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ABSTRACT

Prenatal diagnosis for genetic diseases nowadays is still carried out by invasive procedures such as
chorionic villus sampling, amniocentesis or cordocentesis. These techniques, however, accompanied
with risk of fetal losses. Non-invasive prenatal diagnosis tests based on the analysis of fetal DNA in
maternal plasma have potential to be a safer alternative to invasive methods. Non-invasive prenatal
diagnosis has been a long-standing research theme in prenatal medicine. The discovery of cell-free
fetal nucleic acids in maternal plasma in 1997 has opened new possibilities for noninvasive prenatal
diagnosis. The measurement and detection of fetal DNA in maternal plasma and serum has led to
clinical applications for the identification of fetal aneuploidies, pre-eclamptic pregnancies, noninvasive
diagnosis of fetal Rhesus D genotype and some single gene disorders. The detection of fetal DNA
sequences is a reality and could reduce the risk of invasive techniques for certain fetal disorders in the
near future.
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OZET

Genetik hastaliklarin prenatal tanisi giiniimiizde halen koriyonik villiis drneklemesi, amniyosentez
veya kordosentez gibi invaziv yontemlerle yapilmaktadir. Bu yontemler ayni zamanda fetal kayp riski
tasimaktadir. Maternal plazmadaki fetal DNA analizine dayali olan invaziv olmayan prenatal tani
testleri invaziv yontemlere gére daha giivenli olma potansiyeline sahiptir. invaziv olmayan prenatal
tani, dogum oncesi tibbinda uzun donemdir bir arastirma konusu olmustur. 1997 yilinda maternal
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plazmada serbest niikleik asitlerin kesfi, invaziv olmayan prenatal tani icin yeni ufuklar agmistir.
Maternal plazma ve serumda fetal DNA diizeyi olciimii ve saptanmasi, fetal andploidilerin, pre-
eklamptik gebeliklerin belirlenmesi, fetal RhD genotiplemesi ve bazi tek gen bozukluklarinin invaziv
olmayan prenatal tanisi gibi klinik uygulamalara olanak saglamaktadir. Fetal DNA dizilerinin tespit
edilebilirligi yakin gelecekte bazi fetal hastaliklar icin invaziv yontemlerin riskini azaltabilir.

Anahtar Kelimeler: Prenatal tani, serbest fetal DNA, fetal ornekleme .

Giris
Prenatal tani, gebeligin erken donemlerinde farkli yontemlerle alinan fetal orneklerin,
biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle kalitsal gecis gdsteren hastaliklarin tanisinin

konularak gebelik sirasinda gerekli yasal siire icinde gebeligin sonlandinimasina olanak
saglamaktadir'.

Prenatal taninin baslangici, 1966'da Steele ve Breg'in bir fetiisiin kromozom yapisinin,
amniyotik sividan alinan  kiiltir yapilmig hiicrelerin analizi ile belirlenebilecegini
gostermesiyle baglamistir’. Bu siirecin baglamasiyla birlikte koriyonik viliis 6rneklemesi ve
perkiitan umbilikal Grnekleme 1970’lerde ve 1980'lerde kullanima girmistir. Gergekte prenatal
taninin tarihgesinin daha eskilere dayandigji ve karmasik bir siire¢ oldugu bildirilmektedir. ilk
prenatal tani bir sekel icin 1916'da rapor edilmistir®. Giiniimiizde prenatal tani koriyonik villiis
orneklemesi ve amniyosentez gibi invaziv yontemlerle uygulanmaktadir. 1997 yilinda Lo ve
arkadaglari, gebelerde maternal dolasimdaki plazmadaki serbest fetal DNA'nin varligini Y
kromozom dizilerinin saptanmasiyla ortaya koymus ve invaziv olmayan prenatal taninin ilk
adimlar atilmistir’. Niceliksel analizler maternal plazmadaki fetal DNA derisiminin, hiicre
icinde bulunan fetal DNA’dan daha fazla oldugunu gostermistir. Bu bulgu, maternal
plazmadaki fetal DNA'nin invaziv olmayan prenatal tani icin degerli bir materyal olabilecegi
sonucunu ortaya koymustur’.

Bu derlemede giiniimiizde kullanilan geleneksel invaziv prenatal tani yontemleri yaninda, bu
yontemlere secenek olarak invaziv olmayan bir prenatal tani araci olarak, klinikte kullanimi
giderek yayginlasan maternal fetal DNA'nin anlatimi amaglanmig olup, maternal kandaki
kaynag, saptanmasi ve farkli alanlarda yeni teknolojik yontemlerle genetik dzelliginin ortaya
konmasi tartigiimistir.
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Giiniimiizde Prenatal Tani Yontemleri

Fetal tibbin en dnemli zelligi doktorun hasta yani fetiis ile dogrudan temas edememesidir.
Bu nedenle ozel goriintiileme tekniklerine ihtiyac vardir. Diger dnemli bir konu ise fetiise
yapilacak miidahalelerin anne iizerinden yapilmasi gerekliligidir (Sekil 1). Anne iizerinden
yapilacak miidahaleler veya yaklagimlar anneyi dogrudan etkileyecektir. Prenatal tanida
kullanilacak yontemin olabildigince invaziv olmamasi tercih edilmelidir. Prenatal tani
merkezlerinde invaziv ve invaziv olmayan yontemler uygulanmaktadir*°.
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Plasenta
- Koryonik Viliis
oryonik Viliis

/ ;\ ."
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Serviks l Umbilikal Kord

Sekil 1. Fetiis, Uterus ve Plasentanin Gosterimi.

invaziv Prenatal Tani Yontemleri

Fetiis ve eklerine yapilan dogrudan miidahele tekniklerini kapsamaktadir. Bu teknikler;
Amniyosentez, Koriyon viliis orneklemesi (Chorionic villus sampling-CVS), Fetal kan
orneklemesi (Kordosentez) dir. Amniyosentez ve CVS en yaygin uygulanan dogum dncesi tani
yontemleridir®.

Amniyosentez

Amniyosentez, invaziv prenatal tani yontemleri arasinda en sik kullanlan yontemdir.
Amniyon sivisi bebegin dogmadan dnceki yasam ortamidir ve tiim salgilarn bu ortama
olmaktadir®. Amniyon sivisindaki fetal deri, gastrointestinal ve solunum sistemlerinden
dokilen hiicrelerin  kiiltir edilmesinden sonra karyotiplemenin yapilmasi esasina
dayanmaktadir. 15-17. gebelik haftalarinda amniyotik sivi hacmi yaklagik 150-200 mL
oldugundan 15 mL kadar amniyon sivisi alinmasi fetiise herhangi bir etki yapmamaktadir.
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sleme bagh fetal kayip orani genis serili calismalarda % 0,2-2,1 olarak bildirilmektedir’.
Alinmasindaki  kolayllk ve yansittigi metabolik durumlanin  6nemi, amniyon sivisini
vazgecilmez tani araci haline getirmistir® (Sekil 2)’.

Anmuniyotil s1v1
Plesenta

Fetus

Rahim

Servilcs

Sekil 2. Amniyosentez islemi’

Koriyonik Viliis Orneklemesi

Trofoblastik doku ve fetiis ayni embriyolojik kikene sahiptir; bu yiizden viliis 6rneklemesinin
fetal anormallikleri yansitacagi gerceginden yola cikilarak bu yontem kullanilmaya
baglanmistir. Tek gen hastaliklan agisindan pozitif aile oykiistiiniin bulundugu durumlarda
ozellikle tercih edilebilir. Clinkii elde edilen dokuda kiiltir yapilmaksizin molekiiler inceleme
icin DNA eldesi miimkiindiir. CVS'nin avantaji daha erken donemde uygulanabilmesidir;
koriyon fetal kaynakli bir dokudur, genetik olarak fetiisii yansitir ve 1. trimestirde kolaylikla
ulasilabilir. Yontemin dezavantajlari ise amniyosenteze gore teknik olarak daha zor olmasi,
elde edilen hiicrelerin dogrudan fetal hiicreler olmamasi ve sitogenetik incelemede yalanc
mozaisizm gibi durumlarin daha sik goriilmesidir. Koriyon viliis biyopsisinin 11. gebelik
haftasindan sonra ve deneyimli obstetrisyenler tarafindan yapilmasi gerekir. Sekil 3'de CVS
gosterilmistir®.

Kordosentez

Umblikal arter veya venden igne ile girilerek kan alinmasidir. Kordosentez icin en uygun
donem ortalama 18-22. gebelik haftasidir’. Ge¢ donemde uygulanabilirligi bir dezavantaj
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olmasina ragmen, kisa siirede sonu¢ alinmasi nedeniyle ozellikle gecikmis olgularda tercih
edilmektedir. Daha erken haftalarda umblikal damarlarin yapisi nedeniyle kanama riski
yiiksektir; teknik olarak plasentanin yerlesimi ¢ok onemlidir ve bu donemde yapilan
uygulamalar sonrasi fetal kayip orani % 1-2 olarak bildirilmistir (Sekil 4)°.

Kordosentez islemi ile alinan materyal dogrudan fetal hiicreleri icerdiginden tani degeri diger
yontemlerden daha fazladir.
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Sekil 3. Koriyonik Vilus Orneklemesinin Uygulanmas®.

invaziv Olmayan Prenatal Tani Yontemleri ve Gelismeler

Fetal Ultrasonografi

Neredeyse tibbin her alaninda kullanilan ultrasonografi obstetrikte en fazla kullanilan
yontemlerden biri haline gelmistir. Bugiine kadar bilinen bir zararinin gosterilememesi
nedeniyle prenatal tani yontemleri icinde, fetal risk ve annenin rahathigi agisindan en uygun
olarak kullanilan yontemdir. Ultra ses dalgalarini kullanan bir alet yardimiyla fetusun
incelenmesi ve varsa anomalilerin saptanmasi esasina dayanir’.

Maternal Kanda Bakilabilen Belirtegler

Anomaliler agisindan yiiksek risk bulunan gebelikleri belirlemek icin yapilan tarama testleri,
genetik ve dogum hekimlerinin her zaman ilgisini cekmistir. Maternal kanda bakilan tarama
testleri, 1. trimesterde serbest B-hCG ve PAPP-A, 2. trimesterde iiclii tarama testi (AFP, serbest
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B-hCG ve uE3) ve maternal serum AFP'dir’®. Son ddnemlerde bir metallo proteaz olan
ADAM12'nin de gebelikte 1. trimestir tarama testlerinde bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi
belirtilmektedir".

Sekil 4. Plasentanin Degisik Yerlesiminde Kordosentez Uygulamasi.(Solda posteriyor
plasenta ve sagda anteriyor plasenta goriilmektedir'.)

implantasyon Oncesi Genetik Tani

Yardima Gireme tekniklerinin gelismesine paralel olarak, genetik yapinin saptanmasina
olanak taniyan yontemlerin implantasyon oncesi donemde uygulanmasi ile implantasyon
oncesi genetik tani (Prenatal Genetic Diagnosis PGD) giindeme gelmistir. implantasyon dncesi
taninin temel avantaji, 2. ve 3. Trimesterde gebeligin sonlanmasinin yaratacagi psikolojik
yiikiin olmamasl olarak kabul edilebilir’. Tek gen mutasyonlari, PCR ile tanimlanmakta ve DNA
analizi, biyopsi yapilan blastomerde ya da 1ci ve 2nci polar cisimlerde uygulanmaktadir™.

Sekil 5. implantasyon Oncesi Genetik Tani (PGD) Uygulamasi™
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PGD'yi tercih eden iftler over stimiilasyonunu iceren in vitro fertilizasyon tedavisi gormekte
ve 3ncii giinde embriyolara biyopsi yapilir. Genetik analizle saglikli embriyolar secilmekte ve
bu embriyolar uterusa aktanlir (Sekil 5)™.,

Maternal Plazmadaki Niikleik Asitler

1948'lerde Mendel ve Matais hem hasta hem de saglikli bireylerde plazmadaki niikleik
asitlerin varligini ortaya koydular?. Sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit ve kanserli
hastalarin serumlarinda yiiksek diizeylerde DNA oldugu bildirildi. 1969'da Walknowska ve
ark.” maternal periferal kanda ilk kez fetal lenfositlerin varligini bildirmislerdir'. Aradan
gecen 10 yilda arastirmalar, maternal dolasimda bozulmadan kalan fetal hiicreler iizerine
yogunlagmis ve invaziv olmayan prenatal tanida kullanimi icin calismalar devam etmistir.
Bunun yaninda fetal hiicrelerin maternal kanda ¢ok az sayida bulunmasi, onlarin saglikli bir
sekilde saptanmasina engel olmustur”. Invaziv olmayan prenatal tani icin yeni gelismeler,
1997'de serbest fetal DNA'nin tanimlanmasi ile ortaya ¢ikmistir®®. Bu fetal DNAmin % 10'luk
kisminin da maternal plazmadaki total DNA oldugu tahmin edilmektedir'®*. Maternal plazma
ve serumda serbest haldeki fetal DNA'nin bulunmasinin ardindan bu alanda yeni calismalar
ortaya ¢kmis ve pek cok uygulama hizla takip edilip bir kismi klinik kullanima
sokulmustur's2,

Maternal Dolagimdaki Serbest Niikleik Asitler

Dolasimdaki DNA'nin varligi artik bilinen bir durum olmasina ragmen, molekiiler ve biyolojik
yonii halen aragtirmalarin erken safhalarinda bulunmaktadir. Aragtirmalar, dolasimdaki
niikleik asitlerin dogasiyla ilgili pek cok temel sorularin cevabinin bulunmasi icin nemlidir.

Maternal Plazmadaki Serbest Fetal DNA Kaynagi

Serbest fetal DNA'nin maternal plazmadaki siirpriz kesfinden sonra, bu DNA hakkinda pek ¢ok
bilgi edinilmistir'®, Serbest fetal DNA'nin dolagima verilmesinin kaynaklari hakkinda cesitli
diisiinceler mevcuttur. Plasenta, fetal hematopoetik hiicreler ve fetiisiin kendisi plazmadaki
fetal DNA'nin kaynaklan olarak diisiiniilmektedir"”. Maternal dolagimdaki en baskin fetal DNA
kaynaginin plasenta oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir. Konsepsiyon
sonrasi 28-30 giinden once feto-maternal dolasimin belirlenememesi, fetal DNA'nin
trofoblastlardan koken aldigini diisiindiirmektedir. Serbest fetal DNA'nin plasentadan kdken
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aldigi yapilan calismalarla gdsterilmistir”’. Serbest fetal DNA'nin plasentada cok fazla
miktarda bulunmasinin yaninda, tek kaynagin plasenta olmadigi diisiiniilmektedir. Fetal
hematopoetik hiicreler de fetal DNA havuzuna bir miktar katki saglamaktadir. Fetal eritroit
hiicrelerin gebelerin plasmasinda bulundugu gdsterilmistir™. Fetal eritroit hiicrelerin maternal
dolagimdaki varligi, az olsa bile maternal plazmaya serbest fetal DNA verme potansiyelinin bir
gostergesi oldugu one siiriilmektedir?.

Fetal DNA'nin Saptanmasinda Seceneksel Yontemler

Bugiine kadar yapilan pek ¢ok dolasimdaki fetal DNA calismalarinda fetal belirleyici olarak Y-
komozomuna o6zqii diziler kullanilmistir. Klinik deneylerin geneline uygulanabilmesi icin
cinsiyet fenotipte degisim olusturmaktadir®. Fetiis veya plasenta ve annenin DNA
metilasyonu farkliliklarini tanimlayarak, maternal plazmada hem maternal hem de paternal
fetal aleller tespit edilebilmektedir. Bu teknikle kalitilan farkli paternal ve maternal
metilasyona sahip lokuslara bakilmaktadir®.
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Sekil 6. Dolasgimdaki Fetal DNA'nin Tek Gen Bozukluklarinin Prenatal Tamsinda
Kullanimi. (A) Fetal DNA’min maternal dolasima salinimi. (B) Maternal plazmada fetal DNA.

Maternal plazmadaki ilk fetal DNA belirteci olarak kromozom 18 iizerinde bulunan maspin
geni tammlanmigtir®. Maspin, maternal Iokositlerde metilenmis ama plazmada
hipometilasyona ugramistir. Bu calismada maternal kanda saptanan hipometilasyona
ugramig plasental maspin geni, ii¢ ayhk donemlerdeki cinsiyeti belirleyen bdlge dizisi (SRY)
derisimleriyle orantili bulunmustur. Yapilan tekli niikleotit polimorfizmi (SNP) calismalariyla
hipometillenmis maspin geni kaynaginin plasenta oldugu kanitlanmistir. Diger gen dizilerinde
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de anne ve bebek arasindaki epigenetik diizenlenmelerin farkliigina bakilabilecegi
diistiniilmektedir.

invaziv olmayan fetal DNA tanimlanmasinda dider bir seceneksel yontem de tekli alel baz
uzama tepkimesi (SABER) ve bunu takip eden kiitle spektrometresidir (MS). Bu yontemle
maternal serumdaki babadan fetiise kalitilan alellerdeki tek nokta mutasyonlar
saptanabilmektedir”. Teorik olarak bu sekilde bir teknik, anneyi fetiisten ayiran tek bir nokta
mutasyonuna da genetik bozukluklara da genis bir spektrumda bakabilmektedir®.

Klinik Tanida Fetal DNA'nin Kullanim Alanlar

Fetal Cinsiyet Tayini

Prenatal fetal cinsiyet tayini, belirli bir cinsi etkileyen ciddi genetik bozukluk riski tasiyan
gebelere uygulanmaktadir. Giiniimiizde geleneksel invaziv testlerden en ¢ok kullanilan
amniyosentez ve koriyonik viliis 6rneklemesinin % 0,5-1 kadar diisiik riski tasimaktadirlar®.
Maternal dolagimdaki serbest fetal DNA, invaziv olmayan prenatal tani testlerinin gelismesine
yol agmis olup, fetal cinsiyet tayininde gebelik icin herhangi bir risk bulunmamaktadir®.

Erken fetal cinsiyet tayini, konjenital adrenal hiperplazi gibi cesitli X'e bagli gecis gdsteren
hastaliklarin prenatal tanisi icin nemlidir'®*, Dushene muskiiler distrofi ve hemofili gibi
digerleri icin de maternal kandan cinsiyet tayini kullanigh ve dogru bir yontem olarak kabul
gormektedir®. Kabul gorme nedenleri arasinda invaziv yontemlerin risklerini tasimamasi ve
klinik koruyuculugu arttirmasi yer almaktadir®.

Fetal cinsiyetin dogru olarak tanimlanmasinda en erken gebelik yagi, farkli calismalarda
degisim gostermistir. Degisik varyasyonlar olmasina ragmen raporlar SRY geni icin RT-PCR
amplifikasyonu ile fetal cinsiyetin 7. haftada % 80 dogrulukta ve 9. haftada ise % 100
dogrulukta saptanabildigini gostermektedir®2°°",

Fetal DNA cinsiyet tayininde Y-kormozomuna 6zgiil dizilerin belirlenmesi, fetiisiin erkek; bu
dizilerin bulunmamasi fetiisiin disi oldugu anlamina gelmektedir. SRY, DYS14 ve DAZ gibi Y-
kromozomuna 0zqii diziler cinsiyet tayininde yaygin olarak kullaniimaktadir. Kuru maternal
kan ile fetal Y dizilerini saptayan bir tanimlama yontemi de 2003 'te fetal cinsiyet tayini ¢oklu
kopya DYS14 belirteg dizisini taniyan Y-kromozom kaynakli TSYP (Testise 6zgii protein Y) geni
kullaniimasidir®#32,
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Fetal RhD Genotiplemesi

Yeni doganda maternal alloimmiinizasyon ve sonradan gelisen hemolitik hastalik icin anne ve
bebegi arasinda RhD kan uyusmazhigi potansiyel bir problem olusturmaktadir. Rh (-) kan
grubu beyaz irkta % 15, siyahi Afrikalilarda % 3-5 siklikta, Asya popiilasyonunda ise nadir
olarak gozlenmektedir®®*. Bu nedenle Rh () gebe kadinlar prenatal calismalar icin dnemli bir
grup olusturmaktadir.

Rh (-) gebelerde fetal RhD tanimlanmasinda maternal plazmadaki fetiis DNA'sinin kullanimi
yeni ufuklar agmistir’®*, Geleneksel yontemlerden (amniyosentez ve CVS gibi) farkl olarak
invaziv olmayan yontem kullanildiginda feto-maternal kanama ve daha fazla sensitizasyon
riski ortadan kalkmaktadir. Bu sayede sadece Rh (+) fetusa sahip gebelerde koruma amaciyla
verilen anti-D immiinglobulin, Rh () fetiise sahip gebelerin gereksiz yere anti-D
immiinglobulin alimini engellenmektedir. Genis sayidaki hasta serileriyle yapilan pek ¢ok
calisma ile invaziv olmayan prenatal RhD genotiplemesinin dogrulugu kabul edilmistir.
invaziv olmayan fetal RhD genotiplemesi rutin prenatal tanida giiniimiizde ingiltere, Fransa
ve Hollanda’da kullaniimaktadir®.

Fetal DNA ile Tek Gen Bozukluklarinin Saptanmasi

Maternal plazmadaki serbest fetal DNA'nin analizi; tek gen bozukluklarinin prenatal tanisina
zaman, dogruluk, giivenirlilik saglamasi yaninda maddi yonden uygun olmasiyla da dnemli
firsatlar sunmaktadir®*. Geleneksel molekiiler yontemlerin kullanimiyla fetal DNA
genotipinin belirlenebilmesi, gebeligin erken evrelerinde miimkiin olmaktadir. Giiniimiizde,
ilk lic aydaki invaziv olmayan analiz yontemleri arka plandaki maternal DNA nedeniyle fetal
DNA'nIn belirlenmesindeki duyarlilik ve ozgilliigi simirlamaktadir (Sekil 14). Buna ragmen
maternal plazmadaki fetal DNA'nin zenginlestirilmesi, testlerin giiciinii arttinlabilmekte ve
yar niceleyici analizlere izin vermektedir. Akondroplazi, hemoglobinopatiler, konjenital
adrenal hiperplazi, kistik fibroz, Huntington hastaligi, Miyotonik distrofi gibi giderek
genisleyen bir cesitlilikte kalitsal hastaliklarin test edilmesine olanak saglamaktadir.

Fetal DNA'nin maternal dolagima salinimi dncesinde babadan (kirmizi) ve anneden (yesil)
kalitilan DNA molekiilleri esittir (Sekil 6A)'. Maternal plazmada fetal DNA molekiilleri arka
planda maternal DNA dizilerinin bulundugu bir ortamda dolagirlar. Fetiisiin anneden aldigi
fetal DNA alelleri (yesil) arka plandaki maternal dizi ile ayni genetik ozelliktedir. Fetiisiin
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babadan aldigi alel (kirmizi) ise maternal plazmada fetiisiin plazmada ayirt edilebilecek bir
ozqiilliik kazandirmaktadir (Sekil 6B)".

Hemoglobinopatiler

Ginlimiizde pek cok grup hemoglobinopatilerin invaziv olmayan prenatal tanisini
gelistirebilmek icin calismalar yapmaktadir®. Bilindigi iizere genellikle beta talasemilerde
oldugu gibi bazi mutasyonlar belirli etnik gruplarda bulunmakta ve risk altinda bulunan bircok
¢ift ayni mutasyonu tasimaktadirlar. Bu durumda babadan kalitilan mutasyonun invaziv
olmayan yontemle saptanmasinin bir anlami olmamaktadir. Maternal plazmada babadan
kalrtilan tekli niikleotit polimorfizmlerinin (SNP) varliginin arastinlmasi, baska bir secenek
olusturmakta ise de plazmada maternal DNA'nin ¢ok fazla miktarda olmasi, bu tiir
yontemlerde 6zgiilliik ve duyarlihgin cok yiiksek olmasini gerektirmektedir.

Insanoglunda en sik goriilen ve biiyiik bir halk sagligi problemi olusturan tekli gen
bozukluklan arasinda talasemi gelmektedir. Talasemi kusagi ozellikle Akdeniz bdlgeleri, Orta
Dogu, Hindistanin bazi kesimleri, Afrika ve Giiney Cin’in Tayland’a uzanan bolgelerini de icine
almaktadir. Bugiine kadar hemoglobin geninde beta talasemiye neden olan 400’e yakin
mutasyon tanimlanmistir’, Beta globin geni, kromozom 11'in kisa kolu {izerinde beta benzer
gen aile kiimesinde yer alan yapisal bir gendir. Beta talasemiye neden olan ¢ogu nokta
mutasyonu olup, beta geninin iglevsel olarak 6nemli bolgelerinde yer almaktadir. Digerleri
delesyon veya niikleotit eklenmesi seklindedir”. Beta globin genindeki anormaliler
hemoglobinin yapisindaki globin zincirlerinden biri veya daha fazlasinin sentezinin eksikligine
neden olmaktadir’.

Hemoglobinopatiler icin korunmada uygulanan bir dnemli basamak, homozigot ve cifte
heterozigot gebeliklerin saptanarak gebeligin sonlandiriimasini saglamaktir. Giiniimiizde beta
talaseminin kesin tanisi molekiiler yontemlere dayanmaktadir. DNA temeline dayal
yontemler; DNA kaynagi olarak amniyon sivisi, koriyonik viliis 6rnegi veya fetal kan ornegi
kullanmaktadir. Prenatal taninin yapilanmasinda fetal DNA eldesi icin kullanilan yontemlerin
invaziv olmasi ve bu yontemlerin % 0,5-1 oraninda komplikasyon riski olusturmasi nedeniyle
bu yontemlerin invaziv olmayanlarla yer degistirmesi gerektigi fikrini one cikarmistir. Bu
yaklagimdan dolayi fetal hiicrelerle yapilan calismalardan ilki Cheung ve ark. 1996'da beta
talasemilerde “Alele Drop Out” yontemi ile maternal kandan izole edilmis fetal eritroblastlarla
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yaptigi calismadir®. Talasemide fetal hiicrelerle yapilan ikinci calisma da maternal kandan
izole edilmis fetal eritroblastlarla tek hiicre PCR yontemi kullanilan calismadir®®*,

Heterezigot

PLAC4 gen g ATIAR &G

m-ANA'da plasantal transkripsiyon

Maternal plazmada | , .
Heterozigot Serbest P
fetal RNA "

RT-PCR wa M5 Analiz
A G
M5 ile SNP

kantitasyanunun

s nrRn|Ar d
allellk oranlar 51 21

Sekil 7. PLAC4 Geni icin Serbest Fetal RNA'nin Trizomi 21'de Analizi®’.

Plazma DNA Kimerizmi

Plazma DNA kimerizmi, tiimor kaynakli DNA veya fetal kaynakli DNA gibi yabanci genetik
materyallerin, bazi insanlarin dolagimindaki kesfinden bu yana, yeni bir kavram olarak
goriilmektedir. DNA kimerizmi kavrami, mesane kanseri ve bobrek transplant hastalarinin
idrarindaki DNA’y1 saptama sirasinda gelistirilmis ve kiside genetik olarak farklilik tagyan
hiicrelerin bulunmasiyla tanimlanmistir®'. Giiniimiize dek, insan dolasiminda ok cesitli
plazma DNA kimerizmleri bulunmustur. Bu kimerizmlerin kokeni tiimor ve fetal kaynakli olup
ayrica 1998'de bildirilen karaciger ve bobrek transplant hastalarinin plazmalarinda bulunan
verici kaynakli DNA’lardir'. Plazma DNA kimerizmindeki bulgular, tanida, goriintiilemede ve
hastaligin takibinde belirte¢ olarak kullanildigindan beri, klinik uygulamalarda ayrica bir
onem kazanmistir,

Fetal DNA Derisimlerini Arttiran Hastaliklarin Saptanmasi

Fetal DNA derisimleri gebeligin degisken sartlarindan etkilenmektedir. Bazi arastirmacilar
fetal DNA derisimlerindeki degisimlere bakarak bunun gebelik komplikasyonundan mi yoksa
fetal andploidi kaynakli mi oldugunu arastirmislardir®.
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Preeklampsi

Preeklampsi, gebelige bagl hipertansiyon (gebeligin 20nci haftasindan sonra en az iki kez
sistolik basing >140 mm Hg veya diastolik basing >90 mm Hg olmasi) ile birlikte proteiniiri
(>3 g/giin) bulgusu ile tammlanmaktadir. Pre-eklampsili gebelerin plazma DNA
derisimlerindeki artisi ve bu durumun tanisinda dolagimdaki DNA diizeylerinin kullanilabilir
bir belirte¢ olabilecegi bildirilmistir®. Benzer bagka bir calismada pre-eklampsili gebelerde
plazma DNA diizeyinin artigi gosterilmis fakat gelisme geriligi olan, preeklampsi olmayan
gebe plazmalannda bu durum gosterilememistir. Pre-eklampsinin patogenezi halen
anlasilamamistir. Uterus damarlanindaki bozulma ile viliis trofoblastlan zarar gormekte ve
sonucta hiicre hasan veya apopitoz olusarak DNA’'nin maternal dolagima gectigi
diisiiniilmektedir. Maternal plazmadaki fetal DNA'nin plasental hasarin bir belirteci olarak
pre-eklampsi siddetiyle fetal DNA diizeyleri arasindaki iliskisinin incelenmesi sonucunda fetal
DNA diizeyi ile proteiniiri ve hipertansiyon arasinda giiclii bir iliski ortaya konmugtur®.

Anoploidiler

Fetal andploidilerin invaziv olmayan prenatal tani ile saptanmasi, ozellikle Trizomi 21 icin
¢oziimlenmesi gereken bir konu olarak goriilmektedir. Fetal DNA'nin maternal plazmada
dolagimdaki total DNA'nin sadece % 3-5'ini olusturmasi, fetal DNA'nin fetal andploidileri
saptamak icin kullanilabilecek kisa ardigik tekrarlarin (STR) analizi veya tek niikleotit
polimorfizmlerinin (SNP) uygulanmasini giiclestirmektedir. Bu sinirlamalar secenek olarak
baska yontemlere ihtiya¢ oldugunu gdstermektedir. Giiniimiizde en iyi secenegin maternal
plazmadaki plasentadan koken alan serbest fetal mRNA'nin varligi olarak goriilmektedir.
Hong-Kong'taki arastirma grubu tarafindan ortaya konan bu yontemde temel avantaj,
herhangi bir maternal dokuda sentezlenmeyen plasentaya 6zgii mRNA tiirlerinin seciminin
miimkiin olmasidir'.

Kromozom 21 iizerinde bulunan plasentaya 6zqiil gen (PLAC4) ile bu genin konumu itibari ile
Trizomi 21 tanisinda dnemli olabilecegi diisiincesiyle pek ¢ok calismalar yapilmistir’. PLAC4
geni mRNA's1 ile yapilan niceleyici calismalar, yeterli bilgi vermediginden, MS'nin kullanimi ile
fetal nokta mutasyonlarinin saptanmasinda basari gosterilmistir. Kromozom 21 diizeylerini
belirtmek icin PLAC4 geni iizerindeki SNP bdlgeleri kullanilmistir. Fetiisiin SNP icin heterozigot
oldugu olgularda PLAC4 mRNA kopyalar her bir alelden egit oranda gelmekte (1:1 orani) ve
normal ploidi gostermektedirler. Andploidi varliginda ise bu oran 2:1 olmaktadir (Sekil 7)*.
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Sekil 8. Trizomi 18'de Maspin Geni Calismasi.

Fetal DNA'da kromozom 21 kaynakli DNA dizilerinin kantitasyonu kromozom dozaj yontemi
olarak tanimlanan fetal DNA'daki referans bir dizi ile karsilastirilarak yapilmaktadir. Normal
gebeliklerde kromozom 21 orani 2:2 iken trizomi 21 olgulannda bu oran 3:2 olarak
saptanmaktadir®.

Epigenetik diizenlenmeler, DNA"daki somatik degisimler olup genetik diziyi degistirmemekte,
fakat gen ifadesine etki etmektedir. Bu bilgi cercevesinde serbest fetal DNA epigenetik
diizenlemelerinin saptanmasi fetal andploidilerin tanisinda bir ara¢ olarak kullaniimaya
baglanmistir. Epigenetik diizenlemeler icerisinde en ¢ok aciklanan diizenlenmeler, (pG
adaciklarindaki sitozin metilasyonudur. Genetik dizinin hipermetilasyona ugramasi genetik
olarak ifade edilememesine neden olmaktadir. ikinci X kromozomunun epigenetik
mekanizmalarla gen ifadesinin susturulmasi buna bir 6rnektir.

Maternal ve fetal DNA arasinda metilasyondan kaynaklanan epigenetik farkliliklar
bulunmaktadir. Bu farklilik, ayni niikleotid dizisine sahip serbest fetal DNA ve maternal DNA
parcalari arasinda ayrimi saglamaktadir. Bu ozellikten yararlanilarak kromozom 18 iizerinde
yer alan Maspin genindeki fetal ve maternal metilasyon durumlan arasindaki farklik
arastinlmigtir. Bu genin promotor bolgesi plasentada metillenmedigi halde, maternal kanda
hipermetilasyona ugradigi belirlenmistir. Fetal DNA dizileri sitozinlerin metillenmesindeki
farklihga bagli olarak maternal DNA dizisinden MS ile kolayca ayrilabilmektedir. Maspin geni
kromozom 18 lizerinde oldugundan aragtirmacilar Trizomi 18 saptanmasinda bu genin
kullanilabilecegini disiinmdslerdir. Trizomi 21 icin belirlenen yontemde oldugu gibi gen
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iizerinde bulunan SNP’lere gore benzer tanimlama kullaniimaktadir. Normal olgularda 1:1
oran ve andploidi olgular icin de 2:1 orani belirlemislerdir (Sekil 8)*. Analizlerde bu genin
promotor bdlgesinde A/C degisimi kullanilmistir®2. Zhang ve ark. yaptigi diger bir calismada
kromozom 21 iizerindeki hipermelilasyona ugramis AIRE dizisi ve RASSF1A lokusunun trizomi
27in invaziv olmayan prenatal tanisinda maternal plazmadaki fetal DNA'nin saptanmasinda
0zqiin bir belirtec olarak tanimlanmistir®.

Sonug

Giinimiizde bazi fetal genetik ozellikler invaziv olmayan ydntemlerle saptanabilmesine
ragmen diger Mendel bozukluklari veya fetal andploidileri belirleme icin daha pek ¢ok ¢alisma
yapmak gerektigi diisiiniilmektedir. Uretilen yeni teknolojilerle giiniimiizde fetal DNA
caismalan gittikce artan bir 6nem kazanmaktadir. Son donemlerde fetal andploidilerin
tanisinda serbest fetal RNA kullaniminin, Gnemli bir belirtec olabilecegi ileri siirtilmektedir.

invaziv olmayan prenatal tani icin tek molekiil analiz yontemlerine dayali dijital polimeraz
zincir tepkimesi ve genomda secilmis belirli bolgelerin tek parca DNA dizileme gibi yontemler
kullanimi giderek artmaktadir. Bu durum pek cok calisma grubunun gelecekte maternal
plazmadan ¢oklu monojenik hastaliklarin invaziv olmayan prenatal tanisinin rutin olarak
yapacagi diisiincesini kanitlar niteliktedir.
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