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Abstract

Gebelik esnasinda, hematopoetik hiicrelerin plasenta yoluyla iki
tarafli gegisinin oldugu, yapilan bir¢ok ¢alisma ile gosterilmistir. Fetiise
ait hiicreler, annenin periferik kaninda dolagmaktadirlar ve girisimsel
olmayan dogum oncesi tani i¢in kullanilmaya uygundurlar. Dolasimdaki
fetiis kaynakli bu hiicreler; trofoblastlari, beyaz kan hiicrelerini,
¢ekirdekli kirmizi kan hiicrelerini ve hematopoetik kok hiicreleri
icermektedir. Bu hiicreler, anneye ait hiicrelerden farkli ozellik ve
antijeniteye sahip olup; elde edilip incelenmeye miisaittirler. Anne
kanindan elde edilen fetiise ait hiicrelerin analiz edilebilirligi sayesinde,
yiiksek duyarhilik ve ozgiilliik ile karakterize ve gelismekte olan fetiise
direkt higbir riski olmayan dogum oOncesi takip ve tam1 protokolii
saglanabilir. Ancak, fetiise ait hiicrelerin anne kanindaki sayilarmm
azh@ (5000-10° anne hiicresi bagina 1 fetiise ait hiicre), teknik bir engel
olusturmaktadir ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Floresan in
Situ Hibridizasyon (FISH) gibi duyarli analiz tekniklerine ihtiyag vardir.
Yillardir yapilan arastirmalar, heniiz giivenilir ve sabit protokollerin
gelismesine olanak saglayamamus olsa da, fetiise ait hiicre elde edilmesi,
girisimsel olmayan dogum Oncesi taniya Onemli bir katki vaat
etmektedir. Bu derlemede, fetiise ait hiicre tipleri, bu hiicrelerin elde
edilmesindeki genel stratejiler, halen var olan teknik sorunlar ve gelecek
i¢in tasarlanan klinik uygulamalar yer almaktadir. Ayrica, fetiise ait
hiicre mikrokimerizmine olan artmus ilgiye ve dogum sonrasi otoimmiin
hastaliklarin gelisimiyle iligkisine de deginilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kan, fetiise ait hiicre, gebelik,
girisimsel olmayan dogum 6ncesi tani,
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During pregnancy, bi-directional trafficking of hematopoietic
cells through the placenta has been demonstrated. Fetal cells circulate
in maternal peripheral blood and may be appropriate targets for non-
invasive prenatal diagnosis. Circulating cells of fetal origin include
trophoblasts, white blood cells, nucleated red blood cells, and
hematopoietic stem cells. These cells demonstrate different
characteristics and antigenicity when compared to maternal cells and
are thus amenable to recovery and analysis. The possibility of
analyzing fetal cells recovered from maternal blood could provide
high sensitivity and specificity pre-natal screening and diagnostic
protocols with no direct risk to the developing fetus. However, the
small number of fetal cells in maternal blood (1 fetal cell for 5000 to
10® maternal cells) presents a technical challenge. Sensitive analytical
techniques such as polymerase chain reaction (PCR) and fluorescence
in situ hybridization (FISH) are essential. Years of investigation have
as yet to lead to the development of reliable and consistent protocols.
Nonetheless, fetal cell recovery promises to be an attractive addition
to non-invasive prenatal diagnosis. This review describes fetal cell
types, general strategies of fetal cell isolation, current technical
challenges, as well as clinical applications that have been envisioned
for the future. The increased appreciation of fetal cell micro-
chimerism and its association with the postpartum development of
autoimmune diseases is also discussed.

Key Words: Blood, fetal research,
prenatal diagnosis, pregnancy

on yillarda dogum 0Oncesi genetik tan1 ¢ok
ilerleme kaydetmistir. 1950’lerde genetik
danigmanlik elde var olan tek imkandi.
Ciftler, tanmmis birka¢c ‘Mendelian’ gegisli
hastaligin tekrarlama riski acisindan
bilgilendiriliyor, fakat bu ¢iftlere hi¢bir tan1 ya da
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islem yapilamiyordu.! 1968’de ‘amniyosentez’
yoluyla anne karninda iken tani koymanin
miimkiin hale gelmesiyle, aniden biiylik bir
degisim oldu. 1982-1984 yillan arasinda koryonik
villis Orneklemesi ile gebeligin ilk 3 ayinda
dogum Oncesi taninin yapilabildigi gosterildi.
Daha sonraki yillarda, bu yontemin amniyosentez
kadar giivenli ve etkin oldugu anlasildi.”

Bu 6nemli ilerlemelere ragmen, dogum Oncesi
genetik tanida eksiklikler devam etmektedir. Hem
‘koryonik  villis  Orneklemesi® hem  de
‘amniyosentez’,  girisimsel  yontemlerdir ve
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gebeligin - sonlanmasi agisindan  diisikk fakat
olciilebilir bir risk tasirlar.' Ayrica, koryonik
villiis 6rneklemesinin ardindan ciddi kol ve bacak
anomalileri bildirilmistir.? Muhtemel
komplikasyonlar1 sebebiyle, bu testler biitiin
toplum geneline sunulamayip, sadece genetik
bozukluklar ig¢in yiiksek risk tasiyan gebe
kadinlara uygulanabilir. Daha onceden
‘Mendelian’ gecisli bir hastaliga sahip cocuk
dogurma hikayesi olan gebe kadin ya da 35 yas
istiinii kapsayan ileri gebelik yasi buna Ornek
verilebilir.'

Bu metotlara eslik eden risklerden dolay,
girisimsel olmayan yontemlere biiylik gereksinim
vardir. Giiniimiizde, klinik genetik uzmanlarinin
kullanabilecegi metotlar ultrason ve anne serum
analizi (Uclii test: Alfa-fetoprotein, Human
koryonik gonadotropin, birlesik olmayan ostriol
diizeyi 6l¢iimii) ile smirlidir.* Ancak, bu girisimsel
olmayan testler, girisimsel testlerin duyarliligindan
yoksundur. Bazi ¢aligmalar, yapisal anomalilerin
nispeten biliyik bir oranmin ultrason ile
saptanabildigini diisiindiirse de, Amerika’da diislik
riskli kadinlar iizerinde yapilan genis ¢apli bir
deney bunu dogrulamamustir.” Ayni sekilde, anne
serum analizi de dogum oOncesi tan1 koymada
optimalin altindadir. Otuz bes yasin Ustiindeki
kadinlarin serum analizi ile ‘Down Sendromu’
olgularinin yaklagik %901 tespit edilebilirken; 35
yas altindaki kadinlarda bu oran %060’a
diismektedir.’

Ne ultrasonun ne de anne serum analizinin
girisimsel testlerin duyarlilifina yaklasamamasi
nedeniyle, dogum Oncesi genetik tani igin hem risk
tagimayan, hem de duyarliligi yiiksek olan yeni bir
metoda gereksinim duyulmustur. Boylece, anne
kanindan yeterli miktarda fetiise ait hiicre elde
edilerek genetik tami igin incelenmesi fikrine
odaklanilmigtir. Bu yontemde simdiki girisimsel
yontemlere eslik eden risklerin olmamasi ve boylece
biitiin gebeleri takip etme imkaninin dogabilmesi de
bu olguya yonelmede uyarici bir etken olmustur.'

Tarihge
Trofoblastlarin ilk histolojik kaniti, 1893’te
Alman patolog Schmorl tarafindan yapild.
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Schmorl, eklampsi nedeniyle 6len gebe kadinlarin
kan dolasiminda trofoblastlar1 saptadi.” Douglas ve
ark., eklampsili hastalarin toplardamar kaninda
trofoblastlarin varligin1 rapor ettiler.® Clayton ve
ark., anneden aldiklar1 kan Orneklerinde HbF
iceren hiicreler saptadilar.’

Bu veriler, anne kaninda fetiise ait hiicre
bulunma olasiligini arttirdi. Bu delillere dayanarak
sitogenetik uzmanlari, anne kaninda fetiise ait
hiicreleri  alistlmis  tekniklerle  aragtirmaya
basladilar. Walknowska ve ark., erkek fetiis tagtyan
gebe kadinlarin kaninda 46,XY metafazlarini ilk
kez rapor edenlerdir.'® De Grouchy ve
Trebuchet’in anne kaninda 46,XY metafazlarin;
Schroder ve Grossett’in ise Y kromatin pozitif
hiicreleri saptamalariyla, onceki bulgular destek
buldu."™” Tiim bu calismalarda gorillen bir
problem, 46,XY metafazlarinin ve Y kromatinin
disi fetiis tasiyan gebelerde de gdzlenmesiydi.
Baska tutarsizliklar da bildirildi. Ornegin, Zilliacus
ve ark., erkek fetiis tasiyan 8 gebe kadinin 7’sinin
kaninda ve disi fetlis tasiyan 7 gebe kadindan
birinin kaninda Y kromatini rapor ettiler.'* Ancak
hicbir 6rnekte 46,XY metafaz1 bulunamadi ve
hicbirinde anne kanindaki hiicreler fetiise ait
hemoglobin gostermediler. 1970’lerin ortalarindan
sonlarma dogru, anne kaninda fetiise ait hiicrelerin
var olup olmadigina yonelik yogun ilgiye ragmen
higbir goriis  birligi elde edilememis oldu.
Geleneksel sitogenetik metotlarin bu inceleme igin
pratik bir yontem olmadig1 kanisma varilds.'

1970’lerin sonlarina dogru olusan bu hayal
kirikligl, aragtirmacilan farkli yaklagim arayigina
yoneltti. A. Martin, Simpson ve Alias, otomatik
sitogenetik teknolojileri kullanmaya yoneldiler ve
ornek hazirlama {initelerine ek olarak metafaz
analiz birimleri gelistirdiler.”” Bunda temel
nedenleri su bilgiye dayamyordu: ‘‘Eger anne
kaninda fetiise ait hiicreler varsa, analiz igin ¢ok
fazla sayida metafaza ihtiyag vardir. Bu sayi,
geleneksel sitogenetik teknikler icin gerekli olan
elle yapilacak ¢aligmanin ¢ok iistiindedir’’.

Diger  yandan, gesitli zenginlestirme
teknolojileri iizerine odaklanildi. Bunun mantigi,
fetiise ait hiicreleri anne hiicrelerinden ayirmak igin
‘flow-sorting’ yani akimla ayristirma yonteminin
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kullanilmasi esasina dayaniyordu. Annede mevcut
olmayan, babaya ait DNA zinciri i¢eren hiicrelerin
fetiis kaynakli oldugu varsayiliyordu, c¢linkii bu
DNA zinciri ancak babadan kalitsal yolla edinilmis
olabilirdi. Herzenberg ve ark., Iverson ve ark.,
dolasimdaki fetiise ait hiicrelerin sayisini arttirmak
amaciyla, kanin zenginlestirilmesi i¢in flow
sitometrinin kullanimuni ilk kez rapor edenlerdir.'®"”
Tharapel ve ark. da anne ve fetiisin “Human
Leucocyte Antigens (HLA)” farkina dayanarak
‘flow sitometri’ cihazi ile lenfositleri ayristirip
fetiise ait metafazlari analiz ettiler."®

Bir diger yaklagim olarak bagisiklik bilimi ile
baglantili ¢aligmalar denendi. Covone ve ark.,
trofoblast-0zgilil  antikorlar1  teshis  etmeye
calistilar.'”*  Trofoblastlara 6zgii  antikorlari
tanmimladiklar sOylenebilse de, bunlarin
Ozgilliigiiniin  disiik oldugu saptandi. 1980°1i
yillarda, bagisiklik bilimi ile yaklasim hayal
kirikligiyla neticelendi.'

1980’lerin  sonlarinda mevcut molekiiler
teknolojilerin devreye girmesiyle, daha iyimser bir
yaklasim ve ilerleme saglandi. Lo ve ark., erkek
fetis tasiyan gebe kadinlarin kanindaki Y
kromozomu dizilerinin varligin tespit etmek igin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanan ilk
gruptur.”’** Y zincirlerinin hacmini arttirmak igin
PZR  kullanarak, ayiklanmamis  ¢ekirdekli
hiicrelerin iginde fetiise ait hiicrelerin var oldugunu
gosterdiler. Price ve ark., kromozoma-6zgii DNA
problariyla Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH)
uygulayarak, akimla ayristirnlmis fetiise ait
cekirdekli eritrositlerin incelenmesi ile
anoploidilerin dogum o6ncesi tanisinda ilk basaril
sonucu elde ettiler. Price ve ark., koryonik villiis
orneklemesinden hemen o©nce alinan anne kan
omeginde bir trizomi 18 olgusu tespit ederken;
koryonik villiis 6rneklemesinden 1 hafta sonra bir
anneden alman kanda yaptiklart bagka bir
caligmada bir trizomi 21 (Down Sendromu) olgusu
saptadilar.” Elias ve ark. da gebeligin ilk 3 ayinda
anne kanindaki fetiise ait hiicrelerde trizomi 21’in
dogum &ncesi tamisii koydular.** Bianchi ve
Klinger, Holzgreve ve Ganshirt-Ahlert anne
kanindan elde edilen trizomi 18 ve 21 hiicrelerini
rapor ettiler.”*’
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Fetiise Ait Hiicre Tipleri

Cesitli dokulardan kaynaklanan fetiise ait
hiicreler, ¢ogunlukla ‘plasentanin intervilloz
boslugunda’ goriilmektedir ve embriyon/fetiise ait
hiicrelerin anne kanma gectigi ispatlanmugstir.”®
Fetiise ait kan hiicrelerinin anne dolasimina
geciginin fetiisten anneye kanama sonucunda
oldugu diistiniilmektedir. Ancak bunun
mekanizmas1  heniiz  agiklanamamustir.  Bu
kanamalarin plasentanin normal gelisiminin bir
pargasi m1 ya da travmadan kaynaklanan bir olay
mt oldugu bilinmemektedir.”

Gebelik esnasinda maternal dolasimda var
olduklan gdsterilen fetiise ait hiicreleri kullanarak
girisimsel olmayan dogum oncesi tani yiirtitiilmek
isteniyorsa, bu hiicrelerin zenginlestirilmesi, teshisi
ve analizi mutlaka gereklidir.’® Kromozom
kaynakli ve Mendelian anomalilerin tanisi i¢in
fetiise ait c¢ekirdekli hiicrelerin elde edilmesi
gerekir ki, kromozom-6zgiil problar kullanilarak
FISH yoOntemiyle interfaz  hiicre analizi
yapilabilsin. Tan1 igin yeterli sayida hiicre elde
etmek i¢in, Ozgiil bir hiicre tipi hedeflenip, az
miktardaki fetlise ait hiicrenin zenginlestirilmesi
saglanmalidir.”’

Calisilmig ve halen c¢alisilmakta olan fetiise ait
hiicre tipleri sunlar1 igerir:

» Trofoblastlar,
» Beyaz kan hiicreleri (Ienfositler,
grantilositler),

» Cekirdekli kirmiz1 kan hiicreleri (CKKH),
> Hematopoetik kok hiicreler.’’

Anne kanindaki fetiise ait hiicrelerin rutin
dogum oOncesi genetik tanida kullanilabilmesi i¢in
belli kriterler saglanmalidir:

» Tiim gebe kadinlarin kaninda bulunmalidirlar.

» Gebeligin  erken donemlerinde yeterli
miktarda bulunmalidirlar ki, genetik analize izin
versin ve gerekirse gebelik sonlandirilabilsin.

»Bir sonraki gebelikte anne kaninda
varliklarini devam ettirmemelidirler.
» Maternal hiicrelerden ayrimlarini
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saglayabilecek kendilerine 6zgiil isaretleri (marker)
olmalidir.”?

Anne Kaninda Fetiise Ait Hiicrelerin Sikhgi

Fetiise ait hicrelerin annenin periferik
kanindaki siklig1 hakkinda farkli veriler vardir ve
literatiirde genis bir aralik rapor edilmistir, bu
aralik 5000’de 1 ¢ekirdekli hiicreden, 10%de 1’e
kadar uzanir.”** Bu sikligi etkileyebilen faktorler
sunlart igerir: Analiz edilen hiicre tipi, kan
orneginin alindig1 gebelik yas1 ve fetiise ait hiicre
toplulugunu  zenginlestirme, teshis etme ve
rakamlarla  belirtmede  kullanilan  metotlarin
dogrulugudur.®® Anne kanindaki fetiise ait hiicre
insidansinin artti1 bildirilen durumlar; gebeligin
ilerlemesi, toksemi, diisiik, sezaryan, amniyosentez
ya da bimanuel pelvik muayene sonrasini, fetiis ve

plasenta karyotipinin anormal oldugu gebelikleri
icerir, 2426313537

Anne kaninda nispeten az miktarda fetiise ait
hiicre bulunmaktadir. En sik tespit edilen deger,
anne kaninin mililitresine 1 hiicre distigi
yoniindedir.®' Fetiise ait ¢ekirdekli hiicrelerin anne
kaynakl1 hiicrelere oraninin tespiti, oncelikli olarak
PZR ya da FISH kullanilarak Y kromozomu i¢in
DNA analizine dayanmaktadir. Fetlise ait
hiicrelerin anne hiicrelerine orani, 1/50 bin’den
1/10 milyon’a uzanmaktadir.”’ Kesin bir say:
heniiz belirlenememis olsa da, ¢ogu arastirmact
yaklagik 100 bin anne hiicresi basina 1 fetiis
hiicresi diistiigii fikrine katilmaktadir.*®

Hall ve Williams, avidin-biotin tabanli
immiinoafinite sistemi kullanarak fetiise ait
cekirdekli hiicrelerin annenin cekirdekli

hiicrelerine oranmmin 1 : 4.75 x 10°-1.6 x 10’
oldugunu ileri siirdiller”’ Hamada ve ark,
tekrarlayict1 Y-DNA dizisi DYZ1’e 6zgii bir DNA
probu kullanarak ayrimlasmamis anne kaninda
FISH analizi yaparak fetiise ait c¢ekirdekli
hiicrelerin annenin cekirdekli hiicrelerine oranini
tespit etmeye calistilar.” Gebelik yas: ilerledikce
siklik daha fazla bulundu; bu oran birinci 3 aylik
donemde 0.27, ikinci 3 aylik donemde 3.52 ve
tigincii 3 aylik dénemde 8.56 x 10° olarak saptandi.
Bianchi ve ark., o6l¢iimsel PZR kullanarak 16
mL’lik bir anne kani 6rneginin 19 fetiise ait DNA
zinciri igerdigini one siirdiiler.*’
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Wachtel ve ark., anne kaninda yiiksek sayida
fetlise ait hiicre varligin1 gosteren calismalariyla
farkli bulgular rapor ettiler."'  Cikardiklar
sonuglarin kaynagi fetiise ve anneye ait hiicreleri
fiziksel farkliliklarina dayanarak ayristiran bir
teknik olan ‘charged flow separation’ yani, yiiklii
akimla ayristirma teknigiydi. Anne kanindaki
CKKH %30’una yakininin fetiis kaynakli oldugunu
buldular. Ne yazik ki, daha sonra bu teknikle elde
edilen hiicrelerin ¢ogunun fetiise ait olmadig1 kanisi
hakim oldu. Ciinkii Shulman ve ark., ¢ok az sayida
ayrimlasmis numuneyi kromozoma 0zgli prob
kullanarak FISH ile degerlendirdiler ve sonug olarak
fetiise ait hiicre sayisi ile gebelik yas1 arasinda higbir
baglant: gozlemediler.*

Trofoblastlar

Trofoblast hiicrelerinin ~ dokiilmesi  erken
plasental gelisimde normal bir olaydir. Fetiise ait
kanamalar ise sadece bazi gebeliklerde olusabilen
ikincil bir olaydir. Trofoblast hiicrelerinin anne
kanma gecisi her ikisine de bagli olabilir. Eger
gercekten trofoblast hiicreleri anne dolasimina
girebiliyorlarsa, fetiise ait ¢ekirdekli eritrositlerin
ve fetiise ait lenfositlerin genetik tam1 igin
kullanilmasiyla karsilastirildiginda bazi potansiyel
avantajlar1  vardir. Trofoblastlar, anne kani
hiicrelerinden sekilleri sayesinde kolayca ayirt
edilebilirler. Kan hiicrelerinden ayri bir hiicre serisi

olduklar1 ic¢in, bu hiicreleri izole etmede
kullanabilecek trofoblast-6zgiil antikorlari
gelistirilebilmesi teorik olarak miimkiindiir.*

Yalnizca gebelik esnasinda var olmalar1 ve farkli
sekillerinin kesin bir mikroskopik ayrima izin
vermesi sayesinde trofoblastlar inceleme i¢in iyi
bir adaydur.”!

Bununla birlikte, trofoblast hiicrelerinin bazi
dezavantajlar1 da bulunmaktadir: Trofoblastlar,
gebeligin ilk 3 aymda anne dolasimina genis
miktarda dokiiliirler ve akciger dolasimi yoluyla
kandan rutin olarak temizlenirler. Bu ise, annenin
kaninda tam1 i¢in kullanilabilecek trofoblastik
hiicre sayisinda hizli ve belirgin bir diisiise sebep
olur. Tanida sorun olacak bu giicliige ek olarak,
trofoblast-6zgiil monoklonal antikorlarin eksikligi
s6z konusudur.””** Bu eksiklik, trofoblastik
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antijenlerin maternal 16kositlerin yiizeyine dogru
¢ekilmesinin bir sonucu olabilir. Ancak “Human
Achaete Scute Homolog 2 (HASH-2)”, Human
plasental laktojen ya da HLA-G gibi diger
isaretleyiciler ile bu olayin iistesinden gelinebilir.**
Trofoblastlarla ilgili diger bir durum ise,
plasentanin bir pargasi olmalar1 yoniiyle, koryonik
villiis 6rnekleme c¢aligmalarindan bilindigi {izere,
bu hiicrelerin nispeten yiiksek oranda (%1-2)
kromozomal mozaizm gostermeleridir. Bu yiizden
bir plasental trofoblastik hiicrenin genetik analizi,
fetlise ait karyotipi tam olarak ve giivenilir bir
sekilde yansitmaz ve trofoblast hiicrelerinin
kiiltiirde boliinme ihtimali olmayacaktir.”

Ek olarak, trofoblastlar ¢ok ¢ekirdekli
olabilirler ve boylece interfaz FISH’1 ve DNA
analizlerinde zorluk ¢ikarabilirler. Bu teknik ve
biyolojik sorunlara ragmen, birka¢ caligma grubu
basarili bir sekilde anne dolasimindan trofoblastlari
izole ettiler ve morfolojik ve genetik tam
gerceklestirdiler.

Daha onceleri yapilan c¢alismalar, trofoblast
hiicrelerini sadece sekillerini baz alarak ayirt
etmiglerdir. Fakat yakin zamanda ise trofoblast-
0zgiil monoklonal antikorlar kullanilarak -flow
sitometride ya da immiinmanyetik yataklarla- anne
kanindan trofoblast hiicreleri zenginlestirilmeye
calisildi.™

Anne kanindan trofoblastlar1 izole etmek icin
3’14 anti-trofoblast monoklonal antikorlari; GB17,
GB21 ve GB25 kullamildi. Sekiz-32. haftalar
arasinda farkli zamanlarda kan Ornegi alinan 23
gebeden 14’tinde kontrollere kiyasla daha fazla
antikor pozitif hiicre saptandi.*® Ancak ayni yolla
Covone ve ark.,, akimla ayristirilan hiicrelerin
%95’inden fazlasinin anneye ait 16kosit oldugunu
tespit ettiler ve ayrimlagan trofoblast hiicresinin
olup olmadig1 bile sorgulanmaya baglandi.*

Denenen alternatif bir yaklagim ise; anne
kanindan trofoblast hiicrelerini zenginlestirmek
amaciyla, FD066Q ve FDO0338P anti-trofoblast
monoklonal antikorlarla birlestirilen immiin-
manyetik bilyelerin kullamlmasiydi.* Ancak izole
edilen hiicrelerin tamimlanmasi bu ¢alismayla
miimkiin olmadi.

242

Hiicre yiizey antijenlerine karsi olan anti-
trofoblast antikorlarin1 kullanmada problemler
goriilmektedir. Ciinkii trofoblastlarin hiicre yiizey
antijenleri plasentadan dokiilebilmekte ve anne
hiicrelerinin ylizeyine dogru cekilip
yapisabilmektedirler. Bu  problemi  yenmek
amaciyla Sargent ve ark., sitokeratine karsi bir
monoklonal antikor kullandilar.®  Sitokeratinin
trofoblast  hiicrelerinde  bir  hiicre  yiizey
isaretleyicisi degil, sitoplazmik bir isaretleyici
olmasi sebebiyle, anne hiicreleri tarafindan pasif
olarak edinilmesi miimkiin degildir. Bu sistemin
bir dezavantaji, sitokeratin gibi isaretleyicilerin
flow sitometride ya da immiinmanyetik bilyelerle
beraber kullanilamamasidir. Bununla beraber, eger
anneden alinan kan yaymalarinda sitokeratine karsi
antikorlar kullanilarak trofoblastlar bulunursa, bu
durumda FISH’1 devreye sokmak ve bu hiicrelerde
fetlise ait hiicrelere o6zgiil sinyalleri arastirmak
miimkiin olacaktir.

Sargent ve ark., bu teknigi uygulayarak 3 tip
hiicre teshis ettiler:

1- Gegmisteki morfolojik  ¢alismalarda
tanimlanmus hiicrelerle 6zdes olan, 20-90 um ¢apli
¢ok c¢ekirdekli hiicreler. Bunlarin kaynagi
muhtemelen  plasental  tomurcuklanmalardir.
Hiicreler buradan kopmakta ve intervilloz bosluk
yoluyla anne kanina girmektedirler.

2- Caplarn1 11-15 pm arasinda degisen tek
cekirdekli hiicreler. Bunlarin kaynagi belirsiz
olmakla birlikte, bu hiicreler olasilikla villoz
sitotrofoblastik hiicrelerdir.

3- Sitokeratin antikoruyla iyi boyanan
¢ekirdeksiz hiicreler. Bunlar sinsityotrofoblast
sitoplazmasinin kalintilar1 olabilir.

Sargent ve ark. caligmalarinin sonunda su
sonuca vardilar; her ne kadar anne kanindan izole
edilen trofoblast hiicrelerini kullanarak dogum
oncesi genetik tan1 koymanin potansiyel faydalar
klinik ve ekonomik agidan ¢ok cazip goriinse de,
bu amag i¢in bu hiicreler ¢ok zor ele gegirilir
niteliktedir. Bu konu {izerinde daha yogun
calismalara ve Ozgiil trofoblast isaretleyicilerinin
gelistirilmesine ihtiyag vardir.**
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Lokositler

Fetiise ait c¢ekirdekli eritrositlerin erken
gebelikte anne dolagimina gegtiginin  kesin
delillerle gosterilmesi, arastirmacilari fetiise ait
16kositlerin de eritrositlerle birlikte anne kanina
gececegi fikrine yoOneltmistir. Eger fetiise ait
16kositler anne dolasimina giriyorsa, fetlise ait
cekirdekli eritrositler ve trofoblastlarla
karsilagtirildiginda dogum Oncesi tani i¢in bazi
potansiyel avantajlar1 vardir:

1- HLA antijenleri sayesinde kolayca ayirt
edilebilirler (Trofoblastlar ya da fetiise ait
CKKH’inde HLA ekspresyonu yoktur).

2- Trofoblast hiicrelerinin gosterdigi genetik
mozaizm fetlise ait [0kositlerde goriilmez.

Fetiise ait 10kositlerin anne kanindaki

varligmin 3 ana kanit1 vardir:

1- Gebe kadin tarafindan fetiise ait olmayan
HLA antikorlariin gelistirilmesi,

2- XY metafazlarmin ya da Y kromatininin
direkt saptanmas,

3- Fetuise ait lokositlerin flow sitometri ile
izole edilmesi.”

Walknowska ve ark., fetiise ait lenfosit olarak
kabul ettikleri hiicreleri mitojenle uyararak, bu
hiicrelerde Y kromozomunun varligini
gosterdiler.'”  1970°li  yillarin  baslarindaki
Kinakrinle boyal1 Y cisimlerinde interfaz analizini
gosteren ¢alismalarin da lenfositleri ilgilendirdigi
disliniildii. 1974-1977°de  hamile kadinlarin
kaninda, erkek bebek dogumundan sirasiyla 1 ve 5
yil sonra, erkek Y (+) lenfositlerin var oldugu
Schroder ve ark. ve Ciaranfi ve ark.nin yaptiklar
calismalarla gosterildi.**° Bunun amaci, fetiise ait
hiicrelerin lenfosit hiicresi olabildigini géstermenin
yaninda, dogumdan sonra da varliklarim
sirdirdigiini gostermekti. Bu ¢alismalar 1s181nda,
1979°da Herzenberg ve ark., akimla ayristirmak
(flow sorting) icin lenfositleri ve mononiikleer
hiicreleri hedef olarak segtiler.'® Daha once de
belirtildigi gibi, bu grup HLA-A2’ye Ozgiil bir
monoklonal antikor kulland1 ve HLA-A2’ye sahip
olmayan hamile kadinlarda fetiise ait HLA-A2
pozitif hiicreleri akimla ayrigtirmay1 basardilar.
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Daha sonralari, fetiise ait lenfositler {izerinde
yapilan calismalar birka¢ faktor yiiziinden
sinirlandirildi. Bunlarin baglicalari; yalnizea fetiise
ait olan lenfosit antijenlerine 6zgiil monoklonal
antikorlarin olmamasi ve fetiise ait lenfositlerin bir
onceki  hamilelikten  kalabilecegine  iliskin
siiphelerdi.

Eritroblastlar

Fetiise ait CKKH (eritroblast) ¢ok ilgi ¢ekici
bir aday hiicredir, ¢linkii bir¢ok istenen ozellige
sahiptir. CKKH’nin smirli bir yasam siiresi
vardir.”' Eriskinde 5 giinden daha uzun siire
kalmazlar ve bu yiizden eriskin periferik kaninda
¢ok nadirdirler (hematolojik habis tlimorler
harig).” Eritroblastlar farkli bir sekle sahiptirler ve
gebelik  siliresince  anne  kaninda  siirekli
bulunurlar.’” Fetiise ait genleri iyi temsil ederler.
On bir haftalik fetiiste eritroblastlar kirmizi kan
hiicrelerinin yaklagitk %10’unu ve 19 haftalik
fetiiste ise %0.5’ini olugturur. Yani, gebeligin
birinci 3 aylik doneminde ve erken ikinci 3 aylik
donemde en fazla bulunan fetiise ait hiicre tipi
eritroblastlardir.”’® Tek cekirdeklidirler. Sl
¢ogalma yetenckleri nedeniyle, gebelik sona
erdikten sonra varliklarmi devam ettirme olasilig1
¢ok diisiiktiir. Olgunlagsmamus eritroid hiicreleri
karakterize eden yiizey antijenlerinin (CD71 ve
CD36) varligi, bu hiicrelerin zenginlestirilmesinin,
sadece HLA’s1t hakkinda bilgi sahibi olunan
giftlerle ~siirli  kalmamasina, aksine tiim
gebelerden zenginlestirilebilmesine imkan tanir.>*

Bianchi ve ark., eritroblastlar iizerinde ilk
odaklanan arastirma  grubudur.”® Bu grup,
transferrin  reseptor (CD71) ekspresyonu igin
‘flow-sorting” ve Y zinciri i¢in PZR kullandilar.
Zenginlestirme sonrasi, erkek fetiis tasiyan 8
hamile kadinin 6’sinda Y zinciri buldular.

Tennessee Universitesi, Memphis grubu daha
sonra eritroblastlar1 CD71’e gore ayrigtirmakla
kalmadi, aynm1 zamanda hiicre boyutu, hiicre
graniilaritesi ve glikoforin-A pozitifligine gore de
ayristirmada basarili oldular.”® Bir Y-6zgiil zincir
icin, kiimelenmis primerler (nested primer)
kullanilarak, akim ile ayrigtirllmig 6rneklerde 12
erkek fetiisten 12’si ve 6 disi fetiisten 5’1 dogru
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olarak teshis edildi.”

Bu grup, daha sonra ilk defa anne kan1 analizi
ile fetiise ait andploidinin dogum Oncesi tanisim
rapor ettiler. Kromozom-6zgiil problar kullanarak
FISH teknigiyle interfaz hiicrelerini analiz ederek
1991°de trizomi 18, 1992’de ise trizomi 21’i
saptadilar.”** Altmis dokuz anne kami Ornegiyle
yapilan baglangi¢ caligmasi, yalanci-pozitif higbir

sonu¢ olmamasiyla @mit vericiydi.' 2001°de
Choolani ve ark., biitin fetiise ait primitif
eritroblastlarin, annenin CKKH’1yla

karsilastirildiginda, epsilon-globin pozitif oldugunu
buldular.”” Cahismalarinda epsilon-globin’in fetiise
ait eritroblast isaretleyicisi olarak ¢ok yiiksek bir
Ozgiillige sahip oldugunu ve girisimsel olmayan
dogum Oncesi tan1 igin ideal olan hedef hiicre tipinin
fetlise ait primitif eritroblastlar  oldugunu
ispatladilar.

Gebelik Sonrasi Fetiise Ait Hiicrelerin
Varhgini Devam Ettirmesi

Bir 6nceki gebelikten kalan fetiise ait hiicreler,
anneye ait dolasimda varligin1 devam ettirebilir ve
bu da tamisal yanlisliklara neden olabilir. Bu
durum, o6zellikle kromozomal anomalili bir canli
dogum ya da daha sik olarak kendiliginden olan
diisik sonrasinda, andploid hiicreler anne
dolasgiminda  varliklarin1 ~ siirdiirmeye  devam
ederlerse oldukga biiyiik sorun yaratir. Bununla
birlikte, fetiise ait hiicreler dogumdan ¢ok yakin bir
zaman sonra dolasimdan hizla kaybolurlar.”
Hamilelikten 1 hafta sonra, erkek doguran 28
kadindan 26’sinda XFY ve SRY zincirleri
goriiliirken; 4 hafta sonra ise 23 kadindan sadece
2’sinde gozlendi.”™ Diger arastirmacilar da, Elias
ve ark. da dahil, benzer sonuglarla karsilastilar.”
Ancak Bianchi ve ark., fetiise ait hiicrelerin
dogumdan sonra olduk¢a uzun bir siire devam
edebilecegini rapor ettiler.

Sonraki bir calismada ise Lo ve ark. erkek
doguran 8 kadindan dogum sonrasi ardisik aldiklari
kan oOrneklerinde Y  zincirlerinin  analizini
yaptilar.' Sekiz kadimn timii fetiise ait DNA
zincirleri gosterdi, fakat fetlise ait DNA miktari
dogum sonras1 hizla diistii. iki saat sonra ise ¢ogu
kadinda DNA diizeyleri tespit edilemiyordu.
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Zenginlestirme Yontemleri

100.000 anneye ait hiicre (1 mL kan) basina en
fazla bir fetiise ait hiicre diistiglinii kabul eden
fikir birligi gbéz Oniline alindiginda; fetiise ait
kromozom anomalilerinin tespitine yonelik FISH
analizi yapabilmek i¢in, ka¢inilmaz olarak birtakim
hiicresel zenginlestirme yOntemlerine ihtiyag
duyulacaktir. Zenginlestirmenin altinda yatan
genel strateji, sadece fetiise ait hiicreleri i¢eren saf
bir 6rnek elde etmekten ¢ok, ¢cogunlugunu fetiise
ait hiicrelerin  olusturdugu bir oOrnek elde
etmektedir. Zenginlestirmeden sonra dahi ¢ogu
hiicreler anne kaynaklidir. Ancak %0.1 fetiise ait
hiicre siklig1 bile, kromozom 6zgiil problarla
yapilan FISH yontemiyle, fetiise ait andploidilerin
etkin analizine izin verir.”!

Zenginlestirme, genellikle ilk olarak dansite
gradiyenti (yogunluk farki) ya da protein ayirma
teknikleriyle yapilir.”>® Bazi gruplar, sadece ‘tekli
Fikol dansite gradiyenti’ ile gergeklestirilen nispeten
basit bir zenginlestirmeden sonra fetiise ait taninin
miimkiin oldugunu savunurken; diger gruplarin
¢ogu daha ileri zenginlestirme yontemlerinin gerekli
olduguna inanmaktadirlar.*"**

Baslangi¢ yaklagimi olarak, flow sitometri ya
da Manyetik Etkinlikli Hiicre Ayristirma Yontemi
“Magnetic  Activated Cell Sorting (MACS)”
kullanilabilir (Sekil 1).2*%° Her iki teknik de pozitif
seleksiyon (analizi istenen hiicrelerin secilmesi) ya
da negatif seleksiyon (analizi istenmeyen hiicrelerin
aleyhine se¢im) saglama kapasitesine sahiptirler.
Flow sitometrinin birgok ¢alismada faydali oldugu
ispatlanmustir, fakat bu teknoloji MACS’a gore daha
pahalidir ve kullanimu daha zordur.®

MACS’m alternatif bir kullaniminda ise, 50
nm’lik manyetik bilyeler ile birlestirilmis antikorlar,
zenginlestirilmek istenen hiicrelere dogru yoneltilir;
bu bilyeler (ki bunlarin istenen hiicre tipine
baglanmasi  beklenir), soliisyondaki hiicreler
gecerken manyetik bir alanda alikonulur (pozitif
seleksiyon). Sorgulanan antijenden yoksun olan
hiicreler ise, bilyelere baglanamazlar, manyetik
alanda tutulmazlar ve engelsiz gecip atilirlar.
Manyetik alanin serbest birakilmasindan sonra
bilyelere bagli hiicreler, artik bir sonraki analiz i¢in
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MACS
Ayirim Semasi

ilgi odag hiicreler
kiga hir inkihasvon o
basamagimda MACS |
mikrobonculklarla

Emﬂive igsareisiz |

hiicre karizin
MACS santrifiijiiniin
manyetik alamma

verlegtirilmis ayiric |

siitunlardan gecirilir.|

Manyetik olmayan |
Iasim toplamr,

Y

Ayiriel siitun ©
miknahstan uraklastriln.
Pozitif secilmis yani
ahkoyulan hiicreler
elde edilir.

Boncuk Konjugat Tipleri

10 10

Antilzor Mikroboncuk
FITC-Bagh Antikor
PE-bagh Antilior
Biyotinlenmis Antilcor
Streptavidin florokrom
Streptavidin Mikroboncuk

Sekil 1. MACS (Magnetic Activated Cell Sorting; Manyetik Etkinlikli Hiicre Ayristirma Yontemi) Semasi
(Sekil, ‘www.miltenyibiotec.com’ adresinden alinarak modifiye edilmistir.)

toplanabilir. Ayrica, bunun tersi de yapilabilir;
istenen hiicrelerin serbest gecisine izin verilip,
istenmeyen hiicrelerin manyetik alanda tutulmasi
saglanabilir.

MACS’1n avantaji, Floresan Etkinlikli Hiicre
Ayristirma Yontemi “Fluorescence Activated Cell
Sorting (FACS)” ile karsilastirildiginda daha ucuz
olmasi ve kullanimmim kolayligidir.*' Bahsedildigi
gibi, MACS fetiise ve anneye ait hiicreler
arasindaki fiziksel farklilik temeline dayanir.*"’
Diger bir zenginlestirme yaklasimi ise, MACS ile
birlikte yapilan zit akim teknolojisidir (Charged
flow separation; yiiklii akimla ayristirma teknigi).
Bununla birlikte, en wuygun zenginlestirme
yaklasimi heniiz belirlenememistir.”’
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Immiinolojik Bir Yéontemle Homozigot
a°-Talaseminin Dogum Oncesi Tamsi
Insanda o°-Talasemi, hem o, hem a, globin

genlerini  yok eden genis ‘delesyonlarin’
sonucudur. Homozigot durum O&liimciildiir ve
hastaliga yakalanan fetiisler, 23-38. haftalik iken
ya da dogumdan kisa bir siire sonra oOliirler. Hb
uretimi, HbBart’s (y4), Portland 1 ({,y,) ve ¢ok
diisiik miktarda Portland II ({y,y,) ile sinirhdir.
Portland I ve II'nin oksijene normal ilgisi vardir ve
gebeligin tiglincli 3 aylik donemine kadar fetiisiin
yasayabilmesini saglarlar.

HbBart’s Hidrops Fetalis Sendromu’nun ¢ok
stk goriilen anneye ait komplikasyonlar1 vardir;
pre-eklampsi, dogum Oncesi ve sonrasi kanama
gibi. Bu durumlar g6z oOniine alindiginda, Hb
Bart’s hastaliginda, dogum oOncesi tam ve selektif
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abortus (se¢ime bagli diisik) icin tibbi bir
endikasyon vardir.

Homozigot a°-talaseminin anne karninda
tanisimi koymak i¢in Bernini ve ark. tarafindan
uygulanan ek bir prosediir ve sonuglari: Bu
prosediir, Hidrops Fetalis Sendrom’lu bebeklerin
eritroblast ve eritrositlerinde normal o-globin
zincirlerinin -~ yoklugunu  immiinolojik  olarak
ispatlama temeline dayanmaktadir.®®

Yontemler: Gebeligin  10-12. haftalarinda
‘transservikal yolla koryonik villiis orneklemesi’
yapildi. Biyopsi materyalinin yikamalarindan anne
ve fetiise ait hiicre karisimi elde edildi. Insana ait
olmayan kontrol eritrositler 1/10 oranda eklendi ve
santrifiij ile ornekler hazirlandi. Tiim Grneklerde
mutlaka 10-100 tizerinde fetiise ait eritroblast ve
daha az fetiis eritrositi mevcuttu. Homozigot a°-
talasemili fetiislerin eritroblast ve eritrositlerini,
heterozigot ve normal bebeklerinkinden ve anne
hiicrelerinden ayristirmak igin Ornekler, insan o-
globin zincirlerine, y-globin zincirlerine, karbonik
anhidraz B’ye kars1 6zgiil poliklonal antiserum ile
tekli ve ¢iftli immiinfloresan teknigiyle test edildi.
Ayni zamanda fetiise ait dokulardan elde edilen
genomik DNA’nin analizi yapildi.

Sonuglar: Riskli 5 gebe, hem immiinfloresan
hem de standart DNA analizi yapilarak takip
edildi. Fetiise ait kirnizi kan hiicreleri, boyut ve
morfolojileri sayesinde kolayca tespit
edilebiliyordu. Ug gebeden alinan 6rneklerde
mevcut olan tim fetiise ait eritroblast ve
eritrositler,  anti-a-polipeptid  antiserum ile
reaksiyon vermediler. Bdylece a°-talaseminin
homozigot tasiyicilart olarak simiflandirildilar. o-
zincir antiserumu ile pozitif immiinfloresan
gosteren diger 2 fetlis ise normal ve heterozigot
olarak saptandi. DNA analizleri, immiinolojik
metotlarla elde edilen sonuglari aynen onayladi.®®

Sonu¢ olarak, insan a-globin polipeptidine
karsi 0zgil antikorlar kullanilarak, HbBart’s

Hidrops Fetalis’li bebeklerin eritroid hiicrelerinde
a-globin eksikligini gostermek miimkiindiir.
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Anne Kanindan izole Edilen Trofoblastlarda
B-Talasemi Mutasyonlarinin Saptanmasi

B-talasemi, kalitsal bir hemoglobin sentez
bozuklugudur. B-globin polipeptid zincirlerinin
belirgin azalmast ya da tamamen yoklugu ile
karakterizedir. B-talasemi, baslica 100’den fazla
bilinen nokta mutasyonlart sonucu meydana gelir.
Homozigot formu g¢ok ciddi olup, hayati tehdit
eden anemiye yol acar. Hastalar, ayhik kan
transfiizyonu ve giinliik selasyon ile ancak hayatta
kalabilirler. Bu yiizden, risk altindaki giftlerin ¢ogu
dogum Oncesi tam1 igin  bagvurmaktadirlar.
Giliniimiizde koryonik villus 6rneklemesi gebeligin
ilk 3 aymnda yapilarak DNA’daki mutasyonlar
saptanmaktadir.

Siklikla babaya ait mutasyon, anneye ait
mutasyondan farklidir. BoOyle durumlarda, eger
fetiisteki babaya ait allel rutin dogum oncesi tam
ile tespit edilirse ve anne kanindan izole edilen
trofoblastlarda saptanabilirse, bu sekilde ¢ok giizel
bir izleme sistemi olusacaktir.”’

Daha 6nce bahsedildigi gibi, Hawes ve ark.,
immiinmanyetik bir prosediirle trofoblast-reaktif
antikorlar1 kullanarak fetiise ait trofoblastlar1 anne
kanindan izole etmislerdir.® Aym grup, B-
talaseminin en sik  sebebi olan  nokta
mutasyonlarini anne kanindan elde etmis olduklari
trofoblastlarda saptayan ilk gruptur. Anne kani
orneklerini santrifiij ettikten sonra, monoklonal
antikorlar kullanarak trofoblastlar1 igaretlediler.
MACS ile bu isaretli hiicreleri kisa siirede
aynistirdilar.  B-globin  geninin  bulundugu 5’
bolgesi, PZR ile ¢ogaltildiktan sonra, Tek
Niikleotid  Primeri  Genisletilmesi  “Single
Nucleotide Primer Extension (SNUPE)” teknigiyle
mutasyonlar tespit ettiler. Boylece koryonik villiis
orneklemesi ile koyulan tamiyr dogrulamis
oldular.”

Trizomi 21’in Kiiltiire Edilmemis
Amniyositlerde FISH Teknigiyle Saptanmasi

Kromozom bozukluklarinin dogum Oncesi
tanisi, potansiyel anormal neticeleri yiiziinden,
kesinlik ve hiz gerektirir. FISH yontemi, dogum
Oncesi alinan kan 6rneklerinde interfaz sathasinda
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uygulanabilecegi i¢in amniyositlerin  kiiltiire
edilmesine gerek kalmaz ve zamandan kazang
saglanir.”” FISH yontemi kullanilarak, kiiltiire
edilmemis amniyotik ornekler, X, Y, 13 ve 21
kromozomlarina 6zgiil olan problarla test edilmis
ve genel olarak andploidiler %73.3, trizomi 21 ise
%63.3 oraninda saptanabilmistir.”' Davies ve ark.,
kiiltiire edilmemis amniyositlerde trizomi 21’1
tespit etmek ig¢in, Uclii-kozmid kontig (242c)
kullanarak FISH uyguladilar.”® Hibridizasyon
kompleksleri, iki farkli florokrom sistemiyle
olusturuldu. Sadece ikili sinyaller gercek sinyal
olarak kabul edildi. Elde ettikleri sonuglara gore,
bu metotla trizomik orneklerin normal olarak
degerlendirilmesinin ¢ok diisiik bir ihtimal oldugu
ortaya ¢ikti.

Maternal Plazma ya da
Serumda Fetiise Ait DNA
Onceleri, analiz icin elde edilecek olan fetiise
ait DNA’nin, c¢ekirdek iginde mevcut oldugu
diistincesi hakimdi. Lo ve ark., maternal plazma ya
da serumda hiicreden bagimsiz DNA’nin var
oldugunu ve analizinin miimkiin oldugunu
gosterdiler.®"””” Anne kanindaki fetiise ait DNA,
dogumdan hemen sonra temizlenir.”? Bischoff ve
ark., benzer olarak heterozigot fetlis (Dd) tasiyan
Rh-negatif kadin (dd)’larin serumunda Rh(D)
DNA’nin mevecut oldugunu gosterdiler.”* Anne
plazmasindaki fetiise ait DNA diizeyi Onemli
miktardadir ve aragtirmacilarin fetiisiin cinsiyetini
belirleyebilmelerine imkan tanmir.”’® Rijnders ve
ark., 21-hidroksilaz eksikligi gibi X’e bagh
hastaliklar igin risk tasiyan kadinlarda, fetiis
cinsiyetini ~ tespit etmede bu  metodun
kullanilabildigini gosterdiler.”®

Fetiise Ait Hiicre Kiiltiirii

Anne kaninda ¢ok az fetlise ait hiicre
bulundugu igin, hiicre dist DNA’nin analizde
kullanilmasi fikrine ihtiya¢ duyulmustur. Uygun
olarak ele gecirilen hiicrelerin bu kadar az olmasi,
bu hiicrelerin segici olarak kiiltiire edilebilme
yetenekleriyle telafi edilebilir. Ciinkii, kiiltiir
sayesinde analiz i¢in elde var olan hiicre sayisi
arttirllmus olur. Farkli hiicre ¢esitlerinin mitojenik
uyartya farkli cevap verdigi iyi bilinmektedir.
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Dolayisiyla, anne kan 6rneklerinde anneye ait kok
hiicreler de var olduklar1 i¢in anneye ait hiicreleri
uyarmaksizin, se¢ici olarak fetiise ait hiicre
biiyiimesini uyaran tekniklere ihtiyag vardir.’'

Bazi ¢alisma gruplari, anne kan 6rneklerinden
fetlise ait hiicreleri kiiltlire etmede basarili
olduklarmi rapor ettiler.””*® Valerio ve ark., 5640
tane Olglilen hiicre arasindan 84 fetiis ait hiicre
(trizomi 18) kaydettiler.** Ancak, fetiise ait hiicre
kiiltiirine  iligkin evrensel bir basar1 heniiz
bildirilmemistir. Chen ve ark., basar1 elde
edemediler ve genel olarak elde ettikleri sonuglar,
Valerio ve ark. tarafindan rapor edilenler kadar
etkin olmad:.®"**

Bilinen fetiis hiicrelerinin biiylimesine imkan
taniyan kiiltiir teknolojisini kullanmalarina ragmen,
fetiise 6zglil DNA zincirlerini saptayamayan Huber
ve ark.nin calismalarindan sonra, arastirmacilarda
fetiise ait hiicre kiiltlirliiniin giivenilirligine iliskin
endise uyandi.”’ Fetiise ait hiicre kiiltiiriiniin, fetiis
hiicrelerinin analitik incelenmesinin bir pargasi
haline gelebilmesi i¢in ek ¢caligmalara ihtiyag vardir.

Fetiise Ait Hiicre Kimerizmi
Fetlise ait hiicreleri saptamada ve analiz
etmede baslangigtaki amag, birincil olarak etkin,
girisimsel olmayan dogum oOncesi takip ve tam
protokollerinin gelistirilmesine yonelikti. Ancak
bir¢cok grubun caligmalarinin neticesinde, hiicresel
ve fizyolojik bilgilerdeki artig, anne kaninda
bulunan fetiise ait hiicrelerin anne sagligl
tizerindeki etkisine iliskin merak uyandirici ve

beklenmedik bilgilere ulagilmasini sagladi.

Daha onceleri de bahsedildigi gibi, dogum
sonras1  fetlise ait hiicrelerin  varliklarim
sirdiirmeleri endise vericidir, ¢iinkii tanisal
hatalarla sonuglanabilir.*' Erkek bebek dogumunun
ardindan, 1-5 sene boyunca anne kaninda erkek
lenfositlerinin varliklarini stirdiirdiigii
ispatland1.**® Bianchi ve ark., flow sitometri
kullanarak annede dogum sonrasi 27 yil kadar
uzun bir siire fetiise ait hiicrelerin varligim1 devam
ettirebilecegini  gosterdiler.’ Bu  hiicreler,
cekirdekli eritrosit olmayip, lenfoid ya da miyeloid
progenitorlerdi.

Dolayisiyla, her ne kadar ¢ok kiiciik sayida ve
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farkli evrelerde olsa bile, fetiise ait hiicrelerin
devam etmesine dayanarak, dogumu takiben diisiik
dereceli bir kimerik durumun var oldugu
sOylenebilir (Kimera: Birden fazla zigottan koken
almig, genetik olarak farkli hiicre popiilasyonlarina
sahip bir birey).

Nelson, fetiise ait hiicre mikrokimerizminin
otoimmiin hastaliklarda rol oynadig: hipotezini 6ne
siirdi. Bilindigi gibi, otoimmiin hastaliklarin
siklig1 kadinlarda ¢ocuk sahibi olma dénemlerinin
ardindan artmaktadir. Sklerodermali kadinlarin
periferik kaninda, saglikli kiz kardesleriyle ve
normal kontrol gruplariyla karsilastirildiginda,
belirgin olarak artmis miktarda erkek fetiise ait
DNA bulunmustur.”’ Boylece, dogumun ya da
kendiliginden bir diisiigiin sonucu olan fetiise ait
hiicre mikrokimerizmi, sklerodermanin etiyoloji-
sinde rol oynayabilir. Artlett ve ark., sklerodermali
kadmlarin deri biyopsilerinde erkek lenfositlerini
gosterdiler ve etkilenmis annelerin baska farkli
organlarinda da erkek hiicrelerini saptadilar.**"’

Diger  taraftan, anneye ait  hiicre
mikrokimerizmi, erkeklerde sklerodermanin neden
nadir goriildiiginii de aciklayabilir. DNA
polimorfizmi  gosteren gobek kordonu kan
ornekleri galigilarak fetiise ait dolasimda az sayida
anneye ait hiicrenin tespit edildigi ortaya
konmustur.*®*° iki yonlii fetiis/anne hiicre trafigi,
hastaliklarin  patogenezini anlamamizda kayda
deger 6nemi olabilecek bir olgudur.**"*

Yeni Calismalar
1998 yilinda, Leung ve ark., preterm dogum
riski olan gebelerde fetlise ait serbest DNA
seviyelerinin anne kaninda arttigim1 ve fetlise ait
DNA konsantrasyonuna bakilarak, ger¢ek ve
yalanci  preterm  dogum  eyleminin  ayirt
edilebilecegini rapor ettiler.”

2000 yilinda, Tutschek ve ark., anne kanindan
fetiise ait hiicrelerin klonal
yogunlagtilar.’® On iki saghkli gebe kadinin
periferik kanindan saf fetiise ait koloniler elde
etmek icin, fetiis hematopoetik hiicrelerinin klonal
in-vitro ekspansiyonu (yayilimi) ve saf kolonilerin
mikromanipiilasyon  ve  floresan = PZR’sini

kiltiri tizerine
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kullandilar. Rastgele secilmis 2966 koloniden 42’si
fetlise ait ve diger hiicreleri iceriyordu. Dort
kadinda, herbiri saf fetiis hiicresi iceren 2-4 koloni
saptandi. Bu sekilde, anne kanindaki fetiise ait
hiicre sayisinin azligina ragmen, analiz i¢in birgok
hiicre elde edilmis oldu.

Yine 2000 yilinda, Poon ve ark., Down
Sendromlu fetiis tasiyan 3 gebe kadinin plazma
orneklerinde FISH teknigi ile 3 tane kromozom-21
sinyali gosteren fetiise ait hiicre tespit ettiler.”
Pahali  ‘fetiise  ait hiicre  zenginlestirme
ekipmanlari’na ihtiya¢ duyulmadan, basit bir
prosediirle, annenin plazma analiziyle fetiise ait
kromozom andploidilerinin saptanabilirligini bir
kez daha gostermis oldular.

2001 yilinda, Honda ve ark., anne serumunda
PZR  analizi  yaparak fetlis cinsiyetinin
belirlenebilecegini rapor ettiler.”® Aymi  yil
Rodriguez de Alba ve ark., fetiise ait CKKH
sayistmin ilk 3 gebelik ayindan ikinci 3 aylik
déneme gegince arttigimi bildirdiler.” Giivenilir bir
dogum Oncesi tan1 i¢in optimum haftanin 15. hafta
civarl oldugunu rapor ettiler. 2002’de Gussin ve
ark., gebe olmayanlarla karsilastirildiginda gebe
kadinlarin periferik kanlarinda primitif endotelyal
oncil hiicrelerin olup olmadigimi ve bu 6nciillerin
fetiis kaynakli mi1 yoksa anne kaynakli mu
oldugunu saptamaya calistilar.”® Hiicre kiiltiirii ve
FISH kullandiklar1 ¢aligmalar1 sonucunda, primitif
endotelyal onciil hiicrelerin ¢gogunun gebe kadinda
ikinci 3 aylik donemde var oldugunu ve bunlarin
maternal kaynakli oldugunu tespit ettiler. 2002°de
Hoesli ve ark., bu ¢alismadan yola ¢ikarak preterm
dogum riski olan gebelerde, fetiis DNA’sinda
oldugu gibi fetiise ait hiicrelerde de bir artig olup
olmadigini arastirdilar.”” Sonug olarak, prematiir
dogum riski olan ya da preterm dogum yapan
gebelerde fetiise ait  DNA’nmin  aksine
eritroblastlarda belirgin bir artis olmadiginm tespit
ettiler. Yine 2002’de Merchant ve ark., otomasyon
ile incelenen fetiise ait hiicre sayisinin
arttirilabilecegini,  sonugta  duyarliigm  da
yiikselecegini diistindiiler.'” Fetiise ait hiicrelerin
otomatik  taranmasi  amaciyla  bilgisayarl
mikroskopik teknikler kullandilar. Ancak su an
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icin otomatik mikroskop sisteminin fetiise ait hiicre
taranmasinda kullanilmasi ticari a¢idan miimkiin
degildir.

2003’te O’donoghue ve ark., birinci 3 aylik
gebelik doneminde mezenkimal kok hiicreleri anne
kanindan elde edebilmek igin optimal protokolii
kullandilar."®" Bu hiicrelerin fetiise ait oldugunu
FISH, immiin fenotipleme yaparak ve osteojenik
ve adipojenik farklilagmalarina bakarak
dogruladilar. Sonug olarak, fetlise ait mezenkimal
hiicreleri anne kanindan izole ettikleri halde; bu
hiicrelerin dogumun cerrahi olarak
sonlandirilmasindan sonra anne kaninda ¢ok az
miktarda bulunduklarina dayanarak, girisimsel
olmayan dogum Oncesi tanida  rollerinin
olamayacagini rapor ettiler.

Sonuc¢

Fetiise ait hiicreler anne dolasiminda yer
alsalar da, ¢ok diisiik sayidadirlar. Bu hiicreler
anneye ait hiicrelerden farkli 6zellik ve antijenite
gosterirler ve elde edilip incelenmeye uygundurlar.
Ayrica, bircok bulgu bu hiicrelerin sistemik
hastaliklarin  patogenezinde biiyilk oranda rol
oynayabilecegini diisiindlirmiistiir. Bununla
birlikte, embriyon ya da fetiise ait sitogenetik ve
mendelian bozukluklarin takip ve tanisinda, fetiise
ait hiicrelerin biiyilk vaatlerinin ve giiglii
potansiyel faydasimmin oldugu ileri siirlilmiistiir.
Ancak, bircok merkez ve arastirmaci, anne
dolagimindan fetiise ait hiicre ve DNA’nin elde
edilmesi ve degerlendirmesinde uygun, etkin bir
protokol gelistirmeyi basaramamislardir. Dogru ve
girisimsel olmayan dogum Oncesi tanida ve
hastalik sebeplerini belirlemede yiiksek potansiyeli
sebebiyle,  fetlise  ait  hiicrelerin  klinik
uygulamalarda  kullaniminda  giivenilir  ve
ekonomik modellerin gelistirilmesi icin
arastirmalar devam etmekte ve desteklenmektedir.
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