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Fetusu temsil eden hiicre ve dokular, gebelik dncesinde embriyonun uterus igine implante edilmesinden dnceki donemde (Pre-
implantasyon Genetik Tani- PGT) ve gebeligin farkl donemlerinde, kromozom anomalileri ve etiyolojilerini gen defektlerinin olustur-
dugu morbidite ve mortalitesi yiiksek genetik hastaliklarin tanisinda kullanihr.

Hiicre ve dokularin elde edilmesi, islenmesi ve sonug ¢ikariimasinin her agsamasinda farkli teknik zorluklarla karsi karsiya kalinan
sorunlarin giderilebilmesi, uyumlu ¢alisan bir prenatal tani ekibiyle yapilabilir.

Gebelik 6ncesi veya sirasinda gerceklesecek ve testin hangi nedene bagli olarak uygulanacagi ve bunun sonucunda nasil bir ya-
rar veya risk saglayacagi genetik danismanlikla 6nceden belirlenmelidir. Aile ile birlikte prenatal tani ekibi olarak karar verildikten
sonra preimplantasyon donemi, 1. Trimester ve 2. Trimester donemlerinde elde edilecek 6rneklerde dogrudan ve/veya hiicre kiiltiir-
leri yapilarak sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler genetik ¢caligmalar gerceklestirilir. Prenatal taniya gidilirken vurgulan-
mas! gereken en 6nemli nokta medikal bir endikasyonun bulunmasi sartidir. En sik kullanilan endikasyonlar ;

* lleri maternal yas
Onceki gocukta kromozom anomalisi varlig
Ebeveynde dengeli translokasyon varlig
Multipl konjenital anomali ve mental retardasyonlu gocuk dykiisii
X'e bagli gecis gdsteren hastaliklar
Noral tiip defektli cocuk veya akraba varlig
Ebeveynde tekrarlayan diisiiklerin varlig

» DNA analizi ile saptanabilen gesitli genetik hastaliklar (Kan hst, metabolik hst, immiin yetmezlik, nérogenetik hst, kistik fibrosis vb.)

Sitogenetik incelemeler : Elde edilen hiicre/dokuyu dogrudan kullanma veya, hiicre kiiltiirii yapilmasi sonrasinda;

Kromozom analizi;

a) Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) — Molekiiler sitogenetik (erken ve ge¢ dénem )
b) Sitogenetik inceleme ydntemleri ( ge¢ dénem ) ile gergeklestirilebilir.

Elde edilen hiicre/doku dogrudan kullanilir ise interfaz hiicreleri, kiiltiire edilirse, metafaz ve profazda mitozu durdurulan (mitotik
arrest) hiicrelerden elde edilen kromozom plaklarindan yararlanilir.

Prenatal Tani amaciyla donemlere gore sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve/veya molekiiler inceleme kullanilir. Erken prenatal
tanida, bugiin igin belirli sayida kromozomlarla ilgili, yalniz sayisal olarak bilgi veren molekiiler karyotipleme (Kantitatif Floresans PZR
—QF PCR) ve FISH ydntemi vardir. Orneklerde dogrudan sitogenetik inceleme ve/veya DNA analizi yapilabilir ve en erken iki — {i¢ sa-
atile lig-dort giinde sonug alinabilir. Prenatal Tanida;

A) Gebelik dncesi - Ovum veya sperm
- Polar cisim
- Blastomer (1-2 hiicre)
- Trofoektoderm biyopsisi
B) Gebelikte ;
1- ilk trimester;
a) Maternal kanda dolasan fetal hiicreler
* Lenfositler
* Eritroblastlar
* Sinsityotrofoblastik hiicreler
b)Maternal kandaki serbest fetal DNA
c¢)Koryon villus biyopsi
2-  lkincitrimester;
a) Amniotik sivi (12- 20. Haftalar)
12- 14 hafta  Erken
15- 20 hafta  Klasik
b) Kordon kani ( 18- 20. Haftalar)
c) Fetal deri biyopsi ( 20- 22. Hafta )
d) Maternal kan ve amnion sivisindaki serbest fetal DNA drnek olarak kullanilabilir.
Kullanilan Bantlama ydontemleri:

(1) G-Bantlama GTG- GTL): Giemza- Leishman, Tripsin

(2) C- Bantlama: Sentromerik bantlama

(3) Q- Bantlama: Quinakrin bantlama

(4) R- Bantlama: Revers (ters) bantlama

(5) NOR- Bantlama: Giimiisleme (Nucleer Organising Region), teknikleri hastalik durumuna gére karar verilerek kullanilir, mikros-
kopta ve/ veya bilgisayarl goriintii analiz sistemi (Computerized Image Analyser) ile incelenir.
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Kullanilacak sitogenetik teknik degiskendir ve buna hastaligin &n tanisi veya aranan olasi anomalinin 6zelligine gére karar verilir.
Sitogenetik inceleme sonug olarak bir ultrapatolojik incelemedir ve yogun bir klinik bilgi kullanimini da igerir. Laboratuvar sonug ra-
porlarimin sorumlulugunu tasiyan uzman klinik bilgiler konusunda egitimli ve deneyimli olmaldir. Giinkii sonugta verilecek karar, fe-
tusun yasamina yon verecek kritik bir uygulamadir. Laboratuvar sonucu, yalnizca hiicreler, kromozomlar ve genler ile ilgili bilgi nak-
ledilmesi degildir.

Molekiiler Sitogenetik:

In Situ Hibridizasyon/ Fléresan In situ Hibridizasyon (FISH)

DNA sekanslarinin kromozom lokalizasyonunu gostermede kullanilan dogrudan yéntemdir. Molekiiler genetik tekniklerde hiicre-
ler veya dokular parcalanarak niikleik asidler izole edilirken, in situ hibridizasyon tekniginde ilgilenilen gen; kromozomlarin, hiicrele-
rin veya dokularin dogal ortami iginde goriintiilenebilir. Belirli genleri tagiyan belirli bantlar bu yontemle gdsterilebilir. Lamlar lzeri-
ne yerlestirilen interfaz hiicreleri ve/veya profaz-metafaz plaklari, yiiksek derecede spesifik floresan problar ile boyanarak hedef
kromozom bdlgesine baglanmasi saglanir, fléresan mikroskop ve/veya goriintii analiz sistemi ile ayni anda ¢ok farkl ve ii¢ boyutlu
goriintiiler saptanabilir. Son yillarda, prenatal tanida hizl FISH yontemi olarak sayisal kromozom anomalilerinin belirlenmesi, mikro-
delesyon hastaliklarinin tanimlanmasi, subtelomerik delesyonlarin ve kromozomal aberasyonlarin belirlenmesi, ve kromozomal yeni-
dendiizenlenmelerin (reunion) ortaya ¢ikariimasinda basariyla kullanilimaktadir ve tani siiresini ¢ok kisaltmistir. Bir kromozomun tii-
mii veya ¢ok kiiciik bir bélgesine ait goriintiiler mono-dual renk veya ¢oklu renklerle analiz edilebilir.

M-FISH (multicolor FISH, multiplex FISH) teknigi sayesinde kromozomlarin gériintiilenmesi saglanir ve G-bantlama ile karistirila-
bilen marker kromozomlar veya yapisal anomalilerin taninmasi miimkiin olur. M- FISH, G-bantlama ile kombine edilirse, maksimum
sitogenetik bilginin elde edilmesi saglanabilir.

CGH (Comparative Genomic Hybridization): DNA parca kayip ve/veya kazanimlarinin saghkl bireylerle karsilastirilarak goriintii-
lenmesidir. Yeni teknikler ile TMb kadar ayrintiya inilebilmektedir.

Prenatal tanida kullanilan bu tetkikler anormal kromozomlar,mutant DNA allelleri veya enzim defektleri gibi hiicresel anormallik-
leri ortaya koymalidir. Ancak bazen genetik deri hastaliklarinda (genodermatozlar) alinan doku drnedi doku histolojisine dayanarak
tani koymaya da izin verehilir.

Kiiltiire edilen amniotik hiicreler veya korionik villuslardan elde edilen kromozomlarin hazirlanmasi veya analizi igin ortalama bir-
iki hafta gereklidir, DNA analizi veya biyokimyasal inceleme daha kisa siirede yapilabilir.

Genellikle USG ile saptanabilen bazi bozukluklar, kromozom anormallikleri ile beraber olabildiklerinden amniotik sivi veya kordo-
sentezile elde edilebilecek olan fotal kan hiicrelerinin karyotipinin yapiimasi gereklidir. Kistik higroma, ekstremite anormallikleri, om-
falosel, duodenal atrezi/stenoz, hidrosefali ve yiizdeki malformasyonlar ile birlikte kromozom anormallikleri daha yiiksek oranda go-
riilir. Kromozom bozukluklari tek yerine multipl malformasyonlar saptandiginda daha siktir. Yapilan bir ¢calismada multipl malformas-
yonlar nedeniyle karyotipi yapilan fetiislerin %30'unda kromozom anormallikleri saptanmistir. Multipl konjenital anomalileri olan ye-
nidoganlarda ise kromozomal anomali bulma orani %8- 10 kadardir . Anormal US bulgulari olan ve karyotipleri yapilan fetiislerde en
stk otozomal trizomiler (21,18,13), 45,X0 Turner sendromu ve dengesiz yapisal bozukluklar gariiliir.Servikal higroma siklikla 45,X0 kar-
yotipi gosterir fakat Down sendromu, trizomi 18" de de olabilir.

Prenatal kromozom analiz problemleri; Fotal hiicrelerde mozaisizm bulundugu zaman degerlendirme sorun olabilir. KVB ve amnio-
tik sivi hiicre kiltiirlerinde psédomozaisizm ve/veya gercek mozaisizm ayrimi dikkatle yapilmali ve mozaisizme rastlandiginda klinik
bulgular ¢ok iyi degerlendirilmelidir. Postnatal ¢alismalar, kiiltiirlerdeki gergek mozaisizmin fetiiste de yiiksek oranda gorildiigiini
dogrulamaktadir. Ancak yapisal aberasyonlardaki mozaisizm ¢ok zorlukla dogrulanir.

XX ve XY hiicre kuruluslarinda gériilen mozaisizm vakalarinin bazilari anne kontaminasyonuna baghdir ve bu durum amniotik sivi
hiicre kiiltiirlerinden daha ¢ok uzun siireli CVS kiiltiirlerinde goriilir.Maternal kontaminasyonu azaltmak i¢in korionik villus 6rnegin-
deki anne desidua hiicrelerini dikkatli ayirmak gerekir. Eger kontaminasyondan siiphe edilirse amniosenteze bagvurmak dogru olur.

Gebeligin 10-11. Haftalarinda yapilan CVS c¢alismalarinda, sitotrofoblastlar,villéz stroma ve fetustaki karyotipler arasindaki uyum-
suzlugun %2 oldugu rapor edilmistir.Fetliste olmadan plasentadaki mozaisizm daha siktir. Yeni dogmus infant veya fetiiste nonmo-
zaik trizomi 13 veya 18 oldugunda normal karyotipli hiicrelerin orani %12-100 olarak degismektedir. Zigot trizomik oldugunda sitotro-
foblastin progenitdr hiicresindeki ek kromozomun postzigotik kaybi nedeniyle normal hiicre kurulugsunun olugsmasi trizomik fetiisiin
anne karninda yasam olasihgini arttirmaktadir.

Prenatal tani icin genetik danismada mozaisizmi saptamak ve yorumlamak, mozaisizmin sayisiz farkli tipleri hakkinda yetersiz iz-
lem bilgileri oldugu igin en zor olan problemlerden biridir. Anne ve babalar bu konuda uyariimali ve bulunursa bunun ne anlama gel-
digi konusunda (belli bagh sendromlar diginda) kati bilgilerin olmadigi séylenmelidir.

Prenatal tani zamana karsi yaristir. CVS iremezse amniosentez ile kromozom ¢alismasi yapma zamani vardir. Amniotik sivida iire-
me olmazsa kordosentez ve fetal kanin kiiltiirii yararh bir alternatiftir.

Bazen siradan bir tetkik sirasinda beklenmeyen ters bulgular ortaya cikabilir. Ornegin; normal kromozom sayisi fakat ortak var-
yanti, nadir yeniden diizenlenme veya marker kromozom: Bdyle bir durumda fetusteki bu belirgin bulgular parental karyotip bilinene
kadar kesinlesemeyecedi icin, fetiiste gdriilen varyantin, de novo veya kalitsal olup olmadigini saptamak igin anne ve baba karyotip-
lenir. E§er normal anne ve babada ayni goriiniim varsa bu biiyiik olasilikla normal varyanttir ve nadir érnekler harig kotii sonuglara
neden olmaz.



Maternal kandaki fetal hiicreler

Annedeki kan drneklerinden gebeligin erken doneminde fétal hiicrelerin saptanmasi ideal bir yontemdir. Fétal kromozom anomalileri
direkt olarak annenin serumunun incelenmesi ile saptanabilir ve DNA veya enzimatik tani hiicreler kiiltiire edilmeden yapilabilir. Fétal
nukleuslu hiicrelerin izolasyonunda flow sitometrenin kullanimi ile kabul edilebilir sonuglar elde edilebilmeye baslamistir. Yapilan bir ¢a-
lismada erken gebelikte 20cc anne kaninda 200'den fazla fotal hiicre elde edilmis ve 16 gebelikte cinsiyet tayini, trizomi veya dizomi 21
saptanmistir. Bu 6rneklerde bircok FISH probu ile 13,18,21,X,Y kromozomlari ¢aligilabilmistir. Fétal hiicrelerin maternal dolagimdan ayris-
tinlmasi hala deneyseldir ve invaziv olmamasi nedeniyle prenatal taniicin umutla gelistiriimeye ¢aligiimaktadir.

Benzer sekilde anne kanindan elde edilen fetal DNA (cff DNA) 11 — 42 haftalar arasinda prenatal tani amaciyla ayrilarak saflasti-
rilabilir. Serbest DNA'nin %3-6's1 maternal plazmada bulunur. Mayis 2001'denberi Bristol (UK)'de XL bozukluklar ve fetal Rh durumu
icin basariyla kullanilmaktadir.

Molekiiler Genetik Analizler

Prenatal molekiiler genetik taniicin genellikle DNA analizi kullanilir. Hastalikla iligkili olan gen biliniyor ve bu gendeki degisik mu-
tasyonlar ayni hastalija neden oluyorsa, dogrudan mutasyon tarama(direkt) yontemleri kullanilir. Hastaliga neden olan mutasyon-
larin bilinmedigi durumlarda ise ilgili genin i¢inde veya yakininda bulunan polimorfik bblgeler analiz edilir. indirekt yéntem olarak ad-
landirilan bu yéntemde tiim aile bireylerinin incelenmesiyle hastalik tasiyan kromozomlar saptanabilir.

DNA Analiz Yontemleri:

Haritalanmamis ve klonlanmamis genlerin mutasyonlari saptanamaz. Mutasyon bilindiginde direk analiz, bilinmediginde gen ile rekombi-
nasyona giremeyecek kadar yakin olan polimorfik bdlgelerin yardimiyla, DNA'daki kesim noktalarinin farkliiindan yararlanilarak, ortaya ¢i-
kan farkli DNA parcalari indirekt olarak incelenir. Bu analize “Restriction Fragment Length Polimorphism (RFLP)” adi verilir.

Son yillarda, PCR (polymerase chain reaction) ile mutasyon taramasi sik kullaniimaktadir. PCR ile mutasyon tasiyan DNA bdlgesi
invitro yontem ile amplifiye edilir. Denatiire edilen ¢ift iplikli DNA, primerler ve isiya dayanikli Taq polimeraz enzimi yardimiyla, komp-
lementer DNA olusturularak, 20-30 siklus sonrasinda, DNA kalibinin yaklasik milyon kez amplifikasyonu saglanir.” Thermal Cycler”
adi verilen aletlerle yapilan islem 1-2 saatte bitmektedir. PCR iiriinii agaroz veya akrilamid elektroforezi ile analiz edilebilir. Otoanli-
zorler ile ‘line assay’ yontemleri zellikle postnatal taramalarda basariyla kullaniimaktadir.

Tekrarlayan dizilerin varligi, yani triniikleotid tekrar sayisinin artmasi bir nesilden digerine degisebilir. Bu durumdan bazi hastalik-
larin taninmasinda faydalanilir. Sinir sistemi hastaliklari olan bu grupta dinamik mutasyon sonrasi ii¢lii niikleotid dizilerinin sayica
artmasiyla hastalik ortaya gikar. Tekrar sayisi yiikseldikge tam mutasyon olasiligi artar. PCR ve jel elektroforezi ile bu tekrarlayici di-
zilerin sayisini ve mutasyon olma olasihgini gdsterebilmek miimkiindiir.

Southern Blot Analizi: Yiiksek rezoliisyonlu jel elektroforezini komplementer niikleotid dizilerinin hibridizasyonuna dayandirir.
Band yapisi, genin varligi veya yoklugu, biiyiikliik varyasyonu gdsterebilir.

DNA Dizi Analizi : Bilinen mutasyonlarin analizinde uygulanabildigi gibi bilinmeyenlerin arastirilmasi icin de kullanilan bir yén-
temdir. Genellikle SSCP ve DGGE gibi tarama ydntemleri ile mutasyon tasiyan bdlge saptandiktan sonra uygulanir. Dizi analizi direkt
olarak PCR ile ¢cogaltilan DNA parcasinda veya indirekt olarak M13 fajina klonlanarak yapilir. Direkt analiz; kimyasal (Maxam-Gilbert)
ve enzimatik (Sanger) yolla yapilabilir. Kimyasal yontemde DNA molekiilii kinaz enzimi ile 5" fosfat ucundan 32 P ile isaretlenir. Se-
cici olarak 4 bazi pargalayan kimyasal maddeler kullanilarak farkli uzunluklarda DNA parcalari elde edilir ve elektroforezle ayrilan
bantlar otoradyografi ile incelenir. Duyarliigi ve uygulama kolayhgi acisindan tercih edilen enzimatik ydntemin temeli DNA polime-
raz enzimi yardimi ile in vitro DNA sentezidir. Oncelikle incelenecek olan DNA parcasi asimetrik PCR ile tek zincir halinde ¢ogaltilir
ve kalip olarak kullanilir. Kalp iizerinden 5’ fosfat uglari radyoaktif olarak isaretlenmis ve sentezleri didioksiriboniikleotidler kullani-
larak durdurulmus farkh uzunlukta yeni zincirler sentezlenir. Her modifiye baz i¢in ayri tiiplerde sentez yapilir ve {riinler denatiire ak-
rilamid jel elektroforezinde 4 sira halinde yiiriitiiliir. Radyoaktif isaretli kisa DNA parcalarinin denatiire akrilamid jel elektroforezinde-
ki migrasyonuna gdre kalip DNA zincirinin dizi analizi gergeklestirilir. Dizinin 5" ucundaki baz jelde en hizli yiiriiyen olacak sekilde baz-
lar otoradyografide asagidan yukariya dogru okunurlar.

SSCP (Single strand conformational polymorphism): Bilinmeyen mutasyonun taranmasinda yaygin olarak kullanilan bir yontem-
dir. Mutasyonu aranacak olan genin, pargalar halinde amplifiye edilmesi ve baz dizisinin saglkli kontrolden farkli olup olmadiginin
arastirimasi prensibine dayanir. Bu yontemde ilgilenilen hedef dizi PCR ile ¢ogaltilir ve nondenatiire poliakrilamid jelde elektrofore-
ze edilerek tek zincirli molekiillerin birbirinden ayrilmasi saglanir. Mutasyonun tersiyer yapida meydana getirdigi farkhlk nedeni ile,
mutant zincirlerin jeldeki mobhiliteleri normalden farkl olur. Otoradyogramda yeni ve farkl bantlarin gériilmesi ile mutasyon varligi an-
lagilir. lyi bir tarama yéntemi olan SSCP’nin mutasyon saptama duyarlihg %80'in {izerindedir.

DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis) : Bilinmeyen mutasyonlarin taramasinda yaygin olarak kullanilan bir baska yon-
temdir. Tek zincirli-igsaretli prob dsDNA ile ayni ortamda denatiire ve renatiire edildikten sonra DGGE uygulanir. Denatiirasyon ile
dsDNA molekiilii ayrilir ve proba komplementer olan zincir, renatiirasyon agsamasinda probla hibridizasyon yapar. Renatiirasyona ka-
tilmayan probu ortamdan uzaklastirmak igin digardan proba komplementer olan tek zincirli halkasal DNA eklenir. Mutasyon nedeni
ile olsan “mismatch”ler denatiire edici ortamda normalden daha yavas hareket ederler. Mutant/normal DNA heterodubleksi varsa
erime ozellikleri ve migrasyonu normale gore degisir. Boylece hangi mutasyon oldugu saptanamamakla birlikte ilgili bélgede mutas-
yon varligi gosterilebilir.
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Rutinde en ¢ok kullanilan ydntemler hala PZR, RFLP gibi bilinen teknikler olmasina ragmen son yillarda teknolojideki hizli ilerleme-

ler tani yontemi spektrumunu artirmistir. Genotip Analizdrlerinin ve sekans aletlerinin rutine girmesi, * real time * PZR ve benzer tek-
niklerin devreye girmesi tanida hiz ve dogrulugu artirmistir.

MPLA (Multiple Ligand Probe Amplification): En fazla 45 degisik DNA dizisinin PZR tabanli tek bir reaksiyon yardimi ile incelen-

mesidir. Bunun icim sadece 20ng DNA kullanmak eterlidir. MPLA niikleik asid primerleri yerine prob icerir. Problar hedef dizi ile hib-
ridize olduktan sonra ligasyon reaksiyonu gergeklesir,6rnekteki hedef dizinin bir kopyasi olusturulur. Ligasyonlu problar multipleks
PZR ydntemi ile ¢cogaltilir. MPLA yonteminde tiim spesifik diziler es zamanli olarak amplifiye edilir. Uriinler dizileme tipi elektroforez
cihazinda analiz edilirler.

QF PCR ve MPLA uygulamalari:

1. 13,18,21,X ve Y kromozomlarinin andploidilerinin arastirilmasi

2. Biiylik kromozomal delesyon ve dublikasyonlarin arastiriimasi

3. Tek ekzon delesyon/dublikasyonlarinin arastiriimasi

4. Kanser dokusu gen kayip / kazanglarinin arastiriimasi

5. Timor supresdr genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinin metilasyonunun incelenmesi gibi alanlarda basariyla kul-

laniimaktadir. Son birkac yilda ise tiim kromozomlarin sayisal molekiiler karyotiplemesi ¢alismalari baglamistir.
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