C*’de 5 dakika inkube edilip, siire sonunda buz iistiinde 5 dakika
bekletildiler.
4. Karisimin iizerine 1 pl Klenow enzimi eklendi.
5.2000 g’ de 30 saniye santrifiij edildi.
6. Karisim 37 C”’de 16-20 saat inkiibasyona birakildi.
7. Inkiibasyon sonrasi karistma 5 ul EDTA solusyonu pipetlendi.
8. 2000 g’de 30 saniye santrifuj edildi.
3.1.3.2. DNA’ nin Piirifikasyonu
Piirifikasyon asamasinin ilk basamagini Autoseq ™ G50 kolonlarinin hazirlanmasi
islemi olusturdu.
1. Kolonlar vortekslendi.
2. Kolonlarin kapaklar1 oraninda ag¢ilip dip kisimdaki kapak kirildi.
3. Kolonlar 2 mI’lik toplama tiiplerine yerlestirilip 2000 g’de 1 dakika santrifiij edildiler.
4. Toplama tiipleri atild1. Kolonlar 1,5 mI’lik eppendorf tiiplere yerlestirildi.
5. Ornekler kolonlara yiiklenip 2000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
6. Kolonlar atildi. Piirifiye olmus oOrnekler NanoDrop, ND-1000 cihazi kullanilarak
A260nm (DNA), A550 (Cy3) ve A650 (Cy5) absorbans degerleri ol¢iildii. DNA miktarinin
180-325 ng/ pl ve boya katilim miktarinin 6-15 pmol / pl olmasina dikkat edildi.

3.1.3.3. Orneklerin Kurutulmasi

1. Her bir hasta DNA’s1 ile Referans DNA’s1 ayni tiipte birlestirildi.
2. Birlesimin iizerine 25 pl COT-I Human DNA eklendi.

3. 60 C*’de, yiiksek vakumda, 60 dakika 6rnekler kurutuldu.
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3.1.4.4. Hibridizasyon

Hibridizasyon islemine ge¢cmeden 6nce 20XSSC (Sodyum Salin Sitrat) ve 2XSSC
+%350 formamid karistmi hazirlandi. 20XSSC; 175,3 gr NaCl (3M’lik) ve 88,2 gr Sodyum
Sitratin tartilip 1000 ml’ye kadar deiyonize suyla tamamlanmasiyla hazirlandi. Bu
karisimin ¢oziinmesi magnetik karistirict kullanilarak saglandi. Elde edilen 20XSSC’nin
pH’1 7 olarak ayarlandi. 2XSC + %50 formamid karisimi; Iml 20XSSC (pH: 7), 5 ml
formamid ve 4 ml deiyonize su konularak hazirlandi. Daha sonra slayt kutusu igerisine
kurutma kagitlar1 yerlestirildi ve 2XSSC + % 50 formamid karisimi ile kurutma
kagitlarinin ¢ok iyi 1slanmas1 saglandi. Bu 6n hazirliklardan sonra asagidaki basamaklara
gecildi.
1. Kurutulan o6rnekler iizerine 75°C’de 1sitilmig Dekstran Sulfat (DS) Hibridizasyon
solisyonundan 21 pl eklendi.
2. Ornekler 75°C’de 10 dakika denatiire edildi. Pelletin iyice ¢oziinmesi elle karistirilarak
saglandi.
3. Ornekler tekrar 75 °C’de 10 dakika denatiire edildi.
4. Her ornekten 19 ul CytoChip Focus High Throughput FISH analysis slaytlarina yiikleme
yapildi.
5. Yiikleme yapilan slaytlar 6nceden hazirlanmis olan slayt kutusunun igerisine yerlestirildi

ve slayt kutusu parafinle sarildi (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Yiikleme yapilan slaytlar

6. Ierisinde yiikleme yapilan slaytlar olan slayt kutusu 47 °C’ lik su banyosunda 16-21
saat hibritlenmeye birakildi.
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3.1.3.5. Yikama

Yikama islemine gegmeden 6nce asagida gosterilen soliisyonlar hazirlandi.

2XSSC + %0,05 Tween20 Karisimu Hazirlanisi
*100 ml 20XSSC (pH =7)
0,5 ml Tween20 — 1000 ml’ ye tamamlandi

1XSSC Hazirlanisi
*25 ml 20XSSC (pH=7) — 500 ml’ye tamamlandi.

0,1XSSC Hazirlams1
*5 ml 20XSSC (pH=7) — 1000 ml’ ye tamamlandi.

1. 3 adet 1000 mI’lik cam kap ve 1 adet sale ¢ikarildi.

2. Yikama islemine ge¢cmeden once HYBEX inkiibator igerisine 0,1XSSC soliisyonu
koyulup sicakligin 60 C*’ye ¢ikmasi saglandi.

3. Yikama islemi asagidaki kosullar altinda gergeklestirildi.

Yikama Solusyonu Kosul Islem
Salede 2xSSC + %0,05 Tween 20 Oda sicakligi 2 dakika
icerisinde
lamellerin
diismesi
sagland1
1.Kap 2xSSC + %0,05 Tween 20 Oda sicakligi CytoChip Focus
10 dakika High
manyetik Throughput FISH
karigtirici ile analysis
slaytlar1 yikandi
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2.Kap 1xSSC Oda sicakligi CytoChip Focus
10 dakika HighThroughput
manyetik FISH analysis
karigtirici ile slaytlar1 yikandi
HYBEX 0,1x SSC HYBEX CytoChip Focus
Inkubator Inkubator High Throughput
icerisinde 5 FISH analysis
dakika bekletildi slaytlar yikandi
3.Kap 0,1xSSC Oda sicakliginda CytoChip Focus
Idakika High Throughput
bekletilir FISH analysis
slaytlar1 yikandi

4. Yikanan slaytlar falkon tiipe yerlestirildi.

5. 200 g’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra hizli bir sekilde c¢ikartilip, tarama islemine

gecildi.
3.1.4.6. Tarama

1. Slaytlar Haematology kisimlar iiste gelecek sekilde tarayici kasetlerine yerlestirildi.
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2. Tarayici karuselinde “Home” pozisyonu haricindeki numarali her yere slayt’lar

yerlestirilebilir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.4. Tarayic1 kasete yerlestirien slayt

3. Agilent tarayict yazilim programi, masa iistiindeki “Agilent Scan Control” ikonu

yardimiyla acild.

4. Tarama islemi asagidaki ayarlara gore yapildi.

Slayt

Slayt’lar karusel {izerinde ka¢ numaral
pozisyonlarda yerlestirilmigse isaretlendi

Tarama alani (Scan Region)

52 x19.50 mm

Channels (Kanallar) Red&Gren

Resolution (Rezoliisyon) 10 um

TIFF 16 bit

PMT %100

XDR Isaretlenmeyecek

Browse Tarayicidan ¢ikan goriintiiniin kayit yeri secildi

5. Ayarlama islemi bitince “Scan Slot” ikonuna basild1 ve tarama islemi baslatildi.
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3.1.3.7. Veri Analizi

Tarama isleminden sonra elde edilen veriler TIF uzantili dosyalardir. Bu dosyadan,
Feature Extraction yazilim programi ile txt, xml, pdf gibi uzantisi olan ve slayt hakkinda
cesitli bilgiler iceren dosyalar olusturuldu. Bu dosyalardan pdf uzantililar, kalite kontrol
(QC-Quality Control) dosyalar1 olup hibridizasyonun kalitesi hakkinda cesitli parametreler
sunmaktaydi. Sonuclarin dogrulugu i¢in kalite kontrol dosyalarindaki parametreler kontrol
edildi. Veriler BlueFuse Multi v2.0 analiz programi araciligiyla analiz edildi. Analiz
asamasindan sonra elde edilen goriintii ve gen listesi kaydedildi.
3.2. Konvansiyonel Kromozom Analizi
3.2.1. Amniyosentez Materyali Kiiltiirii
1-Enjektor i¢indeki amniyon sivist 15ml’lik falkonlara bosaltilip 1500rpm’de 8 dk santrifiij
edildi.
2- Siipernatant atilarak her tiipten 5’er damla materyal flasklara kondu.
3-Ardindan flasklara 3 cc besiyeri(Amcell, A-10) eklendi
4-Flasklar 37°C’lik etiivde 1 hafta inkiibasyona birakildi.
5-Sekizinci giinden sonra flasklardaki hiicre yogunlugu izlenerek sirasiyla lcc besiyeri
ekleme islemi, kendi icinden pasaj alma islemi uygulandi.
3.2.2. Amniyosentez Materyal Harvesti
1-Flaska yapismis olan hiicreler Tripsin EDTA ile kaldirilarak falkonlara aktarildi.
2-1500 rpm’de 8 dk santrifiij edildi.
3-Siipernatant atild1.
4-Hipotonik sok soliisyonu eklendi.
5-25 dk etiivde bekletildikten sonra carnoy fiksatifi ile fiksasyon islemi uygulandi.
6-4 defa carnoy fiksatifi ile yikama islemi yapildi.

3.2.3 Preparatlarin hazirlanmasi

1-Son yikamay1 takiben santrifiij edilen tiiplerdeki siipernatant atildi

2-Dipte kalan pelletten birka¢ damla temiz lama damlatildi.

3-Sonra iistiine 1-2 damla fiksatif damlatilip havada kurumaya birakildi. Preparatlar

kuruduktan sonra 90°C’lik 1sitic1 {istiinde 2 saat yaslandirildi.

3.2.4. GTL bantlama

1-Yaslandirilan preparat sirayla tripsin, PBS ve tampon ¢ozeltilerinden gecirildi.

2- Her bantlama isleminde tripsin siiresi yeniden diizenlendi.
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3-En son tampondan ¢ikarilan preparat yaklasik 90 sn leishman boyasi kullanim soliisyonu
ile boyandi.

Kromozom Analizi

Hazirlanan preparatlar, Olympus BXS51 151k mikroskobunda incelendi. Analiz edilen
metafazlar ISCN 2008’e gore degerlendirildi. Metafazlar otomatik goriintiileme
(Cytovision) sisteminde fotograflandi. Bu calismada her hastadan en az 20 metafaz

degerlendirmek amac¢lanmustir.
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4.BULGULAR

Hasta grubumuz, 2011-2012 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tibbi Genetik laboratuarina rutin tan1 amagh yonlendirilen, prenatal tan1 endikasyonuna
sahip, 141 gebeden alinan amniyosentez 6rneginden olugsmaktadir.

Calisma grubumuz prenatal tam1 endikasyonlarindan en az birine sahip olan gebelerden
olusmaktadir.

Calisma grubumuzun sahip oldugu endikasyonlar; Ileri anne yasi(%19), artmis ikili-iclii
tarama testi riski(%69), anormal ultrason bulgulari(%21), anomalili cocuk 6ykiisii(%1.4 ),
ailede MR hikayesi(%7), kromozom anomalili ¢ocuk hikayesi(%0.7) olarak ’de
belirtilmistir (Cizelge 4.1).

Amniyosentez yapilan gebelerin gebelik haftasi 12-28 arasinda degismekle beraber
ortalama 20 olarak hesaplandi. Anne adaylarinin yaslar1 18-46 arasinda olup ortalama anne
yas1 32 idi.

Hasta grubumuza ait anormal ultrason bulgulan Cizelge 4.2 de listelenmistir.
Amniyosentez serisinde hiicre kiiltiirii elde etme basarist (136/141) %96.4, prenatal tan
sonucu verebilme basaris1 (139/141) %98.5 olarak belirlendi. Hiicre kiiltiiriinden
degerlendirilecek metafaz elde edilemeyen vakalarin 3’tinde BAC tabanli array CGH’in
yaninda 13, 21 numarali kromozomlara spesifik FISH yontemi uygulandi. Ancak kanl
sekilde teslim edilen 2 materyalde hi¢cbir yontemle analiz gerceklestirilemedi.

Prenatal tan1 icin sitogenetik calisma yapilan ve sonug¢ verilen 141 olgunun 15
(%10.6)’inde kromozom anomalisi saptanmisltir. Bu kromozom anomalilerinin 12 (%80)
tanesi sayisal anomali iken, 3 (%20) tanesi yapisal anomalidir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4).
Sayisal anomaliler icinde en sik goriilen karyotip trizomi 21 ve trizomi 18 iken yapisal
anomaliler esit oranda gozlendi.

BAC array CGH ile yapilan analizinde 4 olguda trizomi 21, 4 olguda trizomi 18, lolguda
monozomi X saptanmistir. Kromozom analizi ile gézlenen diger mozaik sayisal/yapisal
anomaliler ve dengeli kromzom anomalisi BAC array CGH ile tespit edilememistir.
Anomali gozlenen hastalardaki BAC array ve kromozom analizi sonuclar1 Cizelge 4.5 de

listelenmistir.
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Cizelge 4.1: Amniyosentez endikasyonlarinin goriillme oram

Endikasyon % (yiizde) n(kisi sayis1)
[leri maternal yas 11.9 17

Tarama testinde yliksek 69 98

risk

Anormal ultrason bulgusu 21 30

Kotii obstetrik oykii 0.7 1

Anomali ¢cocuk hikayesi 1.4 2

Ailede MR hikayesi 0.7 1

Kromozom anomalili 0.7 1

cocuk hikayesi

Cizelge 4.2: Vakalarimizda gozlenen anormal ultrason bulgulari ve gozlenen anomaliler

Anormal Ultrason Bulgusu Gozlenen Vaka Sonug
Sayisi(N)

Fetal Hidrotoraks 1 NJ[1]

Artmis NT 1 Tri21[1]

Multipl Fetal Anomali 1 NJ[1]

Pelvikaliektazi 1 NI[1]

Hidrosefali 2 NI[2]

Koroid Pleksus Kisti 7 NI[7]

Hiperekojen Barsak 4 N([3],tri 18[1]

Hiperekojen Kalp 1 N[1]

Kistik Higroma 3 N[3],monozomi
X[1]

Ventrikiillomegali 4 N[4]

Anensefali 1 -

Skolyoz 1 -

Batinda Asit 1 -
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Talipes N[1]
Diafragma Hernisi N[2]
Retrokoryonik Hemoraji N[1]
Retroplasental Hematom NJ[1]
Ayakta Oligodaktili tri 18(49)
Sindaktili(Rocker Bottom Feet Malformasyonu) tri 18(49)
Eller Fleksiyon Halinde tri 18[1]

VSD tri 18[1], tri 21[1]
Aort Ve Pulmoner Truncus Cap Genisligi tri 18[1]
Trombositopeni tri 18[1]
Ense Kokii Ve Karacigerde Su Toplanmast NI[1]
Komplet AV Septal Defekt tri 21[1]
Kraniyal Ve Spinal Defekt tri 21[1]
Endokardiyal Yastik Defekti tri 21[1]
Kisa Sol Ulna NI[1]
Polihidroamnios NI[1]
Parsiyel Serebellar Vermis Hipoplazisi N[1]
Kafa Tabanina Meningosel Kesesi NJ[1]
Cift ¢iktili sag ventrikiil -

Sol kalp hipoplazi N[1]
Oligohidroamnios N[2]
[UGR N[I]
Kraniyumda periventrikiiler kalsifikasyon N[1]
Fetal multikistik displastik bobrek NI[1]
Gastrosizis NI[2]
Minimal Perikardiyal Efiizyon N[1]
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Nazal Kemik Yoklugu

tri 18[1]

Cizelge 4.3:Anomali saptanan tiim kromozom analiz sonuclari

Karyotip Anne Endikasyon Gebelik
Yasi Haftasi
47, XX,+21[20] 40 Tri 21 riski 1/50 18w
47,XY,+18[30] 44 Ileri anne yags1, Fetal 25w
Anomali
mos 47,XY,+18[2]/46,XY[53] 37 Tri 21 riski 1/220 18w
47,XX,rob(21;21)(q10;q10)[20 42 Tleri anne yasi 16w
47,XY,+18[20] 38 Tri 18 riski 1/17 23w
46,XY[20],46,XX[2] 35 Trizomi 21 riski 1/123 16w
47,XY,+21[20] 22 Trizomi 21 riski 1/62 18w
47,XX,+2[9]/46,XX[30] 32 Tri 21 riski 1/57 22w
46,XY,del(1)(q23)[2]/46,XY[98) 19 Tri 21 riski 1/108 20w
47,XY,+18[85]/46,XY[3] 38 Tri 21 riski yiiksek, 18w
hiperekojen barsak
47 XX,+18[20] 36 Tri 21 risk artist 24w
46,XY,inv(4)(p13qg21) 24 Trizomi 21 riski 1/57 17w
47,XX,+21[20] 38 Tri 21 riski 1/50 18w
45,X 41 Kistik Higroma 13w
47,XY,+der(14)t(7;14)(q36.7;q11.2) 31 Anomali ¢ocuk oykiisii 19w
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Cizelge 4.4: Amniyosentez islemlerinde saptanan kromozomal anomalilerin dagilimi

Endikasyon Normal Tri2l | Tri18 | 45X | Yapisal Diger

(n) (n) (n) (n) | Anomaliler Sayisal
(n) Anomaliler

, (n)

Ileri maternal yas 14 3 - - 1 -

Tarama testinde 90 1 5 - 2 1

yiiksek risk

Anormal ultrason 20 - - 1 - -

bulgusu

Kotii obstetrik 1 - - - - -

oykii

Anomali 1 - - - 1 -

cocuk hikayesi

Ailede MR 1 - - - - -

hikayesi

Kromozom 1 - - - - -

anomalili ¢ocuk

hikayesi

Cizelge 4.5: Anomali gozlenen hastalarin BAC array CGH ve karyotip sonuclari

Endikasyon Karyotip BAC array CGH
Sonucu

Tri 21 riski 1/50 47,XX,+21[20] Tri 21

Ileri anne yasl, 47,XY,+18[30] Tri 18

Fetal Anomali

Tri 21 riski mos 47,XY,+18[2]/46,XY[53] Normal

1/220

Ileri anne yast 47,XX,rob(21;21)(q10;q10)[20 Tri 21

Tri 18 riski 1/17 47,XY,+18[20] Tri 18
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Trizomi 21 riski 46,XY[20],46,XX][2] Normal
1/123

Trizomi 21 riski 47,XY,+21[20] Tri 21
1/62

Tri 21 riski 1/57 47,XX,+2[9]/46,XX][30] Normal
Tri 21 riski 1/108 46,XY,del(1)(q23)[2]/46,XY[98) Normal

Tri 21 riski 47,XY,+18[85]/46,XY|[3] Tri 18

yiiksek,

hiperekojen

barsak

Tri 21 risk artis1 47,XX,+18[20] Tri 18

Trizomi 21 riski 46,XY,inv(4)(p13g21) Normal
1/57

Tri 21 riski 1/50 47,XX,+21[20] Tri 21

Kistik Higroma 45X Monozomi X

Anomalili Cocuk
Hikayesi

47,XY ,+der(14)t(7;14)(q36.7;q11.

2)

Dup 14q11.2
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Sekil 4.1: Trizomi 21 bulgusu bulunan hastaya ait array CGH goriintiisii
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Sekil 4.2: Trizomi 21 bulgusuna sahip hastaya ait array CGH analiz programinin
idiogranmu
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Sekil 4.3: Trizomi 18 bulgusuna sahip hastaya ait array CGH goriintiisii
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Sekil 4.4: Trizomi 18 bulgusuna sahip hastaya ait array CGH analiz programinin
idiogramu
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S.TARTISMA

Konjenital hastaliklarin tespiti, halen tiim diinyada tibbi, sosyal ve ekonomik yonden
onemli bir problemdir. Giinlimiizdeki biyokimyasal ve genetik tani yontemdeki hizli
gelismeler, ultrasonografi teknojisindeki gelismeler sonucunda, tarama testlerinin
kullanim1 yayginlagsmis olup buna paralel olarak gelisen genetik tan1 yontemleri ile fetal

kromozomal anomalilerin tanis1 miimkiin hale gelmistir (Erdemoglu ve ark,2007).

Invaziv prenatal tan1 teknigi olan amniyosentez, genetik hastaliklarin tespiti amaciyla
siklikla uygulanan bir girisimdir. Genetik amagh yapilan amniyosentezin gebelik iizerinde
olan etkileri ile ilgili olarak fetal kayip, erken membran riiptiirii gibi sonuglara sebep
olabilmektedir. Risk tasiyan bu islem, ancak prenatal tam1 endikasyonu varliginda

yapilmalidir.

Genetik amacl yapilan amniyosentezin endikasyonlari; ileri anne yasi, tarama testinde
artmis risk, anormal ultrason bulgulari, ailede kromozom anomalili bireylerin bulunmasi,

dengeli kromozom anomalisi tagiyiciligi ve tekrarlayan diisiik hikayesi olarak 6zetlenebilir.

Calismamizda bulunan biitiin vakalarda, en az bir tane prenatal tani endikasyonu
bulunmaktadir. Gozlenen endikasyonlar; ileri anne yasi, tarama testinden artmis risk,
anormal ultrason bulgulari, ailede kromozom anomalili bireylerin bulunmasi, tekrarlayan
diisiik oldugu gozlenmektedir. En sik gdzlenen endikasyon tarama testinde artis risk(%69)
olarak karsimiza cikmakta olup, anormal ultrason bulgular1 (%21) ikinci siradadir. Ileri
maternal yas ise %11 ile ti¢lincii sirada yer almaktadir. Yapilan caligmalar, gerek goriilme
orani gerekse siralama Tiirkiye’de ve diger iilkelerdeki genetik tan1 merkezlerinde farklilik
oldugunu gostermektedir. Ulkemizde yapilan bir calismada, bizim calismamizdakinden
farkli olarak (Erdemoglu M. ve ark.,2007) tarama test yiiksekligi %54.9, ileri anne yasi
%20 ve anormal USG bulgulart %16 oraninda bulunmustur. Tongsong ve ark. 1998’de
yaptiklart caligmada ise ileri anne yas1 dramatik bir farklilik gostermekte olup %86 olarak
bildirilmistir. Zaman icinde ileri anne yasinin endikasyon olarak kabul edilme oraninin
azalip, tarama testlerinin ve ultrason bulgularinin prenatal tamya yonlendirdigi dikkat
cekmektedir. Bu konuyla ilgili olarak Dommergues ve ark. yaptiklari calismada ileri anne
yasuna sahip kadinlarda amniyosentezin rutin bir islem olarak degil, non invaziv tarama
testlerinin sonuglarina gore selektif bazda onerilmesi gereken bir islem olmasi gerektigi

sonucuna varmislardir. Caligmalarinda, 38-47 yaslar1 arasinda 3659 hastadan, iiclii tarama
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test riski 1/250’nin altinda olan, birinci trimester taramada ense kalinligt 3 mm’nin altinda
olan ve normal ikinci trimester ultrasonografiye sahip hi¢bir kadin kromozomal anomalili
bir bebek dogurmadigi gosterilmistir (Olus A ve ark, 2009). Bu veriler gosteriyor ki;
ilerleyen zamanlarda ileri anne yas1 prenatal tan1 endikasyonlarindaki ©nemini ve

siralamasi geri planda kalacaktir.

Calismadaki ileri anne yasi nedeniyle amniyosentez uygulanan 17 olgudan 3’iinde
(%17) hem karyotipleme hem de BAC tabanli array CGH ile yapilan analizde kromozom
anomalisi saptanmustir. Yiice H. ve ark. yaptiklar1 356 olgudan olusan ¢alismada ileri anne
yasi ile amniyosentez yapilan 158 olgunun %1.2’sinde kromozom anomalisi bulundugu
bildirilmektedir. Api ve ark. calismasinda bu oran %2.7 olarak bulunmustur.
Calismamizdaki oranin benzer caligmalardaki oranlara gore yiiksek olmasini ileri anne yasi
endikasyonu ile birlikte tarama testi yiikseligi ve fetal anomalilerin de eslik etmesi,

kromozom anomalisi goriilme sikligina etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Ultrasonografi, non invaziv tani tekniklerinin 6nemli bir parcasidir. ik trimester ve
ikinci trimester da fetal anomalilerin saptanmasi invaziv tekniklerin yardimiyla olasi
anomalinin prenatal donemde tespitine olanak saglamaktadir. Fetal kromozom
anomalilerinde siklikla g6zlenen ultrason bulgulari; NT’de artis, nazal kemik yoklugu,
koroid pleksus kisti, kistik higroma olarak siralanabilir. Calisma grubumuzda en sik
gozlenen ultrason bulgusu koroid pleksus kistidir. Ancak koroid pleksus kist bulgusu olan
vakalarda kromozom anomalisine rastlanmamistir. Kistik higroma, ventrikiilomegali,
hiperekojen barsak, kistik higroma, VSD c¢alisma grubumuzda bulunan diger sik gdzlenen
ultrason bulgulandir. Kistik higroma gozlenen {ii¢ olgunun birinde 45,X Kkaryotipi
gozlenmistir. Ayrica VSD gozlenen iki olguda da kromozom anomalisine rastlanmistir.
Trizomi 21 saptanan olguda sadece VSD gozlenirken, trizomi 18 gozlenen olguda VSD ye
ek olarak ayakta oligodaktili, sindaktili(Rocker Bottom Feet Malformasyonu,
trombositopeni ve fleksiyon halinde el gozlenmistir. Trizomi 18 bulgusu dordii regiiler tip
biri ise mozaik olarak toplam 5 olguda tespit saptanmistir. Regiiler tipte olan olgularin

kromozom analizi ve BAC array sonuclar1 birbiriyle uyumlu bulunmustur.

Biitiin ultrason bulgular1 géz oOniinde bulunduruldugunda sadece anormal ultrason
bulgusu ile basvuran olgularin %5’inde kromozom anomalisi gbzlenmistir. Ancak ultrason

anomalisinin eslik ettigi endikasyonlarla amniyosentez yapilan olgularda ise %16.6 ‘ya
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yiikselmektedir. Rizzo ve ark. bizim ¢alismamiza uyumlu olarak anormal ultrason bulgusu

ile bagvuranlarda %16.8 oraninda kromozom anomalisi bulduklar1 bildirilmektedir.

Tarama testinde yiiksek risk nedeniyle 98 olguya amniyosentez uygulandi ve 9(%10)
olguda sayisal ve/veya yapisal kromozom anomalisi tespit edilmistir. Yiice H. Ve ark

yaptiklar1 ¢alismada bu oran %3 olarak bildirilmistir.

Yiiksek riskli gebeliklere ¢ok yiiksek oranlarda sitogenetik inceleme yapilmaktadir.
Fakat bu sayimnin biiyiik ¢cogunlugu normal bir karyotipe sahip olup ancak %5-10’luk kiigiik
bir kisminda mikroskobik diizeyde kromozomal degisimler gozlenmektedir. Bizim

calismamizda bu oran bu veriye uyumlu olarak %10.6 bulunmustur.

Kromozom anomalileri mental reterdasyon, dogum defektleri gibi cesitlilik gosteren
kompleks fenotiplerden sorumlu tutulmaktadir. Yenidoganlarda gozlenen kromozom
anomalilerin, %80 nini tri21, tril8, tril3 anoploidileri olustururken geri kalanini Turner

Sendromu, Kleinfelter Sendromu gibi cinsiyet kromozom anomalileri olusturmaktadir.

Down sendromu prenatal tanida en sik gozlenen kromozom anomalisidir. Calisma
grubumuzda dort olguda trizomi 21 bulgusuna rastlanmistir. Bu bulgularin hepsi
kromozom analizi ve BAC array ile tespit edilmistir. Bunlarin {icii regiiler tip, biri ise
robertson tipi translokasyondur. Robertson tipi trizomi 21 gozlenen olguda yapilan parental

kromozom analizinde fetusda gézlenen bulgunun de novo oldugu gosterilmistir.

Genetik test amaglh alinan amniyon sivisindaki tiim hiicrelerin canli olmamasindan
dolayr canli hiicrelerin cogaltilmasi icin hiicrelere kiiltiir ortami gerekmektedir. Kiiltiir
isleminden gecirilen materyal uygun zamanda harvest islemi yapilmaktadir. Bantlama
teknikleri takiben elde edilen metafazlar incelenmektedir. Bu islem takribi 10-15 giin
stirmektedir. Bu siiregte amniyosentez yaptiran anne adayinin anksiyetesi artmaktadir.
Ayrica ileri gebelik haftasinda amniyosentez uygulandigi takdirde olasi anomali
durumunda terminasyon zorlasacagindan bu donemde zamanla yarisilmaktadir. Bu sebeple
daha hizli sonug¢ alinabilecek teknikler gelistirilmistir (6zellikle riskli gebelikler icin.) bu
hedeflenen siirede sonug¢ elde edebilmek icin prenatal tami testlerinde, mikroskobik

karyotip analizine gore daha hizli, daha az emek gerektiren yontemlere ihtiyag

duyulmaktadir.
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Prenatal tamida karyotipleme getirdigi simirlart asabilmek amaciyla 6zellikle
andploidilerin tespit icin QF-PCR ve FISH yontemleri basariyla kullanilmaktadir. QF-PCR
da kromozom spesifik ve poliformik diziler olan STR’lerin amplifikasyonu saglayan
primerlerle kullanilmaktadir. Bu metodla sik gozlenen trizomilerin ve sex kromozom

anomalilerin ayn1 reaksiyonda es zamanli olarak belirlenmesi miimkiin olmaktadir.

Genis capli arastirmalarda bu yontemin giivenilir oldugu az siklikta yanlis negatif ya
da pozitif sonug¢ elde edildigi bildirilmistir. QF-PCR yonteminde hiicre kiiltiiriine ihtiyac
olmayip rapor verme siiresini kisaltmas1 yoniiyle avantajli bir yontemdir. Bu yontemin en
biiyiik dezavantaji karyotiplemeye gore prenatal donemde siklikla gozlenen anomalileri
tespit edebilmesine ragmen, %1-2 lik bir kismini olusturan yapisal kromozom
anomalilerini tespit edememesidir. Bu sebeple, bu yontem tam anlamiyla konvansiyonel

sitogenetigin yerini alamayacagi kabul edilmektedir.

Anormal bir ultrason bulgusu veya tarama testi riski bulundugu durumlarda FISH
teknolojisi uygulanabilmektedir. Ayrica tiim sayisal kromozom anomalileri de tespit
edilebilmektedir. Bu teknik floresan isaret DNA problariyla ilgili bolgenin hibridizasyonu
temeline dayanan bir islemdir. FISH uygulamasi kiiltiir islemine gerek olmadan sik
gozlenen anoploidilerin taranmasinda ve sik gozlenen mikrodelesyonlarin belirlenmesinde
etkindir. Ancak bu islem anomaliye spesifik oldugundan, uygulanabilmesi icin dogru bir

On taniya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Prenatal tanida kullanilan interfaz hiicrelerine uygulanabilen FISH problar 13, 21, 18,
X, Y kromozomlarinin sadece anoploidilerini tespit edebilmektedir. Diger kromozomlarin
sayisal ve/veya yapisal anomalilerini tespit etmekte yetersizdir. Siklikla anoploidi
acisindan yiiksek risk oldugu veya hiicre kiiltiirlinden verim alinamadigr durumlarda

kullanilmaktadir.

Genom diizeyinde kopya sayis1 degisimi ile iligkili yapisal kromozom anomalilerin
arastirilmasi i¢in array CGH teknolojisi prenatal tanida kullanabilecek bir metottur. Array-
CGH teknolojisinin arkasindaki prensip, kromozomal delesyon ve duplikasyonlarin esit
miktarda genomik DNA iceren hasta ve saglikli Orneklerinin karsilagtirllmasina

dayanmaktadir.
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Kiiltiir islemine gerek duymaksizin, kisa bir siirede ve es zamanli olarak tiim
kromozomlarin andploidileri, kopya sayisinda degisiklige neden olan dengesiz

kromozomal anomaliler array CGH yOntemi ile tespit edilebilmektedir.

Amniyon hiicre kiiltiri hem wuzun sirmekte hem de her zaman basariyla
sonuclanmamaktadir. Her laboratuarin karsilastigi kiiltiir basarisizhigi riski beklemekte
olan ailenin anksiyetesini daha da arttirmaktadir. Ciinkii boyle bir durumda invaziv bir

islemin daha yapilmasi gerekebilmekte ve girisimin getirdigi riskler tekrarlanmaktadir.

Bizim c¢alismamizda kiiltiir basarisi %96.4 olup, prenatal tam1 sonucu elde etme
basarimiz ise %98.5tur. Bu iki oranin arasindaki farkin sebebi; metafaz elde edilemeyen
olgularda FISH ve BAC tabanli array CGH yapilarak hastaya andploidiler hakkinda bilgi
verilebilmistir. Hi¢ sonuc¢ elde edemedigimiz materyaller kanli teslim edilmis olup,

molekiiler testler i¢in uygun olmadigindan herhangi bir islem uygulanmamastir.

Mozaisizm yani ayn1 hiicre grubunda farkli kromozom yapilarinin gézlenmesi belki de
prenatal tanida karsilasilabilecek problemlerin en basinda gelmektedir. Ciinkii bulunan
karyotipin fenotipik etkisini tahmin etmek olduk¢a zordur. Calisma grubumuzda 4 farkli
mozaik olgu bulunmaktadir. Tlki artmis tarama testi riski ile basvuran vakada incelenen 55
metafazin ikisinde trizomi 18 saptanmustir. Sayica az olmasina ragmen bu bulgunun
calisilan iki kiiltiir kabinda da goziikmesi yalancit mozaisizm olasiligindan uzaklastirmistir.
Bu yiizden FISH yontemi uygulanarak daha fazla hiicre incelenmistir. FISH analizinde ise
96 oraninda trizomi 18 bulgusuna rastlanmistir. Ancak bu vakaya ait CGH analizinde bu
bulgu saptanmamustir. Ciinkii mozaisizm orani %10’nun altinda oldugundan CGH yontemi
ile yakalanamamaktadir. Diger mozaik trizomi 18 vakasinda ise incelenen 89 metafazin
85’1 trizomi 18, 3’1 ise 46,XY karyotipi gozlenmistir. Bu vakada CGH sonucu trizomi 18

bulgusunu dogrulamistir ancak mozaik yap1 hakkinda bilgi vermemistir.

Son mozaik vakamizda yiiksek trizomi 21 riski ile bagvurmus olup incelenen 39
metafazin dokuzunda trizomi 2 saptanmistir. Ancak trizomik metafazlarin aym kiiltiir
kabindan olmasi ve bulunan sonucun endikasyonla uyum gostermemesi sebebiyle kiiltiir
artefakti olarak diisiiniilmiistiir. Ancak olas1 riskler icin hastaya genetik danigma

verilmistir. BAC array CGH sonucu bu anomaliyi desteklememektedir.
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BAC array CGH %10’nun altindaki mozaisizmleri tespit edebilmekte yetersiz bir
tekniktir. Ancak kiiltiir islemi yapilmadan kullanilan DNAda yalanci genomik degisiklikler
olmadigindan kiiltiir artefaktlarini tespit etmemektedir (Park, 2011).

Calisma grubumuzda sadece bir olguda dengeli kromozom anomalisi saptanmistir.
Trizomi 21 risk yiikseligi ile bagvuran vakada kromozom analizinde inv(4)(p13q21)
gozlenmistir. Array CGH sonucu ise normal bulunmustur. Ciinkii dengeli kromozom
anomalileri bu yontemle tespit edilememektedir (Van den Veyver, 2012). Yapilan parental
kromozom analizinde de novo oldugu anlasilmis olup gerekli literatiir taramas1 yapilarak
bunun bir dengeli kromozom anomalisi oldugu belirtilmis fakat mikroskobik diizeyde
gozlenemeyecek kiiciikliikteki degisimlerin dislanamayacagi anlatilarak risklerden

bahsedilmistir.

Marker kromozomlar, orijini bilinmeyen kromozom pargalarindan olugmaktadir. Artis
gosteren genetik materyalin kokeninin bilinmemesi fenotipik etkiyi tahmin edilmez
kilmaktadir. BAC tabanli array CGH genom diizeyinde analiz imkani oldugundan, marker
krozomlarin identifikasyonu, dolayisiyla artis gosteren genlerin tespiti miimkiin
olmaktadir. Calisma grubumuzda anomalili ¢cocuk Oykiisii endikasyonu ile amniyosentez
materyaline yapilan kromozom analizinde marker kromozom saptanmistir. Ayn1 anda BAC
array CGH ile fazla kromozom parcalarinin kokeninin 14qll bolgesine ait oldugu
belirlenmistir. Yapilan parental kromozom analizi sonucunda anne adaymin t(7;14)
bulgusuna sahip oldugu ve marker kromozom olarak goriinen kromozom parcasinin

derivatif 14 numarali kromozom oldugu anlagilmistir.

BAC array CGH yontemi genom diizeyindeki kopya sayisi degisimlerini tespit
etmektedir (Neil, 2010). Kopya sayis1 degisimleri klinik etkisi bilinen ya da tahmin edilen
patolojik grup, Kklinik etkisi olmayacak ya da bilinmeyen benign grup olarak
siniflandirilmaktadir. Bu yontemle, hem patolojik hem de benign gruptaki kopya sayisi
degisimleri tespit edilmektedir (Maya, 2010). Calisma grubumuzda fenotipik etkisinden
siiphe ettigimiz bir kopya sayis1 degisimine rastlanmamistir. Ancak bu konuda yapilan
calismalarda, kromozom analizi ile saptanmayacak kiiciikliikte, prognozu belli olmayan,
belli bir sendromla uyusmayan degisimlerin tespitinin Ozellikle prenatal tani siirecinde
raporlandirma ve genetik danmismada zorluklar1 beraberinde getirebilecegi bildirilmistir.

Ozellikle yiiksek rezoliisyona sahip 6rnegin oligo tabanli array platformlarinda boyle

54



benign gruptaki kopya sayis1 degisimleri ile karsilasma olasiligt BAC tabanhi array
platformuna gore daha yiiksektir (Evangelidou, 2010).

Genetik amagl prenatal tani, cok asamali ve cok yonlii bir siiregtir. Amag en kisa

zamanda en dogru bilgiye ulasmak ve bunu hastaya uygun bir sekilde aktarabilmektir.

Elli yili askin siiredir prenatal tanida altin standart olan kromozom analizinin yetersiz
kaldigr durumlar1 tamamlayabilmek ve daha kisa zamanda raporlandirma amaciyla
uygulabilecek en etkin metod array CGHtir. Bu yontemin de kendi i¢inde sahip oldugu
dezavantajlar goz Oniinde bulunduruldugunda; prenatal tanida etkin kullanimi igin test
oncesi genetik danigsmada, yapilacak testlerin bilgi vericiligi, sinirlart detayli bir sekilde

anlatilmalidir.
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6-SONUC VE ONERILER

Genetik amacli uygulanan prenatal tani, cok asamali ve ¢cok yonlii bir siire¢ olup, amag en
kisa zamanda en dogru bilgiye ulasip ve bunu hastaya uygun bir sekilde aktarabilmektir.

Bu amagla uygulanmakta olan kromozom analizi hala altin startard olarak kabul
edilmektedir. Bu yonteminde bazi limitlerini bulundugundan, bu sorunlari agmak amaciyla
gelistirilen bir metod olan BAC tabanli array CGH, prenatal tanida yerini almaya
baslamistir. Yontem hassasiyet anlaminda karyotiplemeden daha yiiksek olsa da tanisal
anlamda gelistirilmesi gereken yonleri bulunmaktadir¢ Bu konuda yapilan ¢alismalarin ve

hasta populasyonunun arttilarak tanisal etkinligini arttirmak amag¢lanmaktadir.
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