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OZET

KONJENITAL ANOMALI PRENATAL TARAMALARINDA BiR BELIRTEC OLARAK
MIiRNA PROFILININ BELIRLENMESI

Genetik defekt, kromozomal anéploidi ve yapisal dogum kusurlarini tanimlamak igin
tarama testleri Onerilmektedir. Birinci ve/veya ikinci trimesterde anoploidi risk
degerlendirmesi yapmak icin sonografik ve maternal serum bazli secenekler mevcuttur. Ayrica
prenatal tanmi icin koryon villus biyopsisi, amniyosentez gibi invasiv tani1 yontemleri
kullanilmaktadir ve bu yontemler fetus icin somut bir risk tasidigindan, 6zellikle genetik
hastaliklarin dogru, kolay kullanilabilir ve noninvaziv prenatal tani testi gerekliligi artmaktadir.
Bununla birlikte, son yillarda, fetal kromozomal andploidilerin noninvaziv prenatal tanisinda,
dolasimdaki fetal niikleik asitler timit vaat eden molekiiller haline gelmistir. Bu nedenle
miRNA’larin bu alanda kullanilabilirligini sorguladigimiz bu g¢alismada, konjenital anomalili
fetus tasidigl saptanan 14 gebe hasta grubu olarak, tarama testi sonucunda riskli grup olarak
belirlenen 16 gebe ve risk tasimadig1 belirlenen 13 gebe kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil
edildi. Maternal plazma ve amniyotik siv1 6rneklerinden izole edilen miRNA ekspresyonlarinin
analizi qRT-PCR ile gerceklestirildi. Hasta grubuna ait maternal plazmasinda, kontrol grubuna
kiyasla hsa-miR-629-5p 2 kat (p=0,008), hsa-miR-320c 1,22 kat (p=0,042), hsa-miR-21-5p 1,27
kat (p=0,019), hsa-let-7c-5p 1,56 kat (p=0,022), hsa-miR-98-5p 1,43 kat (p= 0,034), hsa-miR-
486-5p 1,49 kat (p=0,03), hsa-miR-4732-5p 1,79 kat (p=0,04) ve hsa-miR-181a-5p 1,61 kat
(p=0,045) arttig1 bulundu. Bu veriler dogrultusunda miRNA'larin, 6zellikle Down sendromunun
noninvaziv prenatal tanisinda énemli bir yere sahip olabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: MikroRNA, Prenatal tani, Gebelik, Konjenital anomali, Trizomi 21,

Damisman: Prof. Dr. Liiliifer TAMER, Mersin Universitesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dals,
Mersin.



ABSTRACT

DETERMINATION OF miRNA PROFILE AS A BIOMARKER IN PRENATAL SCREENING
OF CONGENITAL ANOMALY

Screening tests are recommended to identify genetic defects, chromosomal aneuploidies, and
structural birth defects. Sonographic and maternal serum-based options are available for risk
assessment of aneuploidy in the first and/or second trimester. Also, invasive diagnostic
methods, such as chorionic villus biopsy and amniocentesis, are used for prenatal diagnosis, and
true, easy to use and non-invasive prenatal diagnostic test, especially for genetic diseases,
requirement is increasing, because these methods carry a tangible risk to the fetus. However, in
recent years, circulating fetal nucleic acids have become promising molecules in the noninvasive
prenatal diagnosis of fetal chromosomal aneuploidies. Therefore, in this study, which we inquire
about the usability of miRNAs in this area, 14 pregnant patients who were found to carry a fetus
with congenital anomalies as patient group, and 16 pregnant women who were identified as
risky group and 13 pregnant women whose risk was not identified as a result of screening test
as control group were included in the study. Analysis of miRNA expressions, isolated from
maternal plasma and amniotic fluid samples, was performed by qRT-PCR. It was found that hs-
miR-629-5p 2 fold (p=0.008), hsa-miR-320c 1.22 fold (p=0.042), hsa-miR-21-5p 1,27 kat
(p=0,019), hsa-let-7c-5p 1,56 fold (p=0.022), hsa-miR-98-5p 1.43 fold (p=0.034), hsa-miR-486-
5p 1.49 fold (p=0.03) hsa-miR-4732-5p 1.79 fold (p=0.04) and hsa-miR-181a-5p 1.61 fold
(p=0.045) increased when patient group’s maternal plasma compared to the control group’s
one. In the direction of this data, we think that miRNAs may have an important place in the
noninvasive prenatal diagnosis especially in Down syndrome.

Keywords: MicroRNAs, Prenatal diagnosis, pregnancy, Congenital anomaly, Trisomy 21

Advisor: Prof. Liiliifer TAMER, Department of Medical Biochemistry, University of Mersin,
Mersin.
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1. GIRIS

Konjenital anomaliler, diinya genelinde hastalik ylikiiniin 6nde gelen nedenleri arasinda
ilk 20 icerisinde yer almaktadir. Bununla birlikte 6lii dogumlarin ve neonatal 6liimlerin de
onemli bir nedeni olarak gosterilmektedir [1,2]. 1972 yilinda Diinya Saghk Orgiitii (WHO)
tarafindan konjenital anomalinin tanimi, dogumdaki yapisal kusurlarla sinirlandirilmis ve
sadece konjenital malformasyon terimi kullanilmistir. Ancak giiniimiizde konjenital bozukluk,
dogumsal kusurlar, konjenital malformasyon veya konjenital anormallik olarak da adlandirilan
konjenital anomaliler, WHO tarafindan 2012'de yayinlanan bilgi formuna gore, “dogum aninda
mevcut metabolik bozukluklar da dahil olmak iizere dogum sirasinda veya intrauterin yasam
sirasinda tanimlanabilen yapisal veya fonksiyonel anomaliler” olarak tanimlanmaktadir [2-4].

Konjenital anomalilerin paterni ve prevalansi, zaman icerisinde veya cografi konuma
gore degisebilmekle birlikte kiiresel dogum prevalanst % 2-3 civarindadir. Konjenital
anomaliler; Kklinik, etiyolojik ve patogenetik kriterlere gore siniflandirilabilmektedir [5,6].

Konjenital anomaliler hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde yenidogan
olimlerinde o6nemli bir neden olusturmaktadir. 2013 yilindaki Global Hastalik Yiiki
Calismasi’'na gore bes yasin altindaki ¢cocuklarda mortalitenin ilk on nedeni arasinda konjenital
anomalilerin oldugu gosterilmistir. Ancak, konjenital anomaliler, yiiksek gelirli iilkelerde
ozellikle bu yas grubundaki ¢ocuk 6liimlerinin énemli bir nedeni sayilirken, diistik ve orta gelirli
tilkelerde, enfeksiyon ve malnutrisyon gibi perinatal nedenlere gore 6liim oranlarinin diisiik
olmasina orantili olarak prevalansi diisiiktiir. Bu nedenlere ek olarak, bu hastaliklarin yonetim
maliyeti oldukca yiiksek oldugundan halk saghginin 6ncelikli baghklar1 altinda
sayllamamaktadirlar. Ayrica 6limciil olmayan c¢esitli anomalilerle dogan cocuklarin sayilari
konusunda da yetersiz veri bulunmaktadir [7-11].

Konjenital anomali nedenleri, enfeksiydz, genetik veya cevresel kaynakli olabilecegi gibi,
bunlarin  kombinasyonlarindan  olusan  multifaktérler = de  konjenital  defektleri
indiikleyebilmektedir. Konjenital anomali etiyoloji tespiti biiylik oranda yapilamamakla birlikte
en sik karsilasilan ve tespit edilebilen nedeni genetiktir. Kromozom anomalileri, 1 yasindan
once teshis edilebilen major konjenital anomalilerin yaklasik % 15'ini olusturur ve perinatal
6limlerin % 25'inde goriilmektedir [2,12]. Andploidi, klinik olarak kabul edilmis gebeliklerin %
3 ila % 4'liinde ortaya c¢ikan ve klinik sitogenetikte en sik goriilen kromozom anomalisi olarak
kabul gormektedir. Andploidinin en o©nemli nedeni olan kromozomlarin ayrilmamasi
(nondisjunction), hem mitoz hem de mayozda ortaya ¢ikabilmektedir, ancak mayoz béliinmede
daha sik gozlenmektedir. Bu durum s6z konusu oldugunda, bir cift kromozom anafazda tek

kutba aktarildigindan, bir gamet kromozom ciftinin her iki iyesine sahip iken diger bir gamet
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bu kromozom ciftini icermemektedir. Doéllenmeden sonra, embriyo ekstra bir tciinci
kromozomu barindiriyor ise trizomi veya normal kromozom c¢iftinden yalnizca birine sahip ise
monozomi olarak adlandirilmaktadir. Kromozom sayisindaki anormalliklere neden olabilecek
diger bir durum olan anafaz gecikmesinde ise, bir kromozom, anafaz sirasinda homolog
kromozomu kadar hizli hareket edemez ve kaybolur. Genellikle bu kayip, bir 6ploid ve bir
monozomik (or. 45, X0 / 46, XX) mozaik hiicre popiilasyonuna yol agmaktadir [13].

Ozellikle az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde énemli bir sorun olmaya devam eden
konjenital anomalilerin erken tanisi ve daha kapsaml tetkik ve tedavilerin yapilmasina olanak
saglamasi acisindan antenatal takiplere erken haftalarda baslanmasi gerekliligi 6ne ¢ikmaktadir
[6,14]. Bu nedenle, sonuclarin erken gebelik yasinda verildigi ve noninvaziv bir yontem
olmasindan dolayi birinci trimester tarama testi, biitiin gebelere uygulanan bir yontem olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Gebelikte yapilan noninvaziv tarama yontemlerinin amaci,
genis bir populasyonu tarayarak anomalili fetusleri erken doénemde saptamak ve invaziv
girisimlerin mimkiin oldugunca kullanim oranlarimi azaltmaktir. Ancak fetusiin andploidi ve
diger kromozomal anomalilerini saptamak ve fetal hiicreleri elde etmek i¢in invaziv girisimler
gerekmektedir. Amniyosentez ve koryonik villiis érneklemesi gibi islemler nedeniyle fetal kayip
(abortus, 6lii dogum), fetal ekstremite anomali riskleri artmaktadir. Bu nedenle ayni spesifite ve
sensitiviteye sahip noninvaziv tekniklere olan ilgi ve gereklilik giderek artis géstermektedir [14-
18].

Prenatal tani istemlerinin en sik sebebi, ilerlemis maternal yasla iliskili olan Trizomi
21'dir. Tim gebelere onerilen birinci trimester kombine tarama testlerinde risk hesaplamasi,
maternal yas, sonografi ile belirlenmis ense kalinligi1 (Nuchal translucency=NT) ve iki serum
belirteci olan gebelik iliskili plazma proteini-A (PAPP-A) ve serbest beta hCG (serbest 3-hCG)
6lciimiine dayaldir. Yaklasik % 85-90 tespit oranina karsilik % 5-9’luk yanlis pozitiflik orani
olmasina karsin testlerin tani gilici bulunmamaktadir [16-20]. Bununla birlikte, plasental
proteinlerin analizlerine dayandirilarak yapilan ve olasilik skoru veren bu noninvaziv testler
yerine Kkesin bir tani saglayan ve maternal plazmada bulunan fetal DNA ve RNA'nin
hedeflenmesi ve analizine olanak saglayan tekniklerin kullanimi, noninvaziv prenatal teshis
alaninda giderek artis géstermektedir [19-21].

Noninvaziv prenatal tani konusunda yapilan son ¢alismalar, mikroRNA’larin (miRNA)
umut verici molekiiler belirteglerin baska bir simifin1 temsil ettigini diisiindiirmektedir.
miRNA'lar, gen ekspresyonunun Kilit posttranskripsiyonel diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikan,
kiiciik, 18-22 niikleotid uzunlugunda, protein kodlamayan RNA ailesidir (21). Son yillarda
plasenta-spesifik miRNA’lar ile ilgili calismalar artmis ve bununla birlikte bu miRNA’larin
ekzozomlar ya da sinsityotrofoblastlar tarafindan maternal sirkiilasyona katilimi gosterilmistir

[22]. Ayrica miRNA'larin olduk¢a stabil olmasi ve gergcek zamanli kantifikasyona olanak
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saglamasi nedeniyle, bu molekiilleri noninvaziv tanisal amach kullanilmak iizere ideal bir aday
yapmaktadir [23, 24].

Bu nedenle bu ¢alismada, konjenital anomalilerde, miRNA’larin amniyon sivisi ve maternal
plazmadaki korelasyonunun degerlendirilmesiyle, konjenital anomali prenatal tamisinda

noninvaziv bir belirte¢ olarak miRNA profilinin olusturulmasi1 amac¢lanmaktadir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Konjenital Anomaliler

Konjenital bozukluk, dogumsal kusur, konjenital malformasyon veya konjenital
anormallik olarak da adlandirilan konjenital anomaliler, dogumda, potansiyel olarak bir bebegin
sagligini, gelisimini ve / veya sag kalimi etkileyen prenatal kaynakli kosullar1 tanimlayan bir
terimdir [3]. Konjenital anomaliler, intrauterin yasam sirasinda ortaya ¢ikan ve prenatal olarak
tanimlanabilen dogumda veya daha sonra isitme bozukluklari gibi nedenlerle bebeklik caginda
da saptanabilen yapisal veya fonksiyonel anomaliler (6rnegin, metabolik bozukluklar) olarak
tanimlanmaktadir [2]. Bu yapisal ve fonksiyonel anomaliler, tekli defekt veya bir grup kusuru
birlikte iceren ¢oklu defekt seklinde de ortaya cikabilmektedir. Konjenital anomalilerin ¢ogu,
ayni fenotipik goriiniime sahip olmalarina ragmen, nedenleri ve patogenetik yollar1 birbirinden
oldukga farklilik gostermektedir. Dolayisiyla, dogumsal kusurlar veya genetik bozukluklarin
goruldigii durumlarda, gebeliklerin yaklasik % 3 ile % 5'inde daha karmasik bir siireg
goriilmektedir [25]. Bu nedenle tanisal islem genellikle uzun ve zor olup, anamnez, fenotip
analizi, goruntileme ve laboratuvar testleri de dahil olmak iizere uzun sireli takip
gerektirmektedir [26,27]. Ayrica hastalik tipine gore siddeti de onemli oOlciide farklilik
gostermektedir. Bazi konjenital anomaliler, spontan abortus, 6lii dogum veya erken postnatal
dénemde goriilen 6liim ile iligkilidir [25].

Konjenital anomaliler bebek 6liimlerinin en 6nemli nedenleri arasinda sayilirken ayni
zamanda, ¢ocukluk caginda goriilen 6liimlerde de baslica sebep olarak gosterilmektedir [28].
2015 yilindaki global yenidogan 6liim nedenleri arasinda ilk beste olan konjenital anomalilere
bagl global 6liimler, 1990 yilinda 750.6 bin iken 2013 yilinda 632.1 bine gerilemistir ve yasa
bagh olarak standardize edilen 6liim oranlan ise sirasiyla 100.000'de 11.0 ve 8.7 olarak
belirlenmistir (Sekil 2.1) [2,28]. Ancak konjenital kalp anomalileri (323.4), noral tip defektleri
(68.9), Down sendromu (36.4) ve kromozomal yeniden diizenlenmeler (17.3) gibi 6liimciil
konjenital anomalilerin alt tiplerine bagh 6liimlerin 2013 yilinda bile hala binlerce kisi oldugu
tahmin edilmektedir. Diger konjenital anomalilerin az da olsa sagkalim etkisi bulunmaktadir

[28].
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® Konjenital anomali

® Erken dogum

» Dogum asfiksisi ve
dogum fravmasi

¥ Yenidogan sepsisi

¥ Diger nedenler

Sekil 2.1. Diinyada 2015 yilinda sayis1 2.68 milyon olan yenidogan 6liimiiniin nedenleri [2].

2.1.1. Konjenital Anomali Sebepleri ve Risk Faktorleri

Konjenital anomalilere bir veya daha fazla genetik bozukluk, besinsel, enfeksiyoz veya
cevresel faktor sebep olmakla birlikte, tiim konjenital anomalilerin yaklasik % 50'sinin kesin

nedenlerinin belirlenmesi glictiir [2].

Genetik faktorler

Genler bircok konjenital anomalide 6énemli rol oynamaktadir. Bu durum, anomaliyi
kodlayan kalitsal genler yoluyla veya mutasyon sonucu genlerdeki ani degisiklikler sonucu
ortaya cikmaktadir [2].

Akraba evliligi, nadir gortilen genetik dogumsal anomalilerin yayginhgini arttirdig: gibi
ayni zamanda yenidogan ve ¢ocukluk ¢agi 6liimii, engelli ve diger anomalilerin oranini iki katina
¢ikarmaktadir. Nadir goriilen bazi genetik mutasyonlarin prevalansi etnik topluluklarda oldukga

yuksektir [2].
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Sosyoekonomik ve demografik faktorler

Diistik gelire sahip olmak konjenital anomalilerin dolayli bir belirleyicisi olabilir ki
nitekim kisith kaynaga sahip aileler ve iilkelerde daha yiiksek siklikta goriilmektedir. Major
konjenital anomalilerin % 94'lniin diistik ve orta gelirli lilkelerde ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir.
Dolayli ancak yiiksek riske sahip olan bu faktoér, gebelerin yeterli ve besleyici gidalara erisim
olasiliginin az olmasi, ajanlara veya enfeksiyon ve alkol gibi faktorlere daha fazla maruz kalma
durumu, saglk bakimina ve prenatal taramaya erisim olasilifinin daha diisiik olmas ile
iliskilendirilmektedir. Diisiik gelir ile iliskili olan bu faktdrlerin, anormal prenatal gelisim
insidansini indiikleyebilecegi veya arttirabilecegi bildirilmektedir. Bununla birlikte, asilama,
temel gidalarin gli¢lendirilmesi veya takviye yoluyla yeterli miktarda folik asit veya iyot alimy,
antenatal bakimin yeterli olmasi gibi etkenlerin bazi konjenital anomalilerin 6nlenebilir hale
gelmesinde 6nemli bir role sahip oldugu ileri siiriilmektedir [2].

Anne yas1, anormal intrauterin fetal gelisim icin bir risk faktériidiir. Ileri anne yasi,

Down sendromu da dahil olmak {izere kromozomal anomalilerin riskini arttirmaktadir [2].

Cevresel faktorler

Bazi pestisitlere ve kimyasal maddelere, ayrica belirli ilaglara, alkol], tiitiin ve radyasyona
gebelik sirasinda maruz kalma, konjenital anomalilere sahip fetus veya yenidogan riskini
artirabilmektedir. Atik alanlarinda, fabrikalarda veya madenlerde ¢alismak veya yasamak,
annenin diger cevresel risk faktorlerine veya beslenme yetersizliklerine maruz kalmasi

durumunda bir risk faktori olabilmektedir [2,29].

Enfeksiyonlar

Frengi ve kizamikeik gibi gebelik sirasinda yasanan enfeksiyonlar, diisiik ve orta gelirli

tilkelerde konjenital anomalilerin 6nemli bir nedenidir [2].
Anne beslenme durumu
Maternal folat eksikligi, noral tiip defekti olusum riskini arttirabilecegi gibi, asir

miktarda A vitamini aliminin da embriyo veya fetusiin normal gelisimini etkileyebilecegi

bildirilmektedir [2].
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2.1.2. Siniflandirmasi

Yenidoganin yasam Kkalitesini, fiziksel, sosyal ve saglik durumunu etkileyen anomaliler
"major" anomaliler olarak tanimlanmaktadir. Major anomaliler, klinik Kkriterlere dayanarak,
tibbi veya cerrahi tedaviye ihtiya¢ duyan fonksiyon bozukluguna neden olan morfogenetik
bozukluklardir. Buna karsilik, "min6ér" anomaliler, kisa ya da uzun vadede yenidogan saghgina
¢ok az ya da hig¢ etkisi olmayan anomaliler olarak tanimlanmaktadirlar. Minér anomaliler
(dogum prevalansi<% 4) veya fenotipik varyantlar (dogum prevalansi>% 4) fonksiyon
bozukluguna neden olmayan ve tibbi destek gerektirmeyen kusurlardir [5,30].

Konjenital anomalilerin nedenleri biiylik 6lciide degisiklik gostermekle birlikte bircok

anomali tanimlanmamis etiyolojiye sahiptir (Tablo 2.1)[5].

Etiyolojik kriterlere dayanarak,

- Malformasyonlar, genetik kokenli olup gelisim siirecinin intrinsik hatalarindan
kaynaklanan primer morfogenetik defektlerdir;

- Distrupsiyon’lar (sekonder), cevresel faktdrlerin, normal gelisimsel siirece miidahalesi
sonucu, organ veya doku gibi gelisim alanlarinda global bir bozulma veya spesifik bir hasar
seklinde ortaya ¢ikmaktadir;

- Deformasyonlar, fetal gelisim sirasinda harici bir kaynagin neden oldugu mekanik
kompresyona (amniyotik bantlar, eslestirme, uterin malformasyonlar ve kiitleler) bagh olarak

ortaya ¢ikmaktadir [5].

Patogenetik Kkriterlere dayanarak,

- Sendromlar, tek bir etiyolojik faktérden kaynaklanan, tiim yapisal defektlerin
gorildiigl ¢oklu anomali modeli olarak tanimlanmaktadir;

- Sequence’lar, sekonder defektler zincirini tetikleyen bir baslangi¢ olayindan
kaynaklanan dismorfogenetik siire¢lerin olusturdugu kaskad ile karakterize edilmektedirler;

- Assosiyasyonlar, herhangi bir etiyolojik veya patogenetik korelasyon bulgusu
olmaksizin farkli defektlerin rastgele beklenenden daha yiiksek frekansta bulunmasidir;

- Displaziler, spesifik dokularda goriilen hiicrelerin anormal yerlesmesi sonucu olusan

yapisal defektlerdir [5].
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Tablo 2.1. Konjenital malformasyonlarin etiyolojik siniflamasi [5].

Birincil (Genetik)

Kromozom anomalileri Sayisal (Poliploidi, polizomi, monozomi)
Yapisal (Delesyon, duplikasyon, insersiyon,
translokasyon)

Monogenik Nokta mutasyonlar1 (Nonsense, missense,

cerceve kaymasi)

Dinamik mutasyonlar (Uclii amplifikasyon)

Epigenetik diizenlenme (Baskilanma
defektleri, uniparental dizomi)

Poligenik

ikincil (Cevresel)

Biyolojik ajanlar Virusler (Sitomegaloviriis, Kizamikeik, Herpes
viriisleri...)

Bakteriler (Treponema pallidum...)

Parazitler (Toxoplasma gondi...)

Kimyasal maddeler llaglar ~ (Antiblastikler, antikonviilsanlar,
antibiyotikler...)

Uyarici ve uyusturucu maddeler (Alkol, sigara,
kokain, opiyatlar...)

Metabolik kosullar Hiperglisemi, hiperinsiilinemi,
hiperfenilalaninemi, hiperandrojenizm

Fiziksel ajanlar Iyonize radyasyonlar, elektromanyetik
radyasyonlar

Vaskiiler bozulmalar Subklavian arter vaskiiler bozulmasi

Ikiz-ikiz ayrisma dizisi

Mekanik nedenler (deformasyonlar) Amniyotik bantlar

Yapisik ikizler

Oligohidramnios

Uterin malformasyonlar

Uterus tumorleri

Yapisal anomaliler genellikle fetal gelisimin kritik periyotlarinda olusan embriyogenezis
hatalarina baghdir. Organ, sistem veya anomali tipleri gebeligin kritik periyotlarina gore
degisebilir. Oyle ki birinci trimester (1-13 hafta arasi1) genel olarak gebelik icin en yiiksek risk
tasiyan donemdir [3].

Uluslararasi Hastalik Siniflandirmasi

Diinya Saghk Orgiiti’niin Uluslararasi Hastalik Siniflandirmasi (The International
Classification of Diseases (ICD)), epidemiyoloji, saglik yonetimi ve klinik amaclar i¢cin standart
tani araci olarak diinya ¢apinda kullanilmaktadir. Konjenital anomaliler, International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems 10th Revision (ICD-10)-WHO Version
for;2016’da yer alan siniflandirmada “konjenital malformasyonlar” basligi altinda verilmektedir.
Bu siniflamaya "konjenital malformasyonlar, deformasyonlar ve kromozom anomalileri” (Q00-

Q99) dahil edilirken, "dogustan olan metabolizma hatalar1" (E70-E90) hari¢ tutulmaktadir [31].

8
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1. Sinir sisteminin konjenital malformasyonlar1 (Q00-Q07)

Q00 Anensefali ve benzer malformasyonlar

Q01 Ensefalosel

Q02 Mikrosefali

Q03 Konjenital hidrosefali

Q04 Beyindeki diger konjenital malformasyonlar
Q05 Spina bifida

Q06 Spinal kordun diger konjenital malformasyonlari

Q07 Sinir sisteminin diger konjenital malformasyonlari

2. Konjenital goz, kulak, yliz ve boyun malformasyonlar1 (Q10-Q18)

Q10 Go6z kapagy, lakrimal sistem ve orbita konjenital malformasyonlari

Q11 Anoftalmi, mikroftalmi ve makroftalmi

Q12 Konjenital lens malformasyonu

Q13 G6z 6n segmentinin konjenital malformasyonlari

Q14 Goz arka segmentinin konjenital malformasyonlari

Q15 Goziin diger konjenital malformasyonlari

Q16 Kulagin konjenital malformasyonlari, isitme azlig1 yapan

Q17 Kulaktaki diger konjenital malformasyonlar (Preaurikiiler siniis haric¢) (Q18.1)

Q18 Yiiz ve boynun diger konjenital malformasyonlari

3. Dolasim sisteminin konjenital malformasyonlar1 (Q20-Q28)

Q20 Kalp odaciklar1 ve baglantilarinin konjenital malformasyonlari
Q21 Kardiyak septanin konjenital malformasyonlari

Q22 Pulmoner ve trikiispit kapaklarin konjenital malformasyonlari
Q23 Aort ve mitral kapaklarin konjenital malformasyonlari

Q24 Kalbin diger konjenital malformasyonlari

Q25 Biiyiik arterlerin konjenital malformasyonlari

Q26 Biiyiik venlerin konjenital malformasyonlari

Q27 Periferik vaskiiler sistemin diger konjenital malformasyonlari

Q28 Dolasim sisteminin diger konjenital malformasyonlari

4. Solunum sisteminin konjenital malformasyonlari (Q30-Q34)

Q30 Burun konjenital malformasyonlari

Q31 Larenksin konjenital malformasyonlari

Q32 Trakea ve bronsun konjenital malformasyonlari
Q33 Akcigerin konjenital malformasyonlari

Q34 Solunum sisteminin diger konjenital malformasyonlari
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5. Yarik dudak ve yarik damak (Q35-Q37)
e Q35 Yarik damak
e Q36 Yarik dudak
e Q37 Yarik dudak ile birlikte yarik damak
6. Sindirim sistemi diger konjenital malformasyonlar1 (Q38-Q45)
e Q38 Dil, agiz ve farinksin diger konjenital malformasyonlari
e Q39 Ozofagusun konjenital malformasyonlari
e Q40 Ust gastrointestinal yolun diger konjenital malformasyonlari
e Q41 Ince barsagin konjenital yoklugu, atrezisi ve stenozu
e Q42 Biiylik barsagin konjenital yoklugu, atrezisi ve stenozu
e (43 Barsagin diger konjenital malformasyonlari
e Q44 Safra kesesi, safra kanallar1 ve karacigerin konjenital malformasyonlari
e Q45 Sindirim sisteminin diger konjenital malformasyonlari
7. Genital organlarin konjenital malformasyonlari (Q50-Q56)
e Q50 Over, fallop tiip ve genis ligamentlerin konjenital malformasyonlari
e Q51 Uterus ve serviksin konjenital malformasyonlari
e (52 Kadin genital organlarinin diger konjenital malformasyonlari
e Q53 Inmemis testis
e Q54 Hipospadias
e Q55 Erkek genital organlarinin diger konjenital malformasyonlari
e (56 Belirsiz seks ve psddohermafroditizm
8. Uriner sistemin konjenital malformasyonlar1 (Q60-Q64)
e Q60 Renal agenezi ve bobreklerin diger kiictilme defektleri
e Q61 Kistik bobrek hastalig
e (62 Renal pelvisin konjenital obstriiktif defektleri ve iireterin konjenital
malformasyonlari
e Q63 Bobregin diger konjenital malformasyonlari
e Q64 Uriner sistemin diger konjenital malformasyonlari
9. Kas-iskelet sistemi konjenital malformasyon ve deformasyonlari (Q65-Q79)
e Q65 Kalcanin konjenital deformiteleri
e (66 Ayaklarin konjenital deformiteleri
e Q67 Bas, yliz, vertebra ve gogiisiin konjenital kas-iskelet deformiteleri
e (68 Konjenital kas-iskelet sistemi deformiteleri, diger
e Q69 Polidaktili
e Q70 Sindaktili

10
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10.

11.

Q71 Ust ekstremitenin rediiksiyon defektleri

Q72 Alt ekstremitenin rediiksiyon defektleri

Q73 Ekstremitelerin rediiksiyon defektleri, tanimlanmamis

Q74 Ekstremitelerin diger konjenital malformasyonlari

Q75 Kafatasi ve yiiz kemiklerinin diger konjenital malformasyonlari

Q76 Vertebra ve kemik toraksin konjenital malformasyonlari

Q77 Tubiiler kemikler ve vertebranin biliyiime defektleri ile birlikte osteokondrodisplazi
Q78 Osteokondrodisplaziler, diger

Q79 Kas iskelet sisteminin konjenital malformasyonlari, baska yerde siniflanmamis

Diger konjenital malformasyonlar (Q80-Q89)

Q80 Konjenital iktiyozis

Q81 Epidermolizis biilloza

Q82 Derinin diger konjenital malformasyonlari

Q83 Memenin konjenital malformasyonlari

Q84 Deri eklerinin diger konjenital malformasyonlari

Q85 Fakomatoslar, baska yerde siniflanmamis

Q86 Bilinen ekzojen nedenlere bagh konjenital malformasyon sendromlari, baska yerde
siniflanmamis

Q87 Birden fazla sistemi etkileyen diger tamimlanmis konjenital malformasyon
sendromlari

Q89 Diger konjenital malformasyonlar, baska yerde siniflanmamis

Kromozom anomalileri, baska yerde siniflanmamis (Q90-Q99)

Q90 Down sendromu

Q91 Edwards sendromu ve Patau sendromu

Q92 Trizomiler ve otozomalarin parsiyel diger trizomileri, baska yerde siniflanmamis
Q93 Monozomiler ve otozomal kromozom delesyonlari, baska yerde siniflanmamis
Q95 Kromozomal diizenlenmeler ve yapisal 6zellikler, baska yerde siniflanmamis
Q96 Turner sendromu

Q97 Diger seks kromozom anomalileri, kadin fenotip, baska yerde siniflanmamis

Q98 Diger seks kromozom anomalileri, erkek fenotip, baska yerde siniflanmamis

Q99 Diger kromozom anormallikleri, baska yerde siniflanmamis

11
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Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore, en sik gorillen major konjenital anomaliler,
konjenital kalp kusuru, noral tiip defekti ve Down sendromudur. Bununla birlikte bircok
fonksiyonel ve bazi yapisal defektin altinda yatan neden olarak genetik defektler veya

kromozomal anomaliler isaret edilmektedir [2,29].

2.2. Kromozom anomalileri

Kromozomal anomaliler yaklasik 150 canli dogumda 1 goriilmektedir [29]. Kromozomal
diizensizlikleri, anoploidi, translokasyonlar, duplikasyonlar ve delesyonlar seklinde olmak {izere
yapisal ve sayisal anomalileri igermektedir (Tablo 2.1) [5]. Kromozomlarda goriilen sayisal
anomaliler yapisal olanlara gore daha ytiksek siklikta goriiliir, hatta kromozom anomalilerinin
yaklasik % 95’inde goruldiigi bildirilmektedir [32]. Sayisal kromozom anomali grubunda yer
alan ve en onemli kromozom bozuklugu olarak kabul edilen andéploidinin, kromozom
ayrilmamasi (nondisjunction) ve anafaz gecikmesi olmak iizere iki temel mekanizmasi vardir
[33,34]. Anoploidide kromozom sayisi katlar1 kadar degildir; bir veya daha fazla ekstra

kromozom varligi trizomi veya bir kromozom kaybi1 monozomi ile sonu¢clanmaktadir [33,35-37].

2.2.1. Down sendromu

En sik rastlanan ve iizerinde en ¢ok calisilan kromozomal bozukluk trizomi 21 (Down
sendromu) olup, gorilme oran1 800 dogumda 1'dir [38]. Down sendromlu (DS) embriyo ve
fetuslerin biiyiik ¢ogunlugunun 1. ve 2. trimesterde kaybediliyor olmasina ragmen goriilme
sikliginin yiiksek olmasi sonucu, zeka geriliginin de en sik saptanma nedeni olarak
gorilmektedir [39-41].

Down sendromlu bireylerde kromozom 21'den bir cift yerine kromozomun bir
parcasindan veya tamamindan li¢ kopya bulunmaktadir (Sekil 2.2). Bu durumun altinda yatan
temel mekanizma, % 95 oraninda mayotik nondisjunction iken, %4’ Robertsonian

translokasyonu ve % 1’lik ¢ok kticiik bir oranda ise mozaizm sonucudur [42,43].
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Sekil 2.2. Down Sendromu karyotipi [44].

Down sendromunun en 6nemli risk etmeni maternal kaynakli nondisjunctionlarla iliskili
olan anne yasidir. Ilerlemis maternal yas ile birlikte risk artarken, gebelik haftasina bagli olarak

azalmaktadir ve diger trizomi ve poliploidilerde de benzer sekilde bir iliski bulunmaktadir

(Sekil 2.3) (Sekil 2.4) [34,36,41,45].

% Risk
10 -

Trizomi 21
XX, XY, XYY
Trizomi 18§
Trizomi 13

0.001 |-

0.0001 L 1
20 25 30 35 40 44

Maternal vas (vil)

Sekil 2.3. Anoplidilerin maternal yas ile iliskileri [36].
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Sekil 2.4. Anoploidilerin gebelik haftasi ile iliskileri [36].

Heniiz iliskileri tam olarak kanitlanmamis olmakla birlikte annenin kullanimi seklinde
gerceklesen ya da maruz kaldigi cevresel faktorler de risk etkeni olarak goriilmektedir. Ayrica
ebeveynlerin translokasyon tasiyicisi olmasi en 6nemli risk faktoriidiir [44]. En sik goriilen 14q
ile 21q arasindaki translokasyonlarin biiyiik kisminin gametogenez sirasinda de novo olustugu
ebebeynlerin karyotipinde anormal bir durum olmadigindan, DS riski onemli olgiide
azalmaktadir (Sekil 2.5)[13]. Ancak ebeveynler dengeli translokasyon tasiyicisi iseler DS
yineleme riski 0nemli 6l¢iide artmaktadir. Ayrica, otuz yasin altindaki annelerde translokasyon

sonucu olusan DS goriilme sikliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir [46,47].

Ol
E F

0 D @)~
@ O
O

Sekil 2.5. Gametogenezdeki Robertsonian translokasyon [13].

A1, t (14921q) dengeli translokasyon olan 22 kromozom. A2 normal, 22 kromozom. B1 anormal,
(14921q) translokasyonu ve ekstra 21'i igeren 23 kromozom. B2 anormal, kromozom 21 agisindan
monosomi. C1 anormal, t (14q21q) ve ekstra kromozom 14 olmak tizere 23 kromozom. C2 anormal, 22
kromozom ve kromozom 14 eksik.

Down sendromuna neden olan patolojik durumlar kesin olarak bilinmemesine ragmen,

zeka geriligi, kiiclik ve basik burun, el ve ayak anomalileri gibi tipik fenotipik bozukluklar ve
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cesitli sistem bozukluklari ile seyreder. Basta kardiyovaskiiler sistem olmak iizere merkezi sinir

sistemi ve bagisiklik sistemi etkilenen sistemler arasinda bulunmaktadir [41,48,49].

2.2.2. Edwards sendromu ve Patau sendromu

Down sendromundan sonra en sik gorilen Trizomi 13 ve 18’de canli dogumlar
gortlebilir, ancak insidanslari belirgin olarak diisiiktiir [38, 50]. Her iki sendroma ait karyotip
Sekil 2.6’da verilmistir [44].

Trizomi 18’de (Edwards Sendromu) genellikle tiim sistemler etkilenmistir ve fetuslerde
gelisme geriligi gorilir. Ayrica yliksek oranda fetal hayatta 6liimle sonuclanmaktadir [36,51].
Trizomi 13’de (Patau Sendromu) ise siklikla kardiyak anomaliler ve holoprozensefali
goriilmektedir. Bunlara eslik eden mikrosefali ve yiiz anomalileri goériilen bu sendromda da

hayatta kalma siiresi oldukga diistiktiir [36].

Sekil 2.6. Edwards sendromu ve Patau sendromu [44].

2.2.3. Turner sendromu

Otozomal anoéploidlerden daha az sikhikla goriilen seks kromozom andploidilerde
fenotipik bulgular daha hafif bir seyir gostermektedir [38]. Cinsiyet kromozom diizensizlikleri
olan hastalarda zeka geriligi goriilmezken, fertilite azalmasi ya da infertilite ise karakteristik bir
bulgu olarak kabul edilmektedir. Ancak cinsiyet kromozom sayisinda artis oldugunda zeka
geriligi ile birlikte fiziksel anomalilere de rastlanilmaktadir. Bununla birlikte bilinen tek

monozomi, X monozomisi olan Turner sendromudur (Sekil 2.7)[33,38,44].
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2500 dogumda 1 goriilen prevalansi oldukea ytliksek olan Turner sendromu vakalarinin
¢ogunlugu (% 98-99) abortus ile sonuglanmaktadir [52-54]. Turner sendromu olan kadinlarda,
adolesan ve menars yokluguna kadar durumlarinin farkinda olmamalar: siklikla goriilen bir
durumdur. Turner sendromu, prenatal vakalarin % 64'tinde ve postnatal vakalarin % 47'sinde X
monozomisine baghdir [55]. Geri kalan vakalar, delesyon, duplikasyon, ring kromozomu veya
mozaik anoploidiler gibi ¢esitli X kromozom anomalilerinden kaynaklanmaktadir.
Patognomonik klinik 6zellikler yoktur, ancak kisa boy, agdali boyun, aort koarktasyonu, lenf
odemi ve infertilite gibi tipik olarak bulunan klinik 6zellikler ve malformasyonlar
bulunmaktadir. Obezite, skolyoz, glukoz intoleransi, ateroskleroz, hiperlipidemi ve juvenil
romatoid artriti gibi durumlar da eslik edebilmektedir [56]. Artmis ense kalinligi, hidrops ve

kistik higroma gibi prenatal sonografi ile saptanabilen fetal anomaliler de bulunmaktadir [57].

Turner
Sendromu

16 17 18

_— Ikinci cinsiyet
krozomu kayip

X

Sekil 2.7. Turner sendromu [44].

2.2.4. Klinefelter sendromu

Klinefelter sendromu goriilme orani yaklasik 700-1000 canli dogan erkekte 1’dir ve 47,
XXY karyotipi ile iligkilidir (Sekil 2.8)[44]. Klinefelter sendromunun baslica fiziksel 6zellikleri,
nispeten uzun boylu ve ince beden tipi, nispeten uzun ekstremiteler (6zellikle bacaklar)
ergenlikte hipogonadizm, infertilite, jinekomasti siklikla ve kriptorsidizm veya hipospadias
nadiren goriilmektedir. Ergenlikte virilizasyon olmamasi yaygin bir durumdur ve hastalarin
cogunlukla tibbi miidahaleye basvurmasinin nedenidir. Ogrenme giicliikleri, daha diisiik sozlii
anlama, davranigsal ve sosyal sorunlarin daha sik goriilmesi ortak ozellikleri arasinda

sayllmaktadir [13].
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Sekil 2.8. Klinefelter sendromu [44].

Klinefelter sendromunun ikiden fazla X kromozomuna (karyotip 48, XXXY gibi) sahip
birkac karyotipik varyanti bulunmaktadir. X kromozomlarinin sayisi arttikca fenotip siddetinde
mental retardasyon insidansinin arttig1 ve tipik sendroma kiyasla daha fazla fiziki anormallik
gorilmektedir. Bazi klinefelter fenotipi olan bireylerin yaklasik % 15'inde 47, XXY / 46, XY
mozaizmi bulunmaktadir. Bu tiir mozaik bireylerin daha degisken fenotipleri vardir ve testis
fonksiyonu i¢in biraz daha iyi bir prognoza sahiptirler. Genel olarak, Y kromozomunu igceren
kromozom anéploidlerinin bebeklik doneminde veya cocukluk caginda klinik olarak teshis

edilme olasilig1 diistiktiir [13].

2.3. Prenatal Tani

2.3.1. Tarihge

Dogumsal kusurlari belirlemede ilk tarama 1950'lerde ultrason kullanimi ile baslamigtir
ve gecen siirec¢ icerisinde obstetrik bakimdan 6n plana ¢ikmistir. Gergek zamanh gri-6lgekli
gorlntileme 1970'lerde kullanima girmis ve gebeligin erken donemlerinde, gebeliklerin
degerlendirilmesine izin vererek prenatal taninin gelistirilmesine katkida bulunmustur.
Ultrasonografinin amagclari, gebelik yasi ve fetus sayisinin belirlenmesi, malformasyonlar icin
degerlendirme, saglikli fetal gelisimin test edilmesi, invaziv tanisal ve tedavi prosediirlerinin
desteklenmesidir [54].

Ik prenatal kromozomal tani testi olan amniyosentez, ilk olarak 1950'lerde
tanimlanmistir [58]. Genetik tarama ve enfeksiy6z degerlendirmesi de dahil olmak tizere ¢esitli

amaglar i¢in kullanilmakta olan amniyosentez giderek daha giivenli bir test haline gelmektedir.
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Koryon villus érneklemesi (CVS) baska bir tani testidir ve gebeligin daha erken donemlerinde
yapilmaktadir [48].
Daha sonraki yillarda, gebelikte genetik anomalilerin taranmasi amaciyla, serum analit

taramasi ve serbest fetal DNA taramasi gibi noninvaziv testler gelistirilmistir [48].

2.3.2. Prenatal Tarama ve Tani Testleri

Fetal anoploidi icin prenatal tarama, klinik olarak kullanilmaya baslanmasindan itibaren
gecen siire zarfinda, tespit edilen anoploidili fetus oraninda ve hatasiz tanimlanan kromozomal
anomali oraninda dikkat cekici iyilesmeler olmustur. Buna ek olarak, 35 yas ve iizeri kadinlarda
gebelik orani yaklasik % 5'ten % 15'e ¢ikmis ve bunun bir sonucu olarak andploidi taramasi
sadece 35 yasindan kii¢lik gebeler icin kullanilabilen bir test olmaktan ¢ikip tiim gebeliklere
uygulanabilen bir test durumuna gelmistir [59].

Canli dogumlar, fetal 6liimler ve gebelik sonlandirmalarini iceren popiilasyon tabanh
kayitlara gore kromozom anormallikleri dogumlarin yaklasik % 0,4'linti (1/250) etkilemektedir
[60]. Trizomi 21, vakalarin % 50'sinden fazlasini, trizomi 18 % 15’ini ve trizomi 13 %5’ini
olusturmaktadir. Yaklasik % 12’si de, 45 X0 ve 47 XXX, XXY ve XYY gibi seks kromozomal
anomalileridir. Kromozomal anormalliklerinin yaklasik kalan % 18'i, ya polipoidi, mozaizm ve
yapisal yeniden diizenlenmeler gibi andploidi degildirler ya da su an maternal serum
taramasinda tanimlanamamaktadirlar [35].

Andploidi tarama programlarinin baslangicindan beri, uzun dénem sagkalim ile uyumlu
en yaygin andploidi olmasindan dolay1 fetal trizomi 21 bu testlerin odak noktasi olmustur.
Trizomi 18 ve 13, trizomi 21'e goére daha az yaygindirlar ve neonatal déonem haricinde yasamla
nadiren uyumludurlar [61,62].

Niifus temelli veriler, kromozom anomalilerinin fetal prevalansinin arttigini ve bu
oranin 35 yas ve Uzerindeki kadinlarin dogum oranindaki ve dogum yasindaki artisa karsilik
geldigini gostermekle birlikte, canli dogum prevalansinin nispeten istikrarli oldugunu ortaya
koymaktadir [61]. Trizomi 21 ve diger otozomal trizomilerin oranlar1 maternal yasla birlikte,
ozellikle 35 yasindan sonra artmaktadir. Sekil 2.9'da, trizomi 21, 18 ve 13 olan gebeliklerin
maternal yasa gore prevalansi gosterilmektedir [63]. Annelik yasi oncelikle risk
degerlendirmesi icin temel nitelikte kullanilmaktadir. Ancak yalnizca yas, bir kadinin dogum
Oncesi tarama veya tani testi icin bir aday olup olmadigini belirleyememekle birlikte, bu testler
tim gebelikler icin bir secenek olusturmaktadir. En 6nemlisi, bu testler hasta merkezli karar
verme, her kadina, tiim risk faktorleri ve tercihlerine dayanan spesifik riskleri hakkinda bilgi

verilmesini saglamaktadir [35,64,65].
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Sekil 2.9. Trizomi olan gebeliklerin maternal yasa gore prevalansi [63].

Hastalar, anéploidi taramasi veya prenatal tani ve sonuglar icin bir¢ok farkli karar
bildirebilmektedir. Defekt, erken ve uygun gebelik haftasinda tamimlandiginda, baz1 gebeler
tarafindan terminasyon se¢ilmektedir. Bununla birlikte baz1 gebeler, ileri taramay1 veya kesin
tani koyabilecek testlerin yapilmasin1 ya da postnatal donemde defekt olan bebegin bakimi
basta olmak Ulzere hazirlik asamasinda onlara yardim edebilecek deneyimli uzmanlardan
danismanlik almay1 segebilmektedirler. Her bir hastanin kisisel hedeflerine uygun secimler
yapabilmesi icin riskler, faydalar ve sinirlamalar konusunda tam olarak bilgilendirilmelidir [66].

2007 yilinda Amerikan Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Uzmanlari Dernegi (ACOG) tarafindan
yayinlanan biiltene gore, sadece yiiksek risk altinda oldugu diisiiniilen kadinlar degil ilk
prenatal ziyaretlerindeki tim kadinlar i¢in andploidi tarama veya invaziv test yapilmasinin

ideal odugu bildirilmistir [48].
2.3.2.1. Tarama testleri

Taramanin hedefi, asemptomatik, diisiik riskli bir popiilasyonda hastalik riskini saptamak
veya tanimlamaktir. Etkilenen bireyleri tanimlamak veya teyit etmek amaciyla yapilan tani
testlerinin aksine, tarama, belirli bir hastalik icin yiiksek riski olan ve tanisal testlerin
uygulanmasi gereken populasyonu tanimlamak i¢in hazirlanmistir. ideal bir perinatal genetik
tarama testi asagidaki 6lgiitleri yerine getirmelidir [13]:

v" Sik goriilen veya 6nemli fetal bozukluklar: tanimlayabilmesi,
Uygun maliyetli ve kolay gerceklestirilebilir olmas,
Yiiksek saptama oranina ve diisiik yanlis pozitiflige sahip olmas;,
Guvenilir ve tekrarlanabilir olmasi,

Hastaligin tani testinin olmasi,

AN NN

Gebe tarafindan istenirse yasal sonlandirma se¢enegine olanak saglayacak kadar

erken pozitif ve giivenli olmasi [13].
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Cogu prenatal test taramaya yonelik olup, bu testler arasinda serum taramasi, genetik
hastalik tasiyicilik testleri (carrier screening) ve ultrason bulunmaktadir. Bu testlerin amaci
kromozomal anomaliler veya dogum defektleri acisindan yiiksek riskli gebelikleri olan kadinlari
tanimlamaktir. Noral tiip defektinin belirlenmesinde oldugu gibi ultrason tanisal bir test
olabilmesine karsin, serum taramasi, yalnizca artmis risk altinda olan gebelikleri tanimlamak
icin tasarlanmustir. Farkl test oOlciitleri ve zamanlamalari ile serum taramalarinda ¢cok sayida

secenek olusmaktadir [Tablo 2.2][38].

Tablo 2.2. Andploidi icin serum tarama testlerine ait kriterler [38].

Tarama testi Taramada Trizomi 21 icin Pozitif tarama | Analitikler ve / veya
gestasyonel yas tespit orani (%) orani Olciimler
(hafta olarak) (%)
Birinci 10-13 * 82-87 5 NT
trimester PAPP-A
tarama hCG
Uclii tarama 15-22 69 5 hCG
AFP
uE3
Dértlii tarama 15-22 81 5 hCG
AFP
uE3
DIA
Entegre 10-13 ve 15-22 96 5 Birinci trimester
tarama sonrasi dortli
tarama
Kademeli 10-13 vel5-22 95 5 Birinci trimester
ardisik tarama tarama sonrasi dortli
tarama
Sarth tarama 10-13 ve 15-22 88-94 5 Birinci trimester
tarama sonrasi dortli
tarama
Serbest fetal 9-10 haftadan 99 0.5 Maternal serumda
DNA sonra serbest fetal DNA'nin
molekiiler
degerlendirmesi

AFP, Alfa-fetoprotein; DIA, Dimerik inhibin-A; hCG, insan Koryonik Gonadotropin; PAPP-A, Gebelik iliskili

Plazma Proteini A; uE3, Konjuge Olmayan Estriol.

Tarama testleri dort kriter kullanilarak karsilastirilabilir ve degerlendirilebilir: Sensitivite,
spesifite, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif deger. Bunlar validite kriterleri olup, bir
tarama testinde, hasta bireylerin, hasta olmayan bireylerden ayriminin iyi yapildiginin bir

gostergesidir ve Sekil 2.10'da gdsterilen denklemler kullanilarak hesaplanmaktadir [35].
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Hastahk Hastahk
- -
Tarama a b
+

Tarama ¢ d
Sensitivite afatc
Yalanci negatiflik oram clatc
Spesifite d'b+d
Yalanei pozitiflik oram bfb+d
Pozitif prediktif degeri ala+b
Negatif prediktif degeri dic+d

Sekil 2.10. Anoploidi tarama testlerinde validite Kriterleri [35].

Sensitivite, tespit orani veya pozitif tarama sonucuna sahip andploidili fetus tasiyan
kadinlarin oranidir. Analit tabanli tarama testlerinin sensivitesi zamanla 6nemli Ol¢iide
artmistir, 6rnegin maternal serum alfa-fetoprotein (AFP) 6l¢iimii ile sadece % 25 iken, entegre
test ile bu oran % 95'e kadar ¢ikmistir. Anomali olmayan fetusii tasiyan ve negatif bir tarama
sonucuna sahip olan kadinlarin orani olan spesifitenin, yaklasik % 95 oraninda olmasi
istenmektedir. Bu oran ayni zamanda, kadinlarin yaklasik % 5'inin trizomi 21 i¢in pozitif
oldugunun da bir gostergesidir. Entegre teste kiyasla serbest fetal DNA testinde sensitivitede az
da olsa bir iyilesme saglanmasi, daha diisiik yanlis pozitiflik oranina (daha ytliksek spesifite)
neden olarak bir avantaj saglamaktadir ki bu da invaziv tani yontemlerinin gerekliliginin
azalabilecegini diistindiirmektedir [35].

Anoploidi taramasinda kullanilacak testin, digerlerine gore ne kadar daha iyi ¢alistiginin
karsilastirmasi yapilirken, her test icin sensitivite ve yanlis pozitif oranlarinin degerlendirilmesi
faydali olabilmektedir. Analit tabanli tarama testlerinde, ileri yas kadinlarda sensitivite ve yanlis
pozitiflik oranlarinin daha yiiksek olmasi komplike bir durum olusturmaktadir [67]. Ornegin,
birinci ve ikinci trimester risk degerlendirmesinde, trizomi 21 icin birinci trimester taramasinin
sensitivitesi, 35 yas ve lzeri kadinlarda % 95 ve yanlis pozitiflik oram1 % 22 iken, 35 yas
altindaki kadinlarda, %75 sensitiviteye ragmen yanlis pozitiflik oram1 sadece % 5 olarak
saptanmistir [68].

Pozitif prediktif deger (PPV), pozitif bir tarama sonucu olan bir hastanin anomalisi olan
fetusa sahip olma olasiligidir. En basit tanimiyla, PPV, tarama testi sonucudur ve 1: X olarak
veya ylizde olarak ifade edilmektedir (Tablo 2.3) [35]. Analit temelli testler i¢cin PPV, dortlii
taramada yaklasik % 3'ten entegre taramayla % 5'e kadar degismektedir. Serbest fetal DNA
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taramasinin PPV'si, analit tabanli testlerden ¢ok daha yiliksek olabilir. Bununla birlikte, PPV

dogrudan prevalans ile iliskilidir ve anne yasina gore degismektedir [35].

Tablo 2.3. Tekil gebeliklerde Trizomi 21 icin tarama testlerinin 6zellikleri [35].

Tarama Testi Sensitivite Yalana pozitiflik orani Pozitif prediktif
% % deger*
%
AFP 25 5 1
Uclii tarama (AFP, 69 5 2
hCG, estriol)
Dortlii tarama (AFP, 80-82 5 3
hCG, estriol, inhibin)
1.trimester taramasi 80-84 5 3-4
(NT, hCG, PAPP-A)
Entegre tarama 94-96 5 5
Serum entegre 85-88 4.9 5
tarama
Ardisik tarama
Basamakh ardisik 92 5.1 5
test
Bagimsiz ardisik test 91 4.5 5
Serbest DNA
taramasai t
Sadece pozitif sonuc¢ 99 0.1

AFP, Alfa-fetoprotein; hCG, insan Koryonik Gonadotropin; PAPP-A, Gebelik iliskili Plazma Proteini-A.

*Pozitif prediktif deger incelenen toplam populasyonu ifade eder ve herhangi bir hastaya
uygulanamaz.

tDistik fetal fraksiyon veya "no-call" gibi yorumlanamayan sonug¢ varsa, pozitif prediktif degeri
herhangi bir andploidi icin % 4 kadar yiiksek bir orandir ve genel pozitif tarama orani yaklasik olarak %

5'tir.

Negatif prediktif deger (NPV), uygulanan tarama testinde, hastalifi olmayanlarin negatif
olmasi oranidir. Prevalansa gore degismekle birlikte, analit tabanli ya da serbest fetal DNA
tarama testlerinin NPV genellikle maternal yasa bakilmaksizin % 99'u asmaktadir. Negatif bir
sonug, anomali olmayan fetusii garanti etmese de, ¢cogu olguda oldukga giivenlidir [69,70].

Guvenilirligi etkileyen diger faktorler, bir testin tekrarlanabilirligi veya tutarliigidir. Analit
tabanli anoploidi tarama testlerinin ¢oklu gebeliklerde gilivenilirligi daha azdir, ¢linki iki veya
daha fazla fetus (ve plasenta) icin anneden alinan serum analit konsantrasyonlari 6l¢ciilmektedir
[71]. Serbest fetal DNA taramalari da ¢oklu gebeliklerde daha az giivenilir olabilir, ¢linkl 6rnek

her iki plasentadan da DNA icermektedir ve halihazirda 6nerilmemektedir [64,72]. Obez
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kadinlardaki, serbest fetal DNA taramasinda da, fetal fraksiyon diistikliigii gibi nedenlerden

dolay1 sonrasinda tarama veya tani testi gerektiren bir sonuc¢ verme olasiligi yiiksektir [73].

2.3.2.1.1. Birinci Trimester Tarama Testi

Birinci trimester tarama, 10 ile 13 hafta + 6 gilin gebelik haftalar1 araliginda, serum analit
Olglimii ve ense kalinliginin 6lc¢iildiigii ultrasonografi muayenesinin kombinasyonunu iceren ve
sik kullanilan tarama testidir. Birinci trimester tarama testi ile, serbest B-HCG ve PAPP-A'nin da
dahil edildigi serum belirtegleri, anne yasi, gecmis gebelik dykiisii, mevcut fetus sayisi, kilo, irk
ve ense kalinlig1 dl¢limlerini igeren bir risk tahmini yapilmaktadir. Bazi risk programlar1 ek
olarak nazal kemik varligin1 veya yoklugunu da icermektedir. 1/300, yiiksek riskli sonuc i¢in
cut-off degeri olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir, ancak cut-off degeri laboratuvar
tarafindan belirlenmesi 6nerilmektedir (Tablo 2.4) [38].

3 mm'den biiyiik ense kalinliginin, hem andploidi hem de yapisal malformasyonlar ile
onemli dlclide iliskili oldugu kabul gormektedir [38,74-77]. Bu fenomeni agiklayan ilk g6zlemsel
calismada, ense kalinligt 3 mm'den biiyiik olan fetuslerin % 35'inde anoploidi teyit edilmistir
[74]. Sonraki gozlemsel calismada, kromozomal olarak normal olan gebeliklerde 3.5 mm'den
biiyiik ense kalinligi gozlenen fetuslerde, kardiyak defektlerin yayginligi gosterilmistir [78]. Tek
gen defektleri ve merkezi sinir sistemi, kardiyak, iskelet ve abdominal duvar defekleri dahil
diger anomalilerin riski de 6nemli derecede artmaktadir [75]. Dolayisiyla, ense kalinlig1 yiiksek
bir degerde olan fetus, ultrasonografi ile degerlendirilmeli ve andploidinin var olup olmadigina
bakilmaksizin diger yapisal kardiyak malformasyonlarin varligini degerlendirmek icin fetal
ekokardiyografi 6nerilmelidir [38].

Birinci trimester taramasinin en oOnemli avantaji sonuglarin erken gebelik yasinda
verilmesidir. Bu durum, erken dénemde sonuglarin yorumlamasina ve daha ileri tani testleri,
genetik danismanlik, anne fetal tibb1 konsiiltasyon veya istenildigi takdirde terminasyon dahil
olmak Uuzere olusacak seceneklere karar vermek icin gerekli zamana olanak saglamaktadir.
Testin dezavantaji, ense kalinliginin 6lciimiinde sadece 0.5 mm'lik bir 6l¢lim tutarsizliginin bile,
bu testin hassasiyetini 6nemli 6lciide diistirdiigiiniin gosterilmesidir [79]. Testin sensitivitesi,
gebelik haftasina gore degisim gosteren dortlii tarama testine gore daha yiiksektir. Bunun
nedeni, 13. haftadaki performansinin dortlii tarama ile benzer olmasina ragmen 11. haftadaki

tespitinin gelistirilmis olmasidir [68].
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Tablo 2.4. Fetal otozomal trizomilerle iliskili belirtecler [35].

Trizomi 21 Trizomi 18*
1st trimester
NT 1 1
hCG 1 |
PAPP-A | l
2nd trimester
AFP l |
hCG 1 |
Estriol l |
Inhibin 1 NA

NT, Ense kalinligy; hCG, insan Koryonik Gonadotropin; PAPP-A, Gebelik iliskili Plazma Proteini-A;
AFP, Alfa-fetoprotein; NA, Uygulanamaz.

* Birinci trimesterde, trizomi 18 ya da 13 i¢in bir risk olabilir.

2.3.2.1.2. ikinci Trimester Tarama Testi

Uglii tarama

1990’larin basinda, trizomi 21'li fetus tasiyan gebelerde hCG'nin yiikseldigi ve konjuge
olmayan estrioliin azaldig1 tespit edilmistir [80,81]. Bu iki analitin AFP ile kombinasyonu, ticlii
test veya liclii tarama adi altinda klinikte kullanilmaktadir. Trizomi 21'i belirleme hassasiyeti
yaklasik % 60'a olmakla birlikte PPV yaklasik % 2’lerde kalmistir [82]. Buna ek olarak, tg¢
analitin tiimi azalirsa, trisomi 18'in saptanmasi olasiligi da % 60'lara ulasmistir. Test 6zellikleri
acisindan, Ugcli test, trisomi 18 icin trizomi 21'e gore daha giivenilirdir, ¢linkii yanlhs pozitiflik

orani daha diistik olarak tespit edilmistir [83].

Dortlii tarama

Dortlii tarama, 1990'lh yillarda kullanima giren ilk serum tarama testidir [48]. Dortli
tarama, gebeligin 15 ila 22. haftas1 arasinda yapilabilmektedir ve hCG, AFP, inhibin A ve konjuge
olmayan estriol gibi, gebe tarafindan salinan proteinlerin serumdaki diizeyleri 6lciilmektedir.
Bu protein ol¢iimleri, risk tahmini yapabilmek i¢in hastanin yasi, irki, kilosu, mevcut gebelikteki
fetus sayisi, diyabet durumu ve gebelik haftasi ile birlestirilmektedir. Tespit orani ilk trimester
taramasindan biraz daha diisiik olup, tespit oran1 % 81 ve pozitif tarama orani % 5 olarak
bildirilmistir [38,84].

Dortlii taramanin avantajlari, anoploidi yaninda noral tiip defekti tarama yetenegini de

gostermesidir. Serum AFP, fetus tarafindan salgilanir ve amniyotik sivida ve dolayisiyla da
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maternal serumda bulunur. Ayrica, sonografin gerceklestirilmesini gerektirmez ve bu nedenle,
biraz daha ulasilabilirligi ve uygulanabilirligi biraz daha yiiksektir. Cesitli merkezler, dortli
taramada, inhibin 6l¢timleri icermeyen veya hiperglikosile edilmis hCG'yi iceren besli tarama
gibi ¢esitli varyasyonlar kullanmalarina ragmen, bu testlerin gelistirilmis test 6zelliklerine sahip

olmadig bildirilmektedir [85,86].

Entegre, kademeli ardisik ve sarth tarama

Cok sayida tarama modaliteleri hem birinci trimester tarama hem de dortlii tarama
icermektedir. Bu yontemler, entegre tarama, kademeli ardisik tarama ve sartli taramayi
icermektedir. Entegre taramada ilk olarak sonuglar1 hastaya veya saglayiciya sunulmayan
birinci trimester testi uygulanir ve daha sonra dortli tarama gergeklestirilmektedir. Bu
degerlerin tiimi, hasta icin ikinci trimester andploidi riski hesaplanirken kapsamli bir risk orani
saglamak icin tek bir risk tahmini icine dahil edilmektedir. % 5 pozitif tarama orani ile birlikte
tespit orani1 % 96 olup, serbest fetal DNA disindaki herhangi bir mevcut serum tarama testine
gore yuksek bir orana sahiptir. Dezavantaji, nispeten ge¢ sonuclar verilmesinden dolayi
seceneklerin degerlendirilmesi konusunda zamani sinirlandirmasidir [48].

Hem kademeli ardisik tarama hem de sarth tarama, hastalarin birinci trimester tarama
sonuclaryla iligkilendirilmektedir. Kademeli ardisik tarama, birinci trimester tarama ve dortlii
taramanin yapilmasini icermektedir. Andploidi bakimindan yliksek risk altindaki hastalar igin
erken tarama ve tani olanaginin saglanmasi ag¢isindan birinci trimester tarama sonugclari
ulasilabilir durumdadir. Sarth taramada, birinci trimester sonuglari, ytliksek, orta ve diisiik riskli
olmak tlizere 3 gruba ayrilmaktadir. Yuksek riskli gruba daha sonra tani testi uygulanirken,
diisiik riskli gruba baska test uygulanmamaktadir. Orta risk grubuna ise dortli tarama
onerilmektedir. Bu tarama yonteminde, tespit oran1 % 80 ila % 94 arasinda degisir ve pozitif

tarama orani % 5'tir [48].

Ultrasonografi

Gebeligin tiim asamalarinda, hemen hemen tiim kadinlar, rutin bir obstetrik izlem i¢cin en az
bir kere ultrasonografik incelemeye tabi tutulmaktadir. Ultrasonografi ile gebelik yasi
saptanabilmekte ve son adet tarihine gore hesaplanan gebelik yasina gore, intrauterin gelisimin
degerlendirilmesine olanak saglanmaktadir. Ultrason ve prenatal bakimin birincil islevi, dogum
tarihinin dogrulanmasi oldugu kadar dogum kusurlarina yonelik gozlemlerin de
yapilabilmesidir. Anatomik anomalileri degerlendirmek icin prenatal donemde 18-23. gebelik

haftalar1 arasinda yapilan ikinci trimester transabdominal ultrasonografinin rutin hale gelmesi
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gibi, pek c¢ok gebe tarafindan anoploidi icin malformasyonlar veya belirteglerin
degerlendirilmesinde ultrason taramasi tercih edilmektedir. Ayrica cogu hastaya, viyabilite,
gebelik sayis1 ve anensefali veya kistik higromalar gibi ilk trimesterde tanimlanabilen major
anomalilerin degerlendirilmesinde transvaginal veya transabdominal yolla birinci trimester
ultrasonografi uygulanmaktadir. Bazi anomalilerin belirli anéploidi veya kromozomal
defektlerle iliskili olduklari bilindiginden, bu anomaliler tanimlandiklarinda baglantili olan
kosullarin var olma ihtimali de artis gostermektedir. 10-14. gebelik haftalarindaki
ultrasonografik degerlendirmelerde saptanan en 6nemli fetal bulgu NT artisidir ve artmis NT
tespit edilen fetuslerin yaklasik % 34’linde kromozomal anomali oldugu bildirilmistir

[48,87,88].

2.3.2.2. Tan1 Testleri

Prenatal tami testleri, fetusiin belirli bir genetik nedene bagli anomalisini belirlemede
kullanilan ve fetal karyotip hakkinda kesin bilgi saglayan invasiv girisimlerdir. En yaygin
endikasyonunun, 35 yas ve iizerindeki ileri maternal yas oldugu bildirilmistir. Siklikla gériilen
diger endikasyonlari, pozitif anéploidi tarama sonuglari, ailede kalitsal genetik hastalik oykiisii

veya ultrasonda tanimlanan anomalileri icermektedir [48,89].

2.3.2.2.1. Koryonvillus érneklenmesi

Koryonvillus 6rneklenmesi (CVS), ilk trimesterde mevcut olan tek tani testidir ve floresan in
situ hibridizasyon (FISH), karyotipleme, mikroarray, molekiiler test ve gen dizilimi de dahil
olmak iizere tani analizleriyle belirlenmektedir. CVS, gebeligin 10. ve 14. haftalar1 arasinda
yapilir. CVS’in, gegmiste 9. haftadan 6nce uygulamalari yapilmis olsa da, bu durumun ekstremite
deformiteleri riskini arttirdigi gosterilmis olup giinlimiizde uygulanmasi onerilmemektedir
[87,90].

Koryonvillus 6rneklenmesi transservikal veya transabdominal uygulanabilmektedir. Her iki
uygulamada da, koryonik villus, amniyotik keseye girmeden ultrason kullanimi yardimiyla

genetik degerlendirme i¢in toplanmaktadir (Sekil 2.11) [91,92,93].
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Sekil 2.11. Koryonvillus 6rneklenmesi [93].

Koryonvillus 6rneklenmesinin avantaji daha erken prenatal taniya izin vermesi nedeniyle
daha sonraki belirsizlik siiresini azaltmasi ve istenirse daha erken ve dolayisiyla daha gilivenli
gebelik sonlandirmasina izin vermesidir. Bununla birlikte, CVS'nin dezavantaji, CVS
sonuglarinin yaklasik % 1 ile % 2'sinin gergek fetal kromozom anomalilerinden ziyade
plasentaya sinirll mozaizmi yansitabilmesidir. Plasentaya sinirli mozaizm, gestasyonel yas
acisindan daha Kki¢liik bir bebek olma riskini artirabilmektedir [94]. Serbest fetal DNA
taramasinin son zamanlarda artan kullanimi ile giderek CVS'nin uygulanma orani azalis
gostermektedir. Bunun nedenlerinden biri de 455'te yaklasik 1 oraninda gebelik kaybina neden

olmasidir [91,92].

Amniyosentez

Amniyosentez, gebeligin 2. veya 3. trimesterlerinde mevcut olan tek tani testidir ve 15.
gebelik haftasindan sonra herhangi bir gestasyonel yasta uygulanabilmektedir. Bu teknikte,
ultrasonografi yardimiyla steril bir igne kullanilarak amniyotik kese icine girilmekte ve elde
edilen amniyotik sivi analiz i¢in kullanilmaktadir (Sekil 2.12) [95]. Amniyotik sivi, amniyon
boslugundaki koruyucu 6zellikte bir sivi olmasinin yani sira gebelik boyunca fetus gelisimi i¢in
degerli bir bilesendir. Amniyosentez sirasinda alinan sivi miktar1 islem sonrasi kisa stirede
tamamlandigindan, bu yonden fetuse verdigi bir zarar bulunmamaktadir. Genetik hastaliklarin
degerlendirilmesine ek olarak, amniyosentez kdltiir veya polimeraz zincir reaksiyonu
kullanilarak intra-amniyotik veya fetal enfeksiyonun varli§i veya néral tip defektini
belirlemede amniyotik sividaki alfa-fetoprotein ve asetilkolinesteraz  diizeylerini
degerlendirmek icin de kullanilmaktadir. Komplikasyonlar erken gebelik yaslarinda daha sik
goriilmekle birlikte, uygulama sonrasi goriilen komplikasyonlar fetus kaybi, kanama ve

enfeksiyon riskidir. Amniyosenteze bagh fetus kaybi, son ¢alismalarda yaklasik 900'de 1 olarak
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tespit edilmistir. Bu nedenle CVS’e benzer sekilde amniyosentez uygulamasi siklig1 da, serbest

fetal DNA taramasinin artmis kullanimu ile birlikte azalmistir [91,92,96].
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Sekil 2.12. Amniyosentez [95].

2.3.2.3. Sitogenetik degerlendirmeler

Gilintimiizdeki kosullar goz Oniine alindifinda, kromozomal anomalili fetus tasiyan
gebeliklerin belirlenmesinde CVS ve amniyosentez 6rneklerinden yapilan kromozom analizi en
glvenilir yontem olarak kabul gérmektedir. Bununla birlikte, sitogenetik testlerle ilgili tespit
edilen bazi konular, bu yontemlerin klinik yararini sinirlayabilmektedir [48].

Tek bir numunede farkli karyotiplere sahip iki veya daha fazla hiicre serisinin bulunmasi
olarak tanimlanan kromozomal mozaizm amniyosentez olgularinin yaklasik % 0,1 ila %
0,3'tinde goriilmektedir [97]. Birden fazla kiiltiirden elde edilen ¢oklu koloniler ayni sonuglari
ortaya koydugunda, gercek mozaizmi yansittig1 bildirilmektedir. Psddomozaizm, digerlerinden
farkl bir genetik yap1 bulunduran tek bir hiicredir ve primer hiicre kiiltiiriinde ortaya ¢ikmakla
birlikte genellikle klinik olarak anlamli sayilmamaktadir. Fetuste gelisme geriligine neden olan,
plasentaya sinirli mozaizm, gebeliklerin yaklasik % 1 ila % 2'sinde goriilmektedir. Sinirl
plasental mozaizm, serbest fetal DNA analizinde yanlis pozitif sonuclara ve CVS 6rneklerinde de
hataya neden oldugundan amniyosentez tercih edilmektedir. Ayrica sik olmamakla birlikte
hiicre kiiltiirii asamasinda da hatalar olabilmektedir ve CVS yoluyla yapilan 6rneklemelerde,

amniyosentez ile kiyaslandiginda daha sik goriilmektedir [48].
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Farkli genetik anomali tiplerini tespit etmek icin tasarlanmis ¢oklu test metodolojileri
mevcuttur. Genis delesyon ve duplikasyonlar, karyotipte 5 milyondan fazla baz ciftinde
tanimlanabilirken, 50.000 baz cifti diizeyinde olan Kkiiclik delesyon ve duplikasyonlar
mikroarray teknolojisi ile tanimlanabilmektedir [98]. Major otozomal andploidleri tanimlamak
veya DiGeorge sendromu gibi belirli delesyon ve duplikasyonlar i¢in FISH teknolojisinden
faydalanilmaktadir. Tek gen hastaliklarinda, belirli bir gen panelinde belirli bir mutasyon olup
olmadigim belirlemek icin, cogunlukla fazla hedefli molekiiler yaklasim gerekmektedir. invaziv
testler icin andploidinin saptanmasi en yaygin endikasyon oldugundan, FISH siklikla kullanilan
ilk testtir. Bu teknoloji hiicre kiiltiirii gerektirmez; sonuclar genellikle 48 saat icinde elde
edilmektedir. Ancak sonuclar tanisal bir prosediirden elde edilmesine ragmen, nadir de olsa
yanlis pozitif ve yanls negatif sonuglarin raporlanmasi gerceklesebildiginden, bir tarama testi
olarak disiiniilmelidir ve karyotip ile dogrulanmalidir [99]. Mikroarray yonteminde kiiltiire
edilmemis hiicreler kullanilabildiginden daha hizli bir doniis siiresi saglayabilmektedir. Bu
teknikle, canli olmayan hiicrelerden de sonu¢ elde edilebilir ve bu nedenle, 6lii dogum
vakalarina neden olma ihtimalinin yiiksek olabilecegi bildirilmektedir. Mikroarray hem
anoploidi hem de kisa delesyon ve duplikasyonlarin tespitinin hizli yapilabilmesinden dolay,
geleneksel karyotipten ziyade FISH ile birlikte baslangi¢ stratejisi olarak yapisal anomalilerin

degerlendirilmesinde 6nerilmektedir [92].

2.4. Prenatal Tarama Testlerindeki Giincel Gelismeler

Plesantal proteinlerin analizlerine dayandirilarak yapilan ve olasilik skoru veren noninvaziv
testler yerine, kesin bir tan1 saglayan ve maternal plazmada bulunan fetal DNA ve RNA'nin
hedeflenmesi ve analizine olanak saglayan tekniklerin kullanimi, noninvaziv prenatal tam
alaninda giderek artis gostermektedir. Bu olasilik ilk olarak, maternal dolasimda plasental
fizyolojinin normal siirecinin bir sonucu olarak, erken gebelikten itibaren, gebe kadinlarin kan
orneklerinde fetal DNA ve mRNA'nin bulunmasiyla ortaya atilmistir ve daha sonra izole
edilebilir ve molekiiler analizlere olanak saglayabilecek oldugu da gosterilmistir [20,100]. Bu
genetik materyaller, fetusiin genetik haritasi ile ayni ve plasentanin transkripsiyonel
aktivitesinin gostergesi niteliginde oldugu icin, tan1 giicii ile invaziv olmayan prenatal testlerin
gelistirilmesi i¢in olasi biyolojik belirte¢lerden olusan bir rezervuar saglamaktadir [101].
Maternal dolasimdaki fetal DNA ve RNA’larin, 6zellikle fetal andploidilerin tespitinde noninvasiv
prenatal testi olarak kullanilabilir olabilecegi, masif paralel sekanslama gibi teknik a¢idan zor
ancak dogru yontemlerle kullanilarak belirlenmistir [102-104]. Fetal DNA ve RNA'yi
hedefleyerek elde edilen biyolojik bilgi, 6zellikle prenatal taniya yonelik biiyiik bir potansiyele
sahiptir. Niikleik asit yaklasiminda, ayrica mikroRNA'lar gibi kodlamayan RNA'nin ve
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diizenleyici DNA'min (diferansiyel olarak metillenmis DNA) analiz edilmesine olanak
saglamaktadir [105].

Noninvaziv prenatal testlere (NIPT) artan ilgi ile birlikte 6zellikle maternal kandaki serbest
fetal DNA (cffDNA) analizine dayanan NIPT ile ilgili bircok calisma yapilmistir ve bunun
sonuncunda giiniimiizde klinik olarak trizomi 21 ve diger yaygin kromozom andplodileri
taramasi ic¢in kullanilmaktadir [106,107]. Yakin gelecekte cffDNA analizinin fetal tek gen
hastaliklarinin saptanmasina kadar uzanacagi 6ngoriilmektedir [108].

Ote yandan, serbest fetal RNA'lar (cffRNA) ve DNA metilasyon analizi de NIPT tabanl
testler icin yeni uygulamalar gelistirmekte firsatlar sunmaktadir. DNA metilasyonu ve
kodlamayan RNA'lar, gen ifadesinin diizenlenmesi ile iliskilidir. Dokularin mRNA gen
ekspresyon profili hiicresel aktivitelerin bir yansimasi olarak kabul gérmektedir. Bu nedenle,
maternal plazmada fetal tiirevli DNA metilasyonu ve transkriptomik profillerin analizinin,
genetik veya kromozomal defekti ile direkt iliskili olmanin 6tesinde, fetal veya gebelikle iliskili

hastalik ve patolojilerin de g6zlemlenmesine olanak saglayabilecegi bildirilmektedir [108].

2.4.1. Serbest fetal DNA

Serbest fetal DNA, 2011 yilinda ACOG ve ‘Society for Maternal-Fetal Medicine’ dernekleri
tarafindan oOnerilmesiyle birlikte, noninvaziv prenatal tarama testleri arasinda sayilmaya
baslanmistir. Bu yeni teknolojide, gebeden alinan kan o6rneginden elde edilen maternal
serumdan cffDNA fragmanlari izole edilmektedir. Bu serbest DNA baslica plasental kaynaklidir
ve apoptotik trofoblastlardan salinmaktadir. Fetal fraksiyon gestasyonel yasla birlikte artis
gostermekle birlikte, % 10'dan fazla oranda bulunma olasilig1 daha yiiksek oldugundan en erken
10. gebelik haftasindan sonra 6l¢iimii giivenilir sayilmaktadir. cffDNAnin 10. gebelik haftasinda
bulunma olasiligt % 4 ile % 13 oraninda degismektedir, ancak giivenilir bir analiz i¢in fetal
fraksiyonun en az % 4'iin iizerinde olmasi gereklidir [64]. Serbest DNA analizinde 2 teknik
kullanilmaktadir; Bunlar, masif paralel sagma yontem vasitasiyla, hedef masif paralel dizileme
veya tek niikleotid polimorfizmlerinin arastirilmasi yoluyla degerlendirilmedir [109,110].

Laboratuvarlar tarafindan sonuglarin raporlanma sekilleri farklilik gosterebilmektedir.
Sonuclar, andploidi saptanmis veya saptanmamis, pozitif veya negatif ya da anoploidi icin
yuksek riskli (> % 99) veya diisiik riskli (<1/10000) seklinde rapor edilmektedir. Bununla
birlikte istenirse cinsiyet kromozomu bilgisi rapora eklenmektedir [48,110].

Serbest fetal DNA tarama testinin yapilan giincel meta-analizlerde trizomi 21 icin, % 99
tespit oranina sahip oldugu bulunmustur ve bu oran mevcut tiim tarama testlerine gore en
ylksek tespit oranidir. Trizomi 18, 13 ve seks kromozom anomalileri i¢in tespit oranlari, trizomi

21’e gore diisiik bulunmustur (Tablo 2.5) [38,111].
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Tablo 2.5. Anoploidi icin serbest DNA'nin tahmini tespit orani ve anne yasina gore pozitif

prediktif degeri [38].

Karma tespit 25 yasta PPV 35 yasta PPV 45 yasta PPV

orani (%) (%) (%) (%)
Trizomi 21 99.2 51 7%) 98
Trizomi 18 96.3 15 39 90
Trizomi 13 91.7 7 21 Hesaplamak i¢in

yeterli veri
bulunmamaktadir

Monozomi X 90.3 41 41 41

PPV, Pozitif Prediktif Deger.

Serbest fetal DNA taramasina yonelik endikasyonlar, maternal yasin dogumda 35 yasin
listiinde olmasi, andploidi riskinin arttigini gosteren ultrasonografik bulgular, daha 6nceki
gebeliklerde trizomi oykiisii, trizomi 13 veya 21 riskini arttirdiindan ebeveynlerdeki dengeli
Robertsonian translokasyonu ve yiiksek riskli birinci trimester veya ikinci trimester andploidi
tarama sonuclar1 olarak belirlenmistir [64,112]. Yapilan daha onceki calismalarda, test
ozelliklerini saglayan ancak bir risk tahmini hesaplayabilmek icin yeterli fetal fraksiyonu
olmayan hastalarin dislandig1 dikkati cekmektedir. Ancak daha sonraki ¢alismalarda, sonugsuz
olarak raporlanan durumlarda, anéploidi riskinin 6nemli 6l¢tide arttigy, diisiik fetal fraksiyonun
ise oOzellikle de trizomi 13 ve 18 ile iliskili oldugu savunulmaktadir. Fetal fraksiyonu
etkileyebilecek diger faktdrler arasinda kilo bulunmaktadir ve obez kadinlarda diisiik fetal
fraksiyon riski artmaktadir [113].

Serbest fetal DNA, bir tarama testidir ve tavsiye edilen populasyonda Trizomi 21 icin pozitif
prediktif deger cok ytliksektir. Bununla birlikte, pozitif prediktif deger, hastaligin popiilasyon
icerisindeki prevalansina baghdir. Bu nedenle, pozitif prediktif degerin, ortalama riskli bir
popiilasyonda onemli 6l¢lide diisiik olmasi beklenmektedir. 2016 yilinda yapilan retrospektif
bir kohort arastirmasinda, otozomal trizomilerle uyumlu, cffDNA sonuglar1 olan 105 hasta
tanimlanmis; ancak bunlardan sadece % 82’si karyotip ile dogrulanmis ve geri kalan hastalarin
antenatal veya postnatal analizde normal karyotipe sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica 9
hastanin kromozom anomalisinin tanisal dogrulanmasi olmaksizin gebeliginin sonlandirildig:
tespit edilmistir [100]. Bu nedenle, test sonucunun yanlis yorumlanmasinin 6nlenmesi icin,
testten Oonce fetal say1 ve gestasyonel yas teyit edilmeli ve ilk trimesterde tanimlanabilen major
anomalilerin varligini1 degerlendirmek i¢in ultrasonun énemi atlanilmamalidir, ¢iinkii bu analiz
oncesi anoploidi riskini degistirecektir [114]. Kistik higroma veya anomaliye rastlanildiginda,
hastalar tarama testlerinden ziyade tanisal teste tabi tutulmayi secebilirler ve bu durum

prenatal taniya daha erken zamanda ulasilmasini saglamaktadir [115].
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Serbest fetal DNA'nin avantajlar1 arasinda rhesus (Rh) izoimmiinizasyonu riski tasiyan
gebeliklerde fetal Rh durumunu ve fetal cinsiyeti yliksek dogrulukla tanimlayabilmesi de
bulunmaktadir. Ancak diger otozomal andploidler veya mikrodelesyonlarin s6z konusu oldugu
gebeliklerde cok fazla incelenmemis oldugundan serbest fetal DNA kullanimi 6nerilmemektedir
[38,64].

Serbest fetal DNA taramasi, bazen maternal mozaizm veya nadiren maternal maligniteler de
dahil olmak iizere maternal kromozomal anomalileri veya baska saglik sorunlarini ortaya
cikarabilmektedir [116]. Maternal kromozom anomalileri veya malignite, rapor edilemeyen
veya yanlis pozitif sonuglar verebilmektedir. Yanlis pozitif sonuclarin olasi diger kaynaklari ise
kaybolan ikiz sendromu ya da plasentaya sinirli mozaizm olmasidir. Serbest fetal DNA ile
tarama, trizomi 21 icin herhangi bir tarama testine gore en iyi tespit oranina sahip olmasina
ragmen, ardisik tarama, tiim kromozomal anomaliler icin serbest DNA'dan daha yiiksek bir
tespit oranina sahip olmaya devam etmektedir ve geleneksel serum taramasinda
tanimlanabilecek bir¢ok kromozomal anomalinin serbest fetal DNA ile gozden kacabilecegini

gostermektedir [117].

2.4.2. Fetal mRNA

Gen ekspresyonunun ve protein sentezinin diizenlenmesinde 6nemli olan RNA’larin
ekspresyon diizeyleri doku ve zamana spesifik oldugundan, cffRNA'larin analizi, fetal dokularin
o siirece ait patofizyolojik durumu hakkinda bilgi saglayabilecegi konusunda fikirler ortaya
atilmaktadir. 2000 yilinda, ters transkripsiyon-PCR (RT-PCR) kullanilarak maternal plazmada
fetal tiirevli Y-kromozomuna 6zgl cinko parmak proteini mRNA'sinin saptanmasi, maternal
kanda fetal RNA varlhigini ortaya koymustur [20]. Bununla birlikte, maternal plazmada plasental
kaynakli mRNA [118] ve miRNA [24] transkriptlerinin varliinin kesfi ile fetal niikleik asit
saliminda plasentanin da 6nemli oldugu ortaya koyulmustur.

Plazma fetal RNA'nin tespit oraninin plazma fetal DNA'ya gore daha diisiik oldugu yapilan
calismalarda belirlenmis olup ve bunun nedeni maternal kandaki fetal RNA'nin degredasyona
ugramasi olarak gosterilmektedir. insan plazmasindaki mRNA tiirlerinin, subseliiler partikiiler
formda paketlendigi gosterilmistir [20,118]. Dolasimdaki mRNA'nin partikiiler 6zelliginin,
olgunlasmamis RNA molekiillerine kiyasla oldukga yiiksek bir stabiliteye yol actig1 bildirilmistir.
Ote yandan, dolasimdaki miRNA'lar ¢ogunlukla nonpartikiiler yapida olmalarina ragmen
oldukga kararhdirlar [24] ve miRNA'larin sa¢ tokasi yapisinin stabilitelerine katkida bulundugu
One stiriilmektedir [108].

Bazi ¢alismalarda plasenta-mRNA'nin maternal plazmada stabil oldugu goésterilmis olsa da,

bu durumun nedeni degredasyondan koruyan mikropartikiillerin varligi ile agiklanabilmektedir.
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llerleyen siirecte, plasentaya spesifik mRNA analizi kullanilarak gebelikte insan plasenta
laktogeninin (hPL) RNA'sinin ve hCG f-altbiriminin mRNA'sinin saptanabilirligini gosteren
baska calismalar da yapilmistir [20,118]. 2007 yilinda, Lo ve arkadaslarn tarafindan yapilan
calismada, kromozom 21’de bulunan PLAC4 mRNA-SNP (tek niikleotid polimorfizmi)
kullanilarak heterozigot fetusdeki iliskili SNP'nin alellik orani belirlenmis ve diger bircok ¢oklu
belirtec tarama stratejisine kiyaslanabilir oranda sensitivite ve spesifite trizomi 21 tanisi
koyulabilecegini gostermislerdir. Bu stratejinin ek bir avantaji;, serum biyokimyasal
belirteclerini kullanan mevcut stratejinin aksine oOrneklemin yapildig1 gestasyonel yasin
duyarsizligidir ve bu nedenle, bu stratejinin klinik kullaniminin nispeten daha kolay oldugu
bildirilmistir. Ancak bu yontemin temel dezavantajlari, yontemin polimorfizme bagimli olmasi
ve yalnizca heterozigot fetus i¢in kullanilabilir olmasidir. PLAC4 SNP'nin (rs8130833) calisildig
popiilasyonda % 45'lik bir heterozigotluk orani bulunmaktadir. Dolayisiyla kapsadig1 diisiik
popiilasyon oraninin kromozom 21'den transkribe edilen birka¢ genin SNP kombinasyonu ile
telafi edilebilecegi bildirilmektedir [119]. Baz1 ¢alismalarda, maternal plazmada tanimlanan
eksprese edilmis genin saptanmasi icin oligoniikleotit mikroarray kullanilarak gercek zamanl
kantitatif RT-PCR ile plasental doku gen ekspresyon profillemesini sistematik olarak saptamasi
calisilmistir ve alti gen tespit edilmistir. Bunlar; hPL, $-hCG, CRH, TFPI2, KISS1 ve PLAC1
genleridir ve bunlarin transkriptleri maternal plazmada saptanmistir [101].

Bu belirteclerin fetal dokularin gen ekspresyon patterni hakkinda o6nemli veriler
saglayabilmesi, plazma fetal RNA analizinin avantajlari arasinda ilk sirada bulunmaktadir.
Ornegin preeklampsi gibi karmagik gebeliklerde, CRH-mRNA’sinin diizeyinde anlamh bir artis
oldugu bulunmustur [120,121]. Bu nedenle, daha ileri RNA belirteclerinin gelistirilmesiyle,
maternal plazma RNA analiziyle, fetuse ait bir¢ok fizyolojik ve patolojik durum, gen
ekspresyonunun noninvaziv bir yolla izlenmesine olanak saglayabilecegi 6ngorilmektedir.
Plazma fetal RNA analizinin ikinci avantaji, cinsiyet ve polimorfizmden bagimsiz olmasidir.
Uciinciisii, bu belirtecin kullaniminin, serbest fetal DNA’ya gore nispeten daha basit ve ucuz bir

yontem olmasidir [118].

2.4.3. mikroRNA

Kodlama ve kod ¢6zme, gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve protein sentezi gibi bircok
biyolojik role sahip olan RNA’larin yaklasik % 95-98’ini kodlama yapmayan RNA'lar (ncRNA)
olusturmaktadir. ncRNA'lar, tasiyict RNA (tRNA) ve ribozomal RNA (rRNA) gibi oldukga ytliksek
miktardaki RNA'lar1 ve uzun ncRNA ve miRNA gibi fonksiyonel olarak 6nemli RNA'lari
icermektedir [122,123].
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mikroRNA'lar, ilk kez 1993 yilinda Harvard Universitesi'ndeki Ambros grubundan Lee ve
arkadaglari tarafindan nematod Caenorhabditis elegans’ta (C. elegans) tanimlanmistir [124]. C.
elegans’in, hiicre kaderini etkileyen mutantlar icin taramasi yapilirken protein kodlamayan Lin-
4 ve let-7 olarak isimlendirilen iki gen tespit edilmistir. Daha sonra mikroRNA veya miRNA
olarak adlandirilan bu kii¢ciik RNA'lardan lin-4’iin hedefinin lin-14 mRNA'nin 3'- okunmayan
bolgesi [untranslated region (UTR)] oldugu bulunmustur. Lin-4'iin lin-14'e kars1 kuvvetli baz
dizisi tamamlayiciligina sahip olduklari bulunmus ve lin-4'lin, larva gelisimi boyunca lin-14
ekspresyonunu, mRNA translasyonunu baskilayarak diizenledigi ve lin-14'tin C. elegans
gelisiminde erken ve gec hiicre kaderi arasindaki zamansal gecisin diizenlenmesine katilan bir
niikleer proteini kodladigi bulunmustur. Ayrica, C. elegans'da hiicre kaderinin belirlenmesinin
zamanlamasi icin gerekli oldugu bulunan let-7'nin tanimlanmasiyla evrimsel agidan iyi
korunmus ve gilinlimiizde kisa, kodlanmayan RNA grubunda olan miRNA ailesinin kesfi
gerceklesmistir [125].

MikroRNA'lar tiim 6karyotik hiicre tiplerinde eksprese edilir ve gen ekspresyonunun post-
transkripsiyonel diizenlenmesine aracilik etmektedirler. miRNA'lar, hedef mRNA'larin 3'-
UTR’sinde yer alan kismen eslenik dizilere sahip olduklari, yliksek oranda korunmus ve tohum
ad1 verilen 6-8 niikleotidlik bir bolge araciligiyla etkilesirler [126]. Boylece hedeflenen
mRNA'larin stabilitesi ve protein sentezinin diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar [127,128].
Simdiye kadar 2000'den fazla insan miRNA tiri kesfedilmistir ve bu miktar giderek
artmaktadir [129]. insanlarda, endojen miRNA'lar genlerin en az % 30'unu diizenlemektedirler
[130] ve dolayisiyla proliferasyon, DNA onarimi, farklilasma, metabolizma ve apoptozu iceren
bir¢ok anahtar rol oynayan hiicresel islemleri koordine ederler [127,128,131]. Her miRNA’nin,
belirli hiicre tiplerinde benzersiz bir niikleotid dizisine ve ekspresyon paternine sahip oldugu

gosterilmistir [132,133].

2.4.3.1. miRNA biyogenezi

Tim miRNA'lar baslangicta niikleusta, miRNA genlerinden RNA polimeraz II veya III
aracilifiyla kopyalanirlar. Birincil transkriptler olan primer miRNA’lar (pri-miRNA), 5'cap ve
3'polyA kuyrugu olan, birkag¢ yiiz RNA niikleotidi ve bir veya daha fazla sap-ilmik (stem-loop)
yapist iceren tek sarmalli RNA molekiilleridir [134,135]. Pri-miRNA'lar, éncii miRNA (pre-
miRNA) olusturmak icin riboniikleaz Drosha ve cift sarmalli RNA baglayici protein DGCR8
(DiGeorge syndrome critical region gene 8) iceren bir protein kompleksi tarafindan taninir ve
islenir [134]. Yaklasik uzunlugu 70 niikleotid kadar olan hairpin (sa¢ tokasi) pre-miRNA'lar Ran
(ras ile ilgili niikleer protein) - GTP kompleksinden saglanan enerjiyi kullanarak exportin 5 ile

sitoplazmaya aktarilir [136]. Sitoplazmada, pre-miRNA'nin ilmik yapisi ve pargasi, RNAaz III

34



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

ailesinden bir endoniikleaz olan Dicer ve transaktive edici yanit olusturan cift zincir RNA
baglanma proteini [transactivating response RNA binding protein (TRBP)] tarafindan kesilerek
yaklasik 20 niikleotid uzunlugunda cift sarmalli RNA (dsRNA) molekiilii olusturulur [137]. Son
olarak, dsRNA helikaz araciligiyla iki adet tek sarmalli RNA’ya (ssRNA) doniistiiriiliir ve sadece
bir ssRNA, Argonaute 2'yi (Ago 2) iceren RNA-susturma kompleksine [RNA induced silencing
complex (RISC)] entegre olur. [138]. Bu AGO iliskili "olgun" miRNA dizisi, tamamlayici
mRNA'lara spesifik olarak baglanir ve hedef mRNA’larin yikimina ve translasyonu engellemeye
neden olmaktadir (Sekil 2.13) [139,140].

Hiicredeki genis miRNA hedefleri goz oniine alindiginda, miRNA'larin bir¢ok fizyolojik ve

patolojik stireci diizenlemesi beklenmedik bir durum olarak gériillmemektedir [140].

Sitoplazma

Primer miRMNA

I miRNA-RISC kompleksi
R — e -
-~ /'-_:h-:@::{..---- < ,.r/d / \
miRNA gem o~

TTI [TTTTTI

mBRNA karlmasi

Translasyonel
bask

Sekil 2.13. miRNA biyogenezini ve miRNA aracili hedef mRNA supresyonunu gosteren sematik
diyagram [140].

Primer miRNA'lar, RNA polimeraz Il veya III tarafindan ¢ekirdekte miRNA genlerinden kopyalanir ve
ardindan pre-miRNA olusturmak i¢cin Drosha ve DGCR8 tarafindan islenir. Daha sonra pre-miRNA'lar,
exportin 5 ve RanGTP ile sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmada pre-miRNA'lar Dicer tarafindan kesilir ve iki
ssRNA olusur. Son olarak, ssRNA'lar AGO-2, Dicer ve TRBP'yi iceren RISC protein kompleksine entegre
olurlar. islevsel olarak, miRNA-RISC kompleksi translasyonel baski veya mRNA kirilmasi yoluyla hedef
mRNA ifadesini inhibe eder.

Olgun miRNA'larin kan plazmasinda serbest halde bulunduguna dair calismalar, 2008
yilinda bir¢ok bagimsiz arastirma grubu tarafindan yapilmistir [23,141,142]. Daha sonraki
yillarda diger tiim biyolojik sivilarda ekstraselliiler miRNA varlig1 teyit edilmistir [139]. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda ise, kan plazmasi, idrar, gozyasi, anne siitii, amniyotik sivi, beyin
omurilik sivisy, tiikiiriik ve sperm dahil olmak tizere tiim biyolojik sivilarda énemli miktarda

miRNA tespit edilmistir [143]. Ekstraseliiler dolasimdaki miRNA'larin pH, kaynama, ¢oklu
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dondurma ¢ozdiirme islemleri ve uzun depolama siiregleri gibi yiiksek degiskenlikler iceren
olumsuz fizyolojik kosullarda dahi olduke¢a kararli olduklar1 gésterilmistir. miRNA'larin aksine,
mRNA, rRNA ve tRNA gibi RNA tiirleri niikleaz acgisindan zengin ekstraseliiler dolasimda kisa
stre icerisinde degrade olmaktadirlar [141,144]. Ekstraselliiler miRNA'nin niikleaz direncinden
sorumlu olan mekanizmasi uzun siire anlasilamistir. Daha sonraki yillarda, ekzozomlardaki
miRNA'larin varliginin bulunmasi [145] ve ekstraseliler miRNA'nin membran vezikiiller ile
paketlenerek korunmasi teorisi Hunter ve arkadaslari tarafindan ortaya atilmistir [146].

Bununla birlikte, 2011 yilinda, iki bagimsiz arastirma grubu tarafindan, sadece membran
vezikiilleri ile paketlenmis miRNA'larin biyolojik sivilarda bulundugu varsayimindan farkl olan
bir teori ortaya atilmistir. Ekstraseliiler miRNA'nin % 90-99'unun mikrovezikiillerden bagimsiz
ve kan plazmasi ya da serumu ve hiicre kiltiirii ortaminda AGO ailesinin proteinleriyle iliskili
oldugu gosterilmistir. Proteaz acgisindan zengin ortamdaki AGO2 proteini stabilitesi, biyolojik
swvilardaki niikleazlara karsi miRNA'larin direncini net bir sekilde agiklamaktadir [144].
Simdiye kadar dort insan AGO proteini (AGO1, AGO2, AGO3 ve AGO4) tanimlanmistir; hepsi
ribozomlardaki mRNA'nin translasyon baskilamasina ve P-cisimlerindeki mRNA bozunmasina
aracilik edebilir. Bununla birlikte, sadece AGO2, sitoplazmadaki mRNA'yi dogrudan
parcalayabilmektedir. miRNA tasiyan AGO, AGO proteininin C-terminal alanindan GW182'ye
baglanarak RISC olusturur. Onemli bir husus, sitoplazmik AGO2'nin sadece % 1'i P-cisimlerinde
bulunurken, ¢cogunluk sitoplazmada diffiiz olarak dagilmistir [139].

Ginimiize kadar olan veriler, ekstraselliler miRNA'larin RNAaz degradasyonundan
korunabilmesinin yollar1 olarak; apoptotik cisimler ile paketleme, vezikiiller ve eksozom ile
atilma; veya yalmizca AGO proteinleri ile kompleks olusturma oldugunu gostermektedir
[143,147]. Ayrica bazi miRNA tiirleri, insan plazmasindan yiiksek yogunluklu lipoproteinin
(HDL) saflastirilmis fraksiyonlarinda da bulunmustur [148], ancak analiz edilen HDL-
miRNA'larin dolasimdaki toplam miRNA'larin yalnizca ¢ok kiigiik bir kismini olusturdugu
bildirilmistir (Sekil 2.14) [139,149]. Son olarak, sentetik miRNA’larin, in vitro kosullarda
saflastirilmis niikleofosmin 1 (NPM1) proteini ile karistirlldiginda RNAaz ile pargalanmadan
korunabildigi gdsterilmistir [150]. Ancak in vivo olarak ne hiicre ici ne de hiicre dis1 miRNA ile

NPM1 iliskisi bulunmamistir [144,150].
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Sekil 2.14. Ekstraseliiler miRNA'nin, sadece AGO proteinine baglh olabilecegi gibi apoptotik
cisim, mikro vesikiiller ve HDL pargaciklari i¢cine kapsiillenmesi [139].

2.4.3.2. Gebelik ve miRNA

Gebelikte en 6nemli organlar plasenta ve uterusdur. Ozellikle plasenta, gelismekte olan
fetusa gereken besin alimi ve gaz alisverisini saglamakla birlikte, sicakligl diizenleme, hormon
liretimi ve gebelik sirasinda internal enfeksiyonlardan korunmayi da saglamaktadir. Ayrica
gebelikle ilgili bircok hastalikla iliskili olmas1 bu stliregteki 6nemini artirmaktadir. Plasenta
trofoblastlar, desidual hiicreler, endotel hiicreleri ve mezenkimal hiicrelerden olusmaktadir. Bu
hiicrelerin, trofoblast proliferasyonu, diferansiyasyon ve invazyon gibi hiicresel aktivitelerinin
yani sira mezenkimal hiicre farklilasmasi, desidualizasyonu ve anjiyogenezi saglikli bir gebelik
slireci icin en 6nemli etkenlerdir [151]. Ayrica gebelik, genetik (6rnegin maternal kalitsal
genler), cevresel (beslenme gibi) ve fizyolojik (inflamasyon, hipoksi) faktorler tarafindan
diizenlenerek degisim gosteren fizyolojik bir durumdur [140]. Yapilan bir¢ok c¢alisma, bu
degisikliklere yanit olarak miRNA ekspresyonunun degistigini ileri siirmektedir [152,153]. Ayni
zamanda, miRNA'larin gebelik sirasinda degisen fizyolojik kosullara tepki verdikleri ve gebelik
slirecinin sorunsuz gecirilmesine katki sagladiklar1 bildirilmistir. Buna karsilik miRNA'larin
ekspresyon diizeylerindeki degisimin gebelikte olusabilecek hastaliklara neden olabilecegi veya

katkida da bulunabilecegi bildirilmektedir (Sekil 2.15) [140]. Bununla birlikte gebeligin
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diizenlenmesinde de 6nemli olduklar1 gosterilmistir. Post-transkripsiyonel diizeyde protein
kodlayan genlerin translasyonunu baskilayarak hiicresel gen ekspresyonunu diizenleyen
miRNA'lar, hiicre gelisimi, cogalmasi, iletisim ve doku farklilasmasinda da kritik 6neme sahiptir
[154]. Plasental gelisim, farklilasma, go¢, invazyon, anjiogenezis, proliferasyon ve apoptoz gibi
birgok kritik siirece sahiptir [155]. miRNA'larin plasenta gelisimini diizenledigi ve bu siirecler

boyunca islev gordiigii gosterilmistir [156].

Genetik Cevresel Fizyolojik
faktarler faktorler faktarler
(maternal kalitsal genler) (sigara) (enflamasyon, cksidatif
stres)
I

| /

Plesantal miRNA

Plasentaya spesifik Plasenta
miR-23a, miR-136, miR-141;

C14MC cluster (miR-371, miR-372,

and miR-373); C19MC cluster (miR-516,
miR-517, miR-518, and miR-519); and s0 on

Uterus miRNA

miR-34b, miR-34c, miR-96,
miR-199a, miR-200a, miR-214,
miR-219-5p, miR-222, miR-223,
miR-375, let-7a, let-7b, and so on

. Plesantayla iligkili
miR-18a, miR-93, miR-101, miR-137, miR-141,
miR-148/152, miR-155, miR-181a, miR-205,
miR-210, miR-224, miR-335, miR-424, miR-451,
miR-491, miR-675, Let-7, and so on

_eksp‘res_';'an
Normal
ekspresyon

Saghlh Gebelikle iligkili
gebelik hastahklar (preeklemsi,
gestasyonel diyabet)

Sekil 2.15. Plasenta ve uterustaki miRNA'larin, gebelik silirecinde genetik, ¢evresel ve
fizyolojik faktorlerin etkilerine gore ekspresyon degisimleri [151].

MikroRNA'lar plasental sinsiyotrofoblastlardan maternal dolasima eksozomal partikiiller
vasitasiyla salinirlar (Sekil 2.16) [140]. Plasental gelisimdeki miRNA'larin roliinden dolays,
maternal dolasimdaki plasental miRNA'larin anormal ekspresyonunun, preeklampsi, [157]
abortus [158], gestasyonel diyabet [159] gibi gebelik komplikasyonlari ile iliskili oldugu

gosterilmigtir.
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Sekil 2.16. Gebelikte fetus ile anne arasindaki miRNA'larin karsilikli iletisimi ve gebelikle
iligkili maternal ve fetal bozukluklarla baglantis1 [140].

2.4.3.3. Non-invaziv prenatal taramada miRNA'larin kullanimi

Konjenital prenatal tani yontemlerinden olan CVS ve amniyosentez hem invaziv hem de
riskli olarak kabul edilmektedir. Dolayisiyla, invaziv olmayan yaklasimlar gelistirmek son
yillarda giderek daha 6nem kazanmaya baslamistir. Bu konudaki ilk yaklasim maternal
dolasimdaki fetal hiicreleri izole etmek ve analizdir. Ancak dolasimdaki fetal hiicrelerin nadir
olmas1 bu konudaki en biiyiik sorunu olusturmaktadir [160]. Alternatif bir yaklasim ise, fetal
dolasimdaki serbest niikleik asitlerin saptanmasidir [161]. Fetal DNA, RNA'dan daha kararl ve
genotiplendirme yapmaya olanak saglarken, RNA'nin avantaji, DNA'nin disiik kopya sayisina
sahip olmasi olarak gosterilmektedir [162].

MikroRNA'lar, hamilelik veya fetus gelisimiyle iliskili klinik kosullarin erken tespitine
potansiyel olarak yardimci olabilirler. Yakin zamanli yapilan ¢alismada, plasenta
trofoblastlarindan eksprese olan miRNA’larin, genomun normal plasental ve embriyonik
gelisimi icin etkili bolgesi olan kromozom 19'da yaklasik 100 kb miRNA gen kiimesindeki
miRNA'lar oldugu ortaya koyulmustur [163]. Ayrica, plesanta kokenli miRNA'lar maternal
plazmada saptanmis ve bazi miRNA ekspresyon diizeylerinin, gebeligin cesitli asamalarinda
arttigl, postnatal donemde azaldig1 gosterilmistir [23,164]. Bununla birlikte, miR-141 gibi bazi
miRNA'larin, plasental olarak eksprese edilen bir mRNA olan CSH1 ile karsilastirildiginda daha
stabil oldugu tespit edilmistir. Bir trofoblast hiicre hatti {izerinde gerceklestirilen in situ

hibridizasyon ¢alismasinda, miR-517b'nin ekzozom aracili salindig1 kanitlanmis olup, plesantal
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miRNA’larin maternal plazmaya gecisi gosterilmistir. Bu nedenle, miRNA'larin gebelikle iliskili
fizyolojik siireclerin izlenmesinde kullanilabilecegi bildirilmektedir [22]. Ayrica, miRNA
ekspresyonundaki degisikliklerin, noral tiip defekti veya etanol maruziyeti ile iliskili teratojenik
etkiler de dahil olmak {izere bircok dogustan defekt ile iliskili oldugu gosterilmistir [165]. Bu
veriler, konjenital anomali tespitinde, miRNA ekspresyon diizeylerinin dogru analizinin,
geleneksel invaziv 6rnekleme yontemlerinin bir pargasi olarak kullanilabilir olmasinin yani sira,
maternal plazmadaki fetal miRNA'larin da noninvaziv bir yontem olarak kullanilabilecegini de

diistindiirmektedir (Sekil 2.17)[165,166].

Lr(':ltal mﬁl Ekstraselliller miRNA
n akimu prt
| | Plazma miR'N!‘ '

| veya kantifikas
| yonu
' Serum \ “q RT-PCR

* NGS
* Microarray

........

Plasenta miRNA iceren .
vezikiil Intraselliiler miRNA

N ¥~ miRNADbaghprotein

@ miRNADbagh HDL

s miRNA igeren hiicreler

Sekil 2.17. Ekstraselliiler ve intraselliler miRNA’larin biyobelirte¢ olarak kullanilmasi
[166].

Plasentanin gelisiminin kritik basamaklarindaki miRNA'nin rolii ve bu genetik materyalin
maternal dolasimda stabil bir sekilde bulunmasi, maternal ve fetusda gelisen ¢esitli durumlarda
spesifik ekspresyon diizeylerinin bulunmasi ve daha da onemlisi, bu miRNA'larin gebelik
sirasinda maternal plazmada saptanabilir, ancak postnatal donemde plazmada saptanamaz
olmasi, bu diizenleyici faktorlerin NIPT'de potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini
gostermektedir [156]. Biitiin bu verilerin 1s181nda, bu ¢alismada konjenital anomali prenatal

tanisinda noninvaziv bir belirte¢ olarak miRNA profilinin belirlenmesi amaglandi.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar

Mikro santrifiij (Hettich Mikro 200, Almanya)

Masaiisti tipi santrifiij (Niive NF 800, Tiirkiye)

Otomatik ayarlanabilir pipet seti (Eppendorf -P20-P100-P200-P1000, Almanya)
-20 °C Derin dondurucu (Ugur Derin Dondurucu, Tiirkiye)

-80 °C Derin dondurucu (Elcold, Danimarka)

+4 0C Sogutucu (Bosch, Almanya)

8 Kanalli mikropipet (Viaflo Voyager, Integra Biosciences, New Hampshire, USA)
Vorteks (HEIDOLPH, Almanya)

© N o 1A W N R

NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific)

10. Termal cycler (Genepro, TC-E-3846, Cin)

11. Plate karistiric1 (JMC R&D, Kore)

12. Plate santrifuj (Ecomate, JCW48, Cin)

13.IFC controller (Fluidigm, USA)

14. Yiiksek kapasiteli real time PCR (Biomark BMK-PKG-MH Fluidigm, USA)

3.1.2. Sarf Malzemeler

1.15 ml’lik poliproplen konikal tiip (Falkon-Sterile, Meksika)

2.3 ml'lik %7,5 EDTA’ tiip (BD, Vacutainer, Ingiltere)

3.2 mL DNA-RNAsiz mikrosantrifiij tiip (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)
4.Filtreli pipet ucu (Eppendorf- DNase, Rnase and Pyrogen free, Almanya)
5.Pipetucu (12,5 pl, 125 pl, Voyager II- Integra Biosciences)

6. Isopropanol (% 100)

7.Ethanol (% 80)

8.0,2 mL Thermo-Strip ( 8'1i strip tiip, Thermo Fisher Scientific, MA, USA)
9.96 well PCR plate (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)

10. 96 well piko PCR plate (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)

11. PCR plate film (MicroAmp® Optical Adhesive Film, Thermo Fisher Scientific, MA, USA)
12. 96.96 Dynamic Array (Fluidigm, Katalog no. BMK-M-96.96)

41



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

3.1.3. Kullanilan Kitler

miRNeasy Serum/Plazma Advanced Kit (QIAGEN, Katalog no./ID: 217204)
miScript II RT Kit (Qiagen, Katalog no.218161)

miScript Microfluidics PreAMP Kit (Qiagen, Katalog no.331455)

miScript Microfluidics PCR Kit (Qiagen, Katalog no.331431)

Assay Loading Reagent (Fluidigm, Katalog n0.85000736)

DNA Binding Dye (Fluidigm, Katalog n0.100-3738

o 1A W R

3.2. Calisma Grubu

Bu calismaya Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
poliklinigine basvuran 25- 50 yas aras1 ve ek medikal problemi olmayan 43 tekil gebelik tasiyan
anne aday1 dahil edildi ve gruplar su sekilde olusturuldu;

-Hasta grubu: Fizik muayene, ikili, li¢lii test sonuglarina gore konjenital anomalili fetus tasima
olasiligl olan ve ikili, ticlii test sonuclarina gore amniyosentez endikasyonu saptanan ve
amniyosentez sonucuna gore de konjenital anomalili fetus tasidigl saptanan 14 gebe hasta
grubu olarak calismaya dahil edildi.

- Kontrol-1 grubu: Fizik muayene, ikili, ti¢lii test sonuglarina gore konjenital anomalili fetus
tasima olasiligl olan ve ikili, liglii test sonuglarina gore amniosentez endikasyonu saptanan
ancak amniosentez sonucuna gore konjenital anomalili fetus tasimadigi saptanmis 16 gebe
kontrol-1 grubu olarak ¢alismaya dahil edildi.

- Kontrol-2 grubu: Tarama test sonuclarina gére konjenital anomalili fetus tasima olasilig
olmayan ancak ileri maternal yas, down o6ykiisii gibi nedenlerden dolay1 6zellikle aile istegi
lizerine amniyosentez yapilan ve amniyosentez sonucuna gore konjenital anomalili fetus
tasimadigl saptanmis 13 gebe, kontrol-2 grubu olarak ¢alismaya dahil edildi.

Bu calisma, 14.01.2016 tarihli ve 2016/17 nolu Kurul Karari ile Mersin Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmis olup, ¢alismaya katilan tiim gebelerden

yazili onam formu alinmistir.

3.3. Orneklerin Alimi ve Saklanmasi

Bu calismada Tablo 3.1'de gosterilen 49 miRNA’'nin analizi gergeklestirildi. miRNA
analizi i¢in, calismaya katilan 43 gebeden 5 ml EDTA’1 tiipe ven6z kan ve amniyotik siv1 6rnegi
alindi. Kan ornekleri sadece 3-5 kez alt-iist edilerek, bekletilmeden 2000 g'de 10 dk santrifij

edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen plazma dikkatli bir sekilde steril bir mikrosantrifiij tiipiine
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alindi. Ayrilan plazma 6rnegi tekrar 2000 g’'de 10 dk santrifiij edildi ve iist kisimdan alinarak

steril mikrosantrifiij tliplerine alikotlandi. Elde edilen plazma 6rnekleri miRNA izolasyonu igin,

¢alisma giiniine kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandu.

Tablo 3.1. Analizi gergeklestirilen miRNA listesi.

hsa-miR-155-5p

hsa-miR-125a-5p

hsa-miR-483-5p

hsa-miR-196b-5p

hsa-miR-1301-3p

hsa-miR-126-3p

hsa-miR-92a-2-5p

hsa-miR-20a-5p

hsa-miR-181a-5p

hsa-miR-16-5p

hsa-miR-629-5p

hsa-miR-1298-5p

hsa-miR-10b-5p

hsa-miR-320b

hsa-miR-30c-5p

hsa-miR-23c

hsa-let-7c-5p

hsa-miR-98-5p

hsa-miR-363-3p

hsa-miR-210-3p

hsa-miR-19b-2-5p

hsa-miR-223-3p

hsa-miR-513a-3p

hsa-miR-141-3p

hsa-let-7f-2-3p

hsa-miR-320c

hsa-miR-124-5p

hsa-miR-99a-5p

hsa-miR-188-3p

hsa-miR-504-5p

hsa-miR-199b-3p

hsa-miR-335-5p

hsa-miR-486-5p

hsa-miR-92b-5p

hsa-miR-1233-3p

hsa-miR-802

hsa-miR-374b-3p

hsa-miR-4732-5p

hsa-miR-498

hsa-miR-374a

hsa-miR-21-5p

hsa-miR-891b

hsa-miR-222-5p

hsa-miR-221-3p

hsa-miR-3156-5p

hsa-miR-362-3p

hsa-miR-125b-2-3p

hsa-miR-133b

hsa-miR-135b-5p

Toplanan maternal plazma orneklerine ek olarak aymi giin alinan amniyotik sivi
ornekleri, literatlirlerde uygun bir yontem bulunamamasindan dolayi, 6rnek toplanmaya
baslanmasindan itibaren farkli kosullarda saklandi. Yapilan literatiir taramalari sonucu diger
biyolojik sivilarin saklama kosullar1 g6z oniine alinarak, her bir amniyotik sivi 6rnegi icin Ug
saklama kosulu belirlendi.

Birinci saklama kosulu; oda sicakliginda 2 saatten daha uzun bekletilmeden, 2000 g’'de
10 dakika santrifiij edildikten sonra ayrilan siipernatantin tekrar 2000 g'de 10 dk santrifiij
edilmesi ve temiz bir falcon tiipiine ayrilarak -80°C’lik derin dondurucuda saklanmasi,

Ikinci saklama kosulu; oda sicakhiginda 2 saatten daha uzun bekletilmeden herhangi bir
islem uygulanmaksizin -80°C’lik derin dondurucuda saklanmasi,

Ugiincii saklama kosulu; 2 saatten daha uzun bekletilmeden, 2000g’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra ayrilan siipernatantin iizerine 1:1 oraninda RNAlater soliisyonu
eklenerek -80°C’lik derin dondurucuda saklanmasi seklinde ti¢ yontem belirlendi.

Ornek saklama kosullarinin ve hangi yontemin daha iyi sonug¢ verdiginin belirlenmesi
icin secilen 15 hastaya ait ii¢ ayr1 yontemle saklanan toplam 45 6rnek kullanilarak 6n ¢alisma
yapildl. Bu 6rneklerdeki miRNA ekspresyon sonuglar1 degerlendirildi ve drneklerin saklama
kosulu olarak, oda sicakliginda 2 saatten daha uzun bekletilmeden, 2000 g’'de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra ayrilan siipernatantin tekrar 2000 g'de 10 dk santrifiij edilmesi ve
temiz bir falcon tiipline ayrilarak, c¢alisma gliniine kadar -80°C’lik derin dondurucuda
saklanmas1 olduguna karar verildi ve ¢alismada bu amniyotik sivi 6rneklerinin analizi

gerceklestirildi.
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3.4. Yontemler

3.4.1. Amniyosentez

Amniyosentez islemi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar ve
Dogum poliklinigine basvuran veya takibi yapilan gebelerden tarama testi riskli olan,
ultrasonografi bulgusu bulunan, daha dnceki gebeliklerinde Down sendromu 6ykiisii olan ya da
ileri maternal yasa sahip anne adaylarinin kendi istegi dogrultusunda uzman hekimler
tarafindan gerceklestirilmistir. Amniyosentez, 16 ile 20. gebelik haftalar1 arasinda uygulanmis
olup, islem sirasinda gebelerden ultrasonografi esliginde transabdominal yol ile uterusa
girilerek, 15-20 ml amniyon sivis1 alinmistir. Alinan amniyotik sivi1 6rnegi prenatal sitogenetik

tan1 amaciyla Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji laboratuvarina gonderilmistir.

extraction <X
of amniotic ultrasound monitor
fluid \

amniotic *
fluid

%
placenta By /'u'at_!in a
fetus 3N ,.. \

bladder

} rectum

N cervix

Sekil.3.1.Amniyosentez [44]

3.4.2. Sitogenetik Analiz

3.4.2.1. In situ Kiiltiir ve Harvest Yontemi:

Her bir 6rnek icin 4 adet in situ kiiltiir ve bir adet yedek flask kiiltiirti kurulmus ve in situ
kultiir ve harvest yontemi su sekilde uygulanmstir;
1. Asit-alkol ile temizlenen ve sterilize edilen 24x24 lameller 35 mm ¢apinda steril petri
(Greiner) icine konularak in situ kiiltiir i¢cin hazirlanmistir.
2. 15-20 ml amniyon sivisindan santrifiigasyon sonrasi elde edilen hiicreler 5 ml BIO-AMF
(Biologicallnd.) icinde siispanse edilerek petri icindeki her bir lamel tizerine 0.5 ml

yayilmis ve bir gece bekletildikten sonra tiim petrilere 1.5 ml ortam eklenmistir.
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3. Bes ile 7 giin arasinda siiren ilk hiicre yapisma periyodu sonrasinda tiim kiiltiirler giin
asir1 1/4,1/2 veya 1/1 oraninda beslenmistir.

4. Yeterli koloni sayisi, koloni biiytkligii ve mitotik indeks saglanan kiiltiirlere over-night
diisiik konsantrasyonlu Kolgisin (Biological Ind.) uygulanmistir.

5. Lameller petrilerden c¢ikarilmadan 20 dk sodyum sitrathi (Merck) hipotonik, pre-
fiksasyon (Karnoy fiksatifi), fiksasyon (x3) ve hava ile patlatma asamalarindan olusan in
situ harvest yontemi ile bantlamaya hazirlanmistir.

6. GTG bantlama yontemi ile lameller petriden cikarilarak bantlanmistir.

3.4.2.2. Karyotipik analiz

Tiim 6rneklerin karyotipik analizleri CytoVision 3.93 (Applied Imagine) goriintii analiz
paket programi ile yapilmistir. Analiz, her bir lameldeki ortalama 5-10 koloni olmak tizere her
bir ornege ait toplam 4 lamel tzerindeki 20-60 kolonideki metafaz alanlar1 {izerinde
gerceklestirilmistir. Tiim karyotip analizlerinde koloni diizeyinde degerlendirilme yapilmistir.
Mozaik olgularda ve analiz edilen hiicre sayisinin arttirilmasi gereken olgularda yedek flask
kiltliiriinden lamele pasajlama yontemi ile elde edilen metafaz alanlar1 karyotipik analize

alinmistir.

3.4.3. miRNA Ekspresyon Analizi

3.4.3.1. miRNA izolasyonu

mikroRNA izolasyonu asamasinda miRNeasy Serum/Plazma Advanced (QIAGEN,

Katalog no:217204) kiti kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi protokol uygulandi. Deneyin tiim
adimlan oda 1sisinda gergeklestirildi ve tamponlarin da kullanilmadan 6nce oda 1sisinda
olmasina dikkat edildi.
icerik:

o RNeasy UCP MinElute spin kolonlari

e Collection tiipleri (1.5 ml)

o Collection tiipleri (2.0 ml)

e Tampon RPL

e Tampon RPP

e Tampon RWT

e Tampon RPE

e RNase icermeyen su
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RWT ve RPE tamponlarina kullanimdan 6nce, sise ilizerinde yazan hacimde % 96-100 ethanol
eklendi.

Prensip:

Ekstraseliiler vezikiillerde bulunan RNA da dahil olmak tizere plazma RNA i¢eriginin tamaminin
eldesinde etkili bir sekilde lizizi saglamak igin oOncelikle o6rnek ile Tampon RPL
karistirilmaktadir. Kit, plazma proteinleri gibi kirleticileri cokerten Tampon RPP'yi icermektedir
ve santrifiij yardimiyla proteinler ¢okertilmektedir. RNA molekiillerinin (> 18 niikleotid) silis
membrana baglanmasi icin uygun kosullar1 saglamak amacgh siipernatanta izopropanol
eklenmektedir. Kitte, spin-kolon teknolojisine dayanan bir protokol uygulanmaktadir, bundan
dolay1 6rnek daha sonra RNeasy UCP MinElute spin siitununa uygulanmaktadir; burada RNA,
membrana baglanir ve diger Kirleticiler yikama tamponu olan Tampon RPE yardimi ile
uzaklastirllmaktadir. Son adimda, toplam RNA (> 18 niikleotid), RNaz icermeyen su kullanilarak

elie edilmektedir.

Cel_miR_39 spike in kontrol kullanimindan 6nce asagidaki sulandirma protokolii izlendi;
1. Tipe 300 pl RNase icermeyen su eklendi. (2x1010 kopya/stok)
2. Sulandirilan bu tiip porsiyonlanarak -80°C'de saklandi.
3. 4 pl stok spike in kontrol iizerine 16 pl RNase icermeyen su eklendi. (4x109 kopya/ul)
4. 2 pl 4x10°kopya/ul spike in kontrol iizerine 48 ul RNase icermeyen su eklendi. (1.6x108

kopya/pl)

Protokol:

1. Plazma ve amniyotik siv1 6rnekleri ¢6zdiirtldii.

2. Temiz bir mikrosantrifiij tiiptine 200 pl 6rnek eklendi.

3. Ornek iizerine 60 ul tampon RPL eklendi ve >5 saniye vorteks ile karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 3 dakika bekletildi.

4. Tiipe 3.5 pl Spike-in kontrol (sulandirilan Ce_miR_39) eklendi ve vorteks ile iyice karismasi
saglandi.

5. Tipe 20 pl tampon RPP eklendi ve >20 saniye vorteks ile iyice karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 3 dakika bekletildi.

6. Bekleme asamasinin bitiminde 12.000 g'de 3 dakika santrifiij edilerek pelletin ¢cokmesi
saglandi.

7. Berrak ve renksiz goriinlimde olmasi gereken siipernatantdan yaklasik 230 pl yeni bir tiipe
alindi ve tizerine 1/1 hacimde izopropanol eklenerek vorteks ile iyice karistirildi.

8. Kolonlara, tiipiin tiim icerigi aktarild1 ve 28.000 g'de 15 saniye santrifiij edildi ve tiipteki

sizinti atildi.
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9. Kolona 700 pl tampon RWT eklendi ve 28.000 g'de 15 saniye santrifiij edildikten sonra
tiipteki stiziintii atildi.

10. Kolona 500 pl tampon RPE eklenerek =8.000 g'de 15 saniye santrifij edildi ve tiipteki
stiziinti atild1.

11. Kolona 500 pl % 80'lik etil alkol eklendikten sonra 28.000 g'de (=10.000 rpm) 2 dakika
santrifiij edildi. Kolonu tiipten alirken siiziintii ile temas etmemesine dikkat edilerek tiipteki
slizlintl atildi.

12. Kolon yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine alind1 ve tiip agz1 acik sekilde 5 dakika maksimum
hizda santrifiij edildi. Boylece etanoliin tamamen uzaklasmasi saglandu.

13. Kolon yeni bir 1.5 mI'lik tiip icerisine alind1 ve membranin tam ortasina gelecek sekilde 20 pl
RNase free sudan pipetlendikten sonra, tiipiin kapagi acik halde 1 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

14. Bekleme siiresi bitiminde, tiip maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilerek RNA'nin

membrandan sitizilmesi saglandu.

Serum/plazma
i

_ Buffer RPL ekleme
I

=
Buffer RPP ekleme

Protein ¢okelmesi

t

L:, Siipernatantin transferi
>

l isopropanol ekleme

=1
L@ Total RNA baglanmasi

Yikama

T Uzaklastirma

Sekil 3.2. miRNA izolasyon kiti protokolii [167].

47


https://www.qiagen.com/de/shop/sample-technologies/rna/mirna/mirneasy-serum-plasma-advanced-kit/#orderinginformation

Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

3.4.3.2. cDNA Reaksiyonunun Hazirlanmasi

cDNA eldesinde miScript II RT Kit (Qiagen, Katalog N0.218161) kullanildi. Bu asamada
uygulanan protokol;

1. Olii hacimler dahil edilerek agagidaki karisim 90 érnek + 2 pozitif kontrol i¢in hazirland.

5x miScript Hispec buffer 168 ul
10x miScript Nucleics mix 84 ul
DNase-RNase free su 84 ul
miScript Rev. Transcriptase mix 84 ul

TOPLAM 420 pl

2. Karisimdan 8'li strip tiipe her bir kuyuya 51 pl olacak sekilde dagitildi. Temiz bir piko
plate kullanilarak izole edilen RNA o6rnekleri 3.5 pul olacak sekilde kuyulara pipetlendi.
Ornek dagitilan kuyular kontrol edildikten sonra 8'li strip tiipe dagitilan cDNA
karisimindan 8 kanalli pipet yardimiyla 3.5 pl alinarak dagitimi yapildi. Mix dagitilan
kuyular kontrol edildi.

3. Piko plate, plate karistirici da 2000 rpm'de 3 dk. karistirildiktan sonra vorteks iizerinde 2
sn karistirildi, 4-5 sn. beklenip bir kez daha karistirildi. Plate santrifiijiinde 60 sn

santrifiij edildi ve asagidaki termal programa alindi.

37°C 60dk
95°C 5dk
4°C w

4. Termal program sonunda plate, plate karistiricida 60 saniye santrifiij edildi.

5. cDNA 6rnekleri 1/5 oraninda sulandirmasi yapilarak bir sonraki isleme hazirlandi.

3.4.3.3. Preamplifikasyon Reaksiyonunun Hazirlanmasi:

Preamplikasyon asamasinda miScript Microfluidics PreAMP Kit (Qiagen, katalog No:331455)
kullanildi. Uygulanan protokol asagidaki gibidir;
1. Primerler asagidaki gibi sulandirilarak 100 uM konsantrasyona getirilmesi saglandi:
e Primer tiipli 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
e Tiipe 27.5 pl nuclease free su pipetlendi.

o Tiip kisa araliklarla bir siire vortekslendi ve spin down yapild.
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2. PreAmp Primer Pool hazirlanmasi:

Bu ¢alismada 49 miRNA ve kontrol olarak Ctrl_miRTC ve Cel-miR-39 olmak {lizere toplamda

51 primer ile calisild.

Her primerden bir tiipten 1 pl alinir ve boylece toplam hacim 51 pl olur.

Primerlerin 500 kat sulandirilmasi gerektiginden 51 pl stok primer olan tiipe 449 pl
nuclease free su eklendi ve bu durumda toplam hacim 500 pl'ye tamamlandi.

Tiip vorteks ile iyice karistirildiktan sonra preamp primer pool, preamp mixe eklenmeye

hazir hale getirildi.

Asagidaki karisim 90 O6rnek + 2 pozitif kontrol ve 6lii hacimlerde hesaplanarak

hazirlandi:
5x miScript Preamp buffer 230 ul
Hot start taq DNA poly. (5U/ul) 92 ul
Preamp primer pool 230 ul
DNase-RNase free su 322 ul
miScript Preamp Univ. Primer 46 ul

TOPLAM 920 ul

Karisim 8'li strip tliplin her kuyusunda 113 pl olacak sekilde dagitildi.

Temiz bir piko plate alind1 ve daha 6nce sulandirilmis olan cDNA 6rneklerinden 2’ser ul
pipetlendi ve 6rnek dagitilan kuyular kontrol edildi.

cDNA'lar iizerine hazirlanip 8’li strip tiiplere dagitilan preamp karisimindan 8’er pl
pipetlendi ve mix dagitilan kuyular tekrar kontrol edildi.

Piko plate, plate karistiricida 2000 rpm'de 3 dk. karistirildi. Vorteks iizerinde 2 saniye
tutulup, 4-5 saniye beklenildikten sonra bir kez daha karistirildi. Plate santrifiijiinde 60

saniye santrifiij edilip asagidaki termal programa alindi:

95°C 15dk
94°C 30sn
60°C 3dk 12 dongi
4 C

8. Termal program sonunda plate, plate karistiricida 60 saniye santrifiij edildi.

9. Preamp orneklerinin 65 pl SR1 + 97.5 pl DNA suspension buffer pipetaj yapilarak

karistirilip hazirlanan exonuclease karisimi 1 pl olarak pipetlendi.
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10. Piko plate, plate karistirictda 2000 rpm'de 3 dk. karistirildi. 2 saniye vorteks ilizerinde
tutuldu ve 4-5 saniye beklenip bir kez daha karistirildi. Plate santrifiijlinde 60 saniye
santrifiij edildi ve asagidaki termal programa alindt:

37°C 15dk
95°C 5dk
4°C o

11. Termal program sonunda plate, plate karistiricida 60 saniye santrifiij edildikten sonra

preamp ornekleri 1/5 oraninda sulandirild.

3.4.3.4. RT-PCR Mix ve Primer Hazirlanmasi

Bu asamada miScript Microfluidics PCR Kit (Qiagen, Katalog No: 331431) kullanildi ve
asagidaki protokol izlendi:
1. 100 pM konsantrasyondaki primerler, asagidaki gibi hazirlanarak Biomark'a yiiklemeye

hazir hale getirildi.

100 uM primer 1l
Nuclease free su 1.5 ul
Microfluidic universal primer 2.5l
2x Assay Loading Reagent 5ul

TOPLAM 10 pl

2. RT-PCR karisimi asagidaki gibi 24 6rnek + 2 pozitif kontrol icin hazirland1 (614 hacimler
hesaplanarak dahil edildi):

gPCR Master Mix 360 pl
20X DNA Binding Dye 36 ul
Nuclease free su 84 ul

TOPLAM 480 pl

Karisim 8'li strip tlipe 58’er pl olacak sekilde dagitildi.

4. Temiz bir piko plate alinarak, daha énce diliiye edilmis preamplifiye 6rneklerinden 2’ser
ul pipetlendi ve kuyular kontrol edildi.

5. Ornekler iizerine 4 pl hazirlanan ve 8'li strip tiipe alinan PCR karisimi dagitilip, karisimin

dagitildig1 kuyular kontrol edildi.
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6. Piko plate, plate karistirici da 2000 rpm'de 3 dk. karistirildi. Vorteks lizerinde 2 saniye
daha karistirilip, 4-5 saniye beklendikten sonra bir kez daha vorteks uygulandi. Plate

santrifiijiinde 60 saniye santrifiij edildi.

3.4.3.5. Dynamic Array Hazirlanmasi

Akiimiilatdor

‘ TEROEE & [ojaja]ola
DDEEE DOOEE
) EE)G gioisielo

EEEE)

HHHEEHEODEHE

(9]

Assay Akiimiilator Ornek

Sekil 3.3. Dynamic array 96.96 goriintiisii [168]

1. Dynamic Array’in PRIME Edilmesi:
Enjektor icinde gelen kontrol sivilari, Dynamic Array’de “akiimiilator” adi verilen kiiciik

hiicrelere enjekte edildi ve Dynamic Array IFC Controller’da PRIME edildi.

2. Dynamic Array’e Pipetlemelerin Yapilmasi:
Hazirlanan primerler Dynamic Array’de “assay” kismindaki kuyulara ve PCR karisimi

“sample” kismindaki kuyulara 4.75 pl olarak pipetlendi.

3. IFC Controller’da Dynamic Array’in Yiikklenmesi:
Dynamic Array IFC Controller'a yerlestirildikten sonra “LOAD” secilerek yiikleme
baslatildi. Bu islemi devam ederken BioMark Data Collection yazilimi baslatildi ve BioMark’'in
lambasinin 1sinmasi siiresi 20 dakika oldugundan, “Double Click to Turn Lamp On” kismina ¢ift

tiklanarak lambasi ¢alistirildi.

4. Dynamic Array’in BioMark’da Calisilmasi:
Dynamic Array’in ytkleme isi tamamlandiktan sonra IFC Controller'dan alindi ve
Dynamic Array altindaki mavi filmin c¢ikarilip, Chip yiizeyinin temizligi kontrol edilerek,

Dynamic Array lizerindeki barcode kismi dis tarafa bakacak sekilde BioMark’a yerlestirildi.
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BioMark Data Collection yazilimi yardimi ile Dynamic Array calistirildi ve asagidaki

termal programa alindu:

Biomark Termal Protokol:

50°C.. 120 sn.

70°C..1800 sn. :I Thermal mix
25°C 600 sn)

95°C.600sn. ] Hot Start
94°C 15 sn.

55°C. 30 sn. :| 30 dongii
70°C. 30 sn.

60-95 °C —J Melting Curve

3.5. istatistiksel Analiz

Analiz yonteminde; elde edilen RT-PCR sonuglarinin (Ct degerlerinin) analizleri 2-24Ct jle
hesaplanmis, bu degerler hesaplandiktan sonra gruplar arasi karsilastirmalari yapmak icin
Basic student t test yontemi kullanilmigtir. Istatistiksel analizde, giagen veri analiz sitesinden
(http://www.qiagen.com/us/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-page/
) faydalanilmis olup, global Ct mean normalization ile analiz gerceklestirilmistir.

Amniyon s1vist ve plazmadan elde edilen Ct degerleri arasindaki iligkinin saptanmast
amaciyla Spearman korelasyon katsayis1 hesaplanmistir. Analizler Statistica v.13.3 programi

ile yapilmistir. p<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Calisma Grubunu Olusturan Gebelerin Tanimlayici Bilgilerine Ait Bulgular

Calisma grubunu, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve

Dogum poliklinigine basvuran 43 tekil gebelik tasiyan anne aday1 olusturmustur. Dahil edilme

kriterlerine uygun bu gebelerin yas ve gebelik haftalarina ait bulgular Tablo 4.1'de verilmistir.

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen gebelere ait yas ve gebelik haftalarina ait bulgular

n Minimum | Maximum|Ortalama| Std.sapma
Yas 43 19,0 43,0 34,442 5,0535
Gebelik haftasi 43 14,0 21,0 17,256 1,4325

Tarama testlerine ve USG bulgularina gére amniyosentez endikasyonu gosteren ve

kromozom analizi sonucunda konjenital anomalili fetus tasiyan 14 gebe (10 Down sendromu, 2

Klinefelter sendromu, 1 Turner sendromu, 1 Trizomi 18) hasta grubu olarak, tarama testlerine

ve USG bulgularina gére amniyosentez endikasyonu olan fakat konjenital anomalili fetus

tasimayan 16 gebe Kontrol-1 grubu olarak ve riskli tarama testi olmamasina ragmen ileri

maternal yas, down Oykiisii gibi nedenlerden dolay1 amniyosentez yapilan ve konjenital

anomalili fetus tasimadigl saptanan 13 gebe Kontrol-2 grubu olarak belirlendi. Tarama

testlerinin gruplara gére dagilimi Tablo 4.2’de ve amniyosentez istem nedenlerinin gruplara

gore dagilimi Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.2. Hasta, Kontrol-1 ve Kontrol-2 gruplarina ait tarama testi dag

1limlari

Hasta (n=14) Kontrol-1 (n=16) Kontrol-2 (n=13)
n (%) n (%) n (%)
Tarama testi | ikili 5 (%35,7) 10 (%62,5) 13 (%100)
Uglii 2 (%12,5)
Dortlii 1(%7,1) 4 (%25,0)
Harmony 1 (%7,1) - ——
YOK 7 (%50,0)

n, birey sayisi.
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Tablo 4.3. Hasta, Kontrol-1 ve Kontrol-2 gruplarina ait amniyosentez istem nedenlerinin
dagilimlarn

Hasta Kontrol-1 Kontrol-2
(n=14) (n=16) (n=13)
n (%) n (%) n (%)
Amniyosentez Riskli ikili 3 (%21,4) 10 (%62,5)
istem nedeni Riskli ticlii 2 (%12,5)
Riskli dortli 1 (%7,1) 4 (%25,0)
Harmony 1 (%7,1) --- ---
USG (NT kalinligy, CP kisti, | 7 (%50,0) --- 3(%23,1)
konjenital kalp anomalisi
bulgusu, vs)
Down oyKkiisii ---- --- 7 (%58,2)
Ileri maternal yas 2 (%14,2) --- 3 (%23,1)

n, Birey sayisi; %,Yiizde; NT,Ense Kalinligi; CP, Koroid Pleksus.

4.2. mikroRNA Analizine Ait Bulgular

Calismaya dahil edilen 43 gebeden maternal plazma ve amniyotik sivi 6rnegi alindi ve 49
miRNA'nin ekspresyon diizeyleri analiz edildi. Plazma 6rneklerinin analizinde hsa-miR-802,
hsa-miR-498, hsa-miR-891b, hsa-miR-1298-5p, hsa-miR-374a ve hsa-miR-3156-5p; amniyotik
sivi analizinde hsa-miR-498, hsa-miR-891b, hsa-miR-374a ve hsa-miR-3156-5p primerleri,
amplifikasyon egrilerinde farkli bolgelerde de egri verdigi ve gercek pikler belirlenemediginden

analiz dis1 birakildi.

4.2.1. Plazma érnegindeki miRNA ekspresyon diizeylerine ait bulgular

Gebelerden alinan plazma 6rneklerinde, kontrol gruplarina karsi, hasta grubundaki 43
miRNA'nin ekspresyon degisimi saptandi (Tablo 4.4, Tablo 4.6, Tablo 4.7, Tablo 4.9). Kontrol
gruplarina goére, hasta grubunda bulunan farkli anomali gruplarinin miRNA ekspresyon
diizeyleri de analiz edildi, ancak Down sendromu hari¢ 6rneklem genisligi nedeni ile Klinefelter
sendromu, Turner sendromu ve Trizomi 18 icin belli diizeylerde artma ve azalma bulunmasina
ragmen p degeri hesabi yapilamamistir. Bu hasta gruplarina ait bulgular Tablo 4.5, Tablo 4.8 ve
Tablo 4.10 verilmistir.
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Tablo 4.4. Kontrol-2 grubuna karsi hasta grubundaki plazma miRNA ekspresyon diizeyleri

miRNA Fold Change | 95% CI Fold Regulation | P degeri
hsa-miR-155-5p 0,9433 (0.17,1.72) -1,0601 0,337713
hsa-miR-126-3p 0,8644 (0.43,1.30) -1,1569 0,964832
hsa-miR-629-5p 1,76 (0.51,3.01) 1,76 0,145101
hsa-miR-23c 0,9015 (0.21,1.60) -1,1093 0,678213
hsa-miR-19b-2-5p | 0,9835 (0.26,1.71) -1,0167 0,378725
hsa-miR-320c 1,1862 (0.71,1.66) 1,1862 0,214476
hsa-miR-199b-3p 1,0531 (0.43,1.68) 1,0531 0,645992
hsa-miR-21-5p 1,1943 (0.86,1.53) 1,1943 0,165432
hsa-miR-362-3p 1,0982 (0.66,1.54) 1,0982 0,524644
hsa-miR-125a-5p 0,8806 (0.50,1.26) -1,1356 0,857094
hsa-miR-92a-2-5p | 0,7301 (0.07,1.39) -1,3697 0,952039
hsa-let-7c-5p 1,3831 (0.61,2.16) 1,3831 0,211525
hsa-miR-223-3p 0,8122 (0.50,1.12) -1,2312 0,794688
hsa-miR-124-5p 0,9322 (0.15,1.71) -1,0727 0,372315
hsa-miR-335-5p 1,0922 (0.52,1.67) 1,0922 0,148513
hsa-miR-374b-3p 1,0571 (0.49,1.62) 1,0571 0,386538
hsa-miR-125b-2-3p | 0,928 (0.15,1.71) -1,0776 0,342738
hsa-miR-483-5p 0,7223 (0.21,1.24) -1,3845 0,894232
hsa-miR-20a-5p 0,9453 (0.35,1.54) -1,0578 0,454062
hsa-miR-10b-5p 0,5515 (0.25,0.86) -1,8132 0,061452
hsa-miR-98-5p 1,337 (0.59, 2.08) 1,337 0,245674
hsa-miR-513a-3p 0,9382 (0.15,1.72) -1,0659 0,348259
hsa-miR-99a-5p 0,6218 (0.28,0.96) -1,6082 0,097411
hsa-miR-486-5p 1,344 (0.56,2.12) 1,344 0,223863
hsa-miR-4732-5p 1,189 (0.30, 2.08) 1,189 0,29633

hsa-miR-222-5p 0,3821 (0.02,0.75) -2,617 0,097101
hsa-miR-133b 1,0653 (0.17,1.96) 1,0653 0,190757
hsa-miR-196b-5p 1,2921 (0.55,2.04) 1,2921 0,204326
hsa-miR-181a-5p 1,3371 (0.53,2.14) 1,3371 0,335673
hsa-miR-320b 1,1282 (0.64,1.61) 1,1282 0,376351
hsa-miR-363-3p 0,8289 (0.26,1.40) -1,2064 0,942988
hsa-miR-141-3p 1,0222 (0.39,1.65) 1,0222 0,517911
hsa-miR-188-3p 1,0325 (0.25,1.81) 1,0325 0,370639
hsa-miR-92b-5p 0,9962 (0.20,1.79) -1,0038 0,550695
hsa-miR-221-3p 0,9782 (0.59,1.36) -1,0223 0,67727

hsa-miR-135b-5p 0,8383 (0.15,1.53) -1,1929 0,410043
hsa-miR-1301-3p 0,8085 (0.24,1.37) -1,2369 0,689178
hsa-miR-16-5p 0,7373 (0.28,1.19) -1,3563 0,911449
hsa-miR-30c-5p 0,9043 (0.57,1.24) -1,1058 0,839484
hsa-miR-210-3p 0,7885 (0.33,1.25) -1,2682 0,516636
hsa-let-7f-2-3p 0,9072 (0.25,1.56) -1,1023 0,486285
hsa-miR-504-5p 0,9488 (0.18,1.72) -1,0539 0,352616
hsa-miR-1233-3p 1,4062 (0.29,2.53) 1,4062 0,253833

Hasta grubundaki 14 gebeye ait miRNA ekspresyon diizeylerindeki degisim Kontrol-2
grubu ile karsilastirildiginda 43 miRNA’dan 25 miRNA’'nin downregiile oldugu, 18 miRNA'nin
upregiile oldugu saptandi ancak istatistiksel olarak anlaml bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.5. Kontrol-2 grubuna gore hasta grubundaki farkli anomalilerdeki plazma miRNA
ekspresyon diizeyleri

DS Klinefelter Turner Trizomi 18
miRNA FR P degeri FR FR FR
hsa-miR-155-5p -1,2 0,268542 1,557 -1,2823 1,129
hsa-miR-126-3p -1,3787 0,731737 1,3373 1,2659 1,0035
hsa-miR-629-5p 2,3425 0,064138 -1,454 -1,2175 2,5084
hsa-miR-23c -1,1782 0,514153 1,3101 -1,5241 -1,0527
hsa-miR-19b-2-5p -1,1272 0,307184 1,5572 -1,2822 1,1291
hsa-miR-320c 1,207 0,165098 1,1237 1,161 1,1748
hsa-miR-199b-3p -1,0835 0,600624 1,4603 1,632 1,0158
hsa-miR-21-5p 1,2654 0,108198 -1,22 1,5157 1,2575
hsa-miR-362-3p 1,2129 0,272968 -1,1321 -1,0627 -1,1179
hsa-miR-125a-5p -1,4283 0,18287 2,0422 1,3044 -1,4452
hsa-miR-92a-2-5p -1,6076 0,866137 1,3108 -1,5591 -1,0769
hsa-let-7c-5p 1,5668 0,131496 -1,3486 1,5107 1,6243
hsa-miR-223-3p -1,312 0,858231 -1,435 1,2421 1,2001
hsa-miR-124-5p -1,2757 0,320709 1,5298 1,1632 1,1093
hsa-miR-335-5p 1,3832 0,053046 1,6779 -1,4046 -9,3141
hsa-miR-374b-3p 1,0892 0,270197 1,2828 -1,5565 -1,0751
hsa-miR-125b-2-3p | -1,2848 0,299952 1,6025 -1,2459 1,4693
hsa-miR-483-5p -1,414 0,897299 -1,1173 1,3442 -3,3415
hsa-miR-20a-5p -1,045 0,32151 -1,6167 -1,0105 1,9126
hsa-miR-10b-5p -2,0822 0,081548 -1,2649 -1,0052 -2,2216
hsa-miR-98-5p 1,4426 0,141235 -1,0547 1,2755 1,5169
hsa-miR-513a-3p -1,2396 0,288545 1,6346 -1,2215 1,1852
hsa-miR-99a-5p -2,0395 0,076541 1,3837 -1,3154 -1,455
hsa-miR-486-5p 1,4738 0,149728 -1,1305 -1,1541 2,3008
hsa-miR-4732-5p 1,5743 0,18267 -2,6474 1,0948 1,3539
hsa-miR-222-5p -2,918 0,218334 -1,634 -3,2625 -2,2535
hsa-miR-133b 1,0185 0,116918 1,5052 -1,3331 1,086
hsa-miR-196b-5p 1,2819 0,227308 -1,0859 -1,4178 4,9645
hsa-miR-181a-5p 1,6403 0,162166 1,3447 -1,3481 -2,1521
hsa-miR-320b 1,1201 0,359504 1,5699 -1,3426 -1,0692
hsa-miR-363-3p -1,1103 0,546605 -2,0949 -1,3866 1,4788
hsa-miR-141-3p -1,1313 0,702953 2,6423 -1,359 -1,471
hsa-miR-188-3p -1,0433 0,289275 1,5436 -1,2935 1,1193
hsa-miR-92b-5p -1,0864 0,425433 1,503 -1,3284 1,0898
hsa-miR-221-3p 1,0124 0,491637 -1,1207 -1,1852 1,0347
hsa-miR-135b-5p -1,3927 0,333393 1,4719 -1,3565 1,0673
hsa-miR-1301-3p -1,1602 0,385111 -1,2384 -2,2221 -1,1463
hsa-miR-16-5p -1,5266 0,959993 -1,4757 -1,0805 1,7907
hsa-miR-30c-5p -1,157 0,893442 1,0933 1,1478 -1,4282
hsa-miR-210-3p -1,0275 0,734397 -1,1714 -6,7489 -1,5042
hsa-let-7f-2-3p -1,0982 0,313914 1,2266 -1,8196 -1,2568
hsa-miR-504-5p -1,2101 0,291205 1,6115 -1,239 1,1685
hsa-miR-1233-3p 1,415 0,162687 1,535 -1,0324 1,6289

FR, Fold Regulation.
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Down sendromu/Kontrol-2
3

- 2

=]

c 0

= "

bﬂ u

s LN il i

= I

=]

[ -2
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m 1 hsa-miR-155-5p m 2 hsa-miR-126-3p 3 hsa-miR-629-5p 4 hsa-miR-23¢ m 5 hsa-miR-19b-2-5p
W 6 hsa-miR-320c B 7 hsa-miR-199b-3p H B hsa-miR-21-5p W9 hsa-miR-362-3p W 10 hsa-miR-125a5p
H 11 hsa-miR-92a-2-5p W 12 hsa-let-7c-5p N 13 hsa-miR-223-3p 14 hsa-miR-124-5p 15 hsa-miR-335-5p

16 hsa-miR-374b-3p 17 hsa-miR-125b-2-3p MW 18 hsa-miR-483-5p W19 hsa-miR-20a-5p W 20 hsa-miR-10b-5p
m 21 hsa-miR-98-5p m 22 hsa-miR-513a-3p = 23 hsa-miR-9%=5p m 24 hsa-miR-3486-5p 25 hsa-miR-4732-5p

26 hsa-miR-222-5p 27 hsa-miR-133b 28 hsa-miR-196b-5p 29 hsa-mik-181a5p 30 hsa-miR-320b
m 31 hsa-miR-363-3p m 32 hsa-miR-141-3p m 33 hsa-miR-188-3p m 34 hsa-miR-92b-5p m 35 hsa-miR-221-3p
W 36 hsa-miR-135b-5p  m 37 hsa-miR-1301-3p 38 hsa-miR-16-5p 39 hsa-miR-30c-5p 40 hsa-miR-210-3p

41 hsa-let-7§-2-3p 42 hsa-miR-504-5p W 43 hsa-miR-1233-3p

Sekil 4.1. Kontrol-2 grubuna gore Down sendromu grubundaki plazma miRNA ekspresyon
diizeyleri

Hasta grubu icerisinde Down sendromu, Klinefelter sendromu, Turner sendromu ve
Trizomi 18 alt gruplari olusturularak Kontrol-2 grubu ile karsilastirildiginda, Down sendromu
grubunda 16 miRNA'min upregiile, 27 miRNA'nin downregiile oldugu saptandi. Ozellikle hsa-
miR-10b-5p, hsa-miR-99a-5p ve hsa-miR-222-5p’nin ekspresyonlarinin yaklasik 2 kat azaldigi
bulunmasina ragmen bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi (p>0,05) (Sekil
4.1). Kontrol-2 grubu ile yapilan karsilastirmada, Klinefelter sendromu grubunda hsa-miR-363-
3p ve hsa-miR-4732-5p’nin; Turner sendromu grubunda hsa-miR-210-3p, hsa-miR-1301-3p ve
hsa-miR-222-5p’nin; Trizomi 18 grubunda ise hsa-miR-335-5p, hsa-miR-483-5p, hsa-miR-10b-
5p, hsa-miR-222-5p ve hsa-miR-181a-5p’nin ekspresyon diizeylerinin azaldig1 saptand1 (Tablo
4.5).
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Tablo 4.6. Kontrol-2 grubuna gore Kontrol-1 grubundaki plazma miRNA ekspresyon diizeyleri

miRNA Fold Change | 95% CI Fold Regulation | P degeri

hsa-miR-155-5p 1,1304 (0.66,1.60) 1,1304 0,572686
hsa-miR-126-3p 1,0534 (0.74,1.36) 1,0534 0,560534
hsa-miR-629-5p 1,3224 (0.68,1.97) 1,3224 0,411142
hsa-miR-23c 1,0373 (0.52,1.56) 1,0373 0,937938
hsa-miR-19b-2-5p | 1,1305 (0.64,1.62) 1,1305 0,619946
hsa-miR-320c 0,9752 (0.74,1.21) -1,0254 0,821583
hsa-miR-199b-3p 0,868 (0.39,1.35) -1,1521 0,246924
hsa-miR-21-5p 0,9959 (0.83,1.17) -1,0042 0,910924
hsa-miR-362-3p 0,9888 (0.66,1.31) -1,0113 0,880843
hsa-miR-125a-5p 0,9598 (0.66,1.26) -1,0419 0,805919
hsa-miR-92a-2-5p | 0,9636 (0.43,1.50) -1,0378 0,445806
hsa-let-7c-5p 1,0126 (0.72,1.30) 1,0126 0,919802
hsa-miR-223-3p 0,7232 (0.58,0.87) -1,3827 0,004897
hsa-miR-124-5p 1,2137 (0.66,1.76) 1,2137 0,432053
hsa-miR-335-5p 1,2386 (0.96,1.51) 1,2386 0,083388
hsa-miR-374b-3p 0,974 (0.63,1.32) -1,0267 0,890523
hsa-miR-125b-2-3p | 1,1703 (0.68,1.66) 1,1703 0,530309
hsa-miR-483-5p 0,7392 (0.35,1.13) -1,3529 0,685926
hsa-miR-20a-5p 1,0229 (0.62,1.43) 1,0229 0,663612
hsa-miR-10b-5p 0,8086 (0.40,1.22) -1,2368 0,506719
hsa-miR-98-5p 1,0111 (0.55,1.47) 1,0111 0,859179
hsa-miR-513a-3p 1,1867 (0.68,1.70) 1,1867 0,508689
hsa-miR-99a-5p 0,7684 (0.38,1.16) -1,3014 0,222348
hsa-miR-486-5p 0,9865 (0.62,1.35) -1,0137 0,879463
hsa-miR-4732-5p 0,7914 (0.42,1.16) -1,2636 0,65176

hsa-miR-222-5p 0,6711 (0.17,1.18) -1,49 0,132438
hsa-miR-133b 1,4168 (0.67,2.16) 1,4168 0,265084
hsa-miR-196b-5p 1,3401 (0.80,1.88) 1,3401 0,201606
hsa-miR-181a-5p 1,029 (0.52,1.53) 1,029 0,883935
hsa-miR-320b 1,2047 (0.83,1.58) 1,2047 0,34066

hsa-miR-363-3p 1,1194 (0.54,1.70) 1,1194 0,577553
hsa-miR-141-3p 1,142 (0.66,1.62) 1,142 0,766586
hsa-miR-188-3p 1,1394 (0.63,1.65) 1,1394 0,630092
hsa-miR-92b-5p 1,3698 (0.68, 2.06) 1,3698 0,529921
hsa-miR-221-3p 0,9039 (0.67,1.14) -1,1063 0,258152
hsa-miR-135b-5p 1,0712 (0.64,1.50) 1,0712 0,668673
hsa-miR-1301-3p 0,9928 (0.53,1.46) -1,0073 0,780378
hsa-miR-16-5p 1,0266 (0.70,1.36) 1,0266 0,667861
hsa-miR-30c-5p 1,0025 (0.70,1.30) 1,0025 0,895182
hsa-miR-210-3p 0,9628 (0.58,1.34) -1,0387 0,350893
hsa-let-7f-2-3p 1,0579 (0.61,1.50) 1,0579 0,846953
hsa-miR-504-5p 1,1699 (0.68,1.66) 1,1699 0,523435
hsa-miR-1233-3p 0,8207 (0.24,1.40) -1,2185 0,872474

Calismaya dahil edilen ve kontrol grubu olarak se¢ilen Kontrol-1 ve Kontrol-2 arasindaki
farklilik Kontrol-1 grubundaki gebelerin tarama testlerinin riskli olmasidir. Bu nedenle iki grup
miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda Kontrol-2 grubuna gore hsa-miR-223-3p
ekspresyonunun Kontrol-1 grubunda 1,38 kat azaldig1 bulundu (p=0,0049) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.7. Kontrol-1 grubuna gore hasta grubundaki plazma miRNA ekspresyon diizeyleri

miRNA Fold Change | 95% CI Fold Regulation | P degeri
hsa-miR-155-5p 0,8345 (0.16,1.51) -1,1983 0,44973
hsa-miR-126-3p 0,8206 (0.39,1.25) -1,2186 0,638919
hsa-miR-629-5p 1,331 (0.50, 2.16) 1,331 0,154969
hsa-miR-23c 0,869 (0.23,1.51) -1,1507 0,60024
hsa-miR-19b-2-5p | 0,87 (0.25,1.49) -1,1494 0,480668
hsa-miR-320c 1,2163 (0.75,1.69) 1,2163 0,141609
hsa-miR-199b-3p 1,2133 (0.71,1.72) 1,2133 0,28176
hsa-miR-21-5p 1,1992 (0.87,1.53) 1,1992 0,101921
hsa-miR-362-3p 1,1106 (0.69,1.53) 1,1106 0,410576
hsa-miR-125a-5p 09175 (0.54,1.30) -1,09 0,993305
hsa-miR-92a-2-5p | 0,7577 (0.13,1.38) -1,3198 0,5339
hsa-let-7c-5p 1,3659 (0.63,2.10) 1,3659 0,1575
hsa-miR-223-3p 1,1231 (0.70,1.54) 1,1231 0,231046
hsa-miR-124-5p 0,7681 (0.14,1.40) -1,302 0,577543
hsa-miR-335-5p 0,8818 (0.40,1.36) -1,134 0,721504
hsa-miR-374b-3p 1,0854 (0.49,1.68) 1,0854 0,396354
hsa-miR-125b-2-3p | 0,793 (0.14,1.45) -1,2611 0,472599
hsa-miR-483-5p 0,9772 (0.26,1.70) -1,0234 0,812563
hsa-miR-20a-5p 0,9241 (0.32,1.53) -1,0821 0,570945
hsa-miR-10b-5p 0,6821 (0.31,1.05) -1,466 0,193147
hsa-miR-98-5p 1,3222 (0.65,1.99) 1,3222 0,158636
hsa-miR-513a-3p 0,7906 (0.14,1.44) -1,2649 0,49011
hsa-miR-99a-5p 0,8092 (0.43,1.19) -1,2358 0,364885
hsa-miR-486-5p 1,3623 (0.59,2.14) 1,3623 0,154429
hsa-miR-4732-5p 1,5024 (0.29,2.72) 1,5024 0,221712
hsa-miR-222-5p 0,5694 (0.10,1.03) -1,7564 0,514213
hsa-miR-133b 0,7519 (0.07,1.43) -1,33 0,757927
hsa-miR-196b-5p 0,9642 (0.47,1.46) -1,0372 0,458689
hsa-miR-181a-5p 1,2994 (0.56,2.04) 1,2994 0,188156
hsa-miR-320b 0,9365 (0.56,1.32) -1,0678 0,921573
hsa-miR-363-3p 0,7405 (0.27,1.21) -1,3504 0,735552
hsa-miR-141-3p 0,8951 (0.39,1.40) -1,1171 0,592825
hsa-miR-188-3p 0,9062 (0.24,1.57) -1,1035 0,473822
hsa-miR-92b-5p 0,7272 (0.19,1.27) -1,3751 0,797898
hsa-miR-221-3p 1,0822 (0.70,1.47) 1,0822 0,367569
hsa-miR-135b-5p 0,7826 (0.14,1.42) -1,2778 0,498288
hsa-miR-1301-3p 0,8144 (0.23,1.40) -1,228 0,813944
hsa-miR-16-5p 0,7182 (0.26,1.17) -1,3923 0,668235
hsa-miR-30c-5p 0,9021 (0.57,1.24) -1,1086 0,755659
hsa-miR-210-3p 0,819 (0.43,1.21) -1,221 0,980867
hsa-let-7f-2-3p 0,8575 (0.29,1.42) -1,1661 0,388247
hsa-miR-504-5p 0,8111 (0.17,1.46) -1,233 0,489082
hsa-miR-1233-3p 1,7134 (0.34,3.09) 1,7134 0,2028
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=

Fold Regulation
(=]

=

-2
m 1 hsa-miR-155-5p
B 6 hsa-miR-320c
W 11 hsa-miR-92a-2-5p
16 hsa-miR-374b-3p
m 21 hsz-miR-98-5p
26 hsa-miR-222-5p
m 31 hsz-miR-363-3p
m 35 hsa-mif-1350-5p
41 hsa-let-7£2-3p

Hasta/Kontrol-1

m 2 hsa-miR-126-3p
B 7 hsa-miR-199b-3p
B 12 hsa-let-Tc-5p

m 3 hsa-miR-629-5p
H B hsa-miR-21-5p
B 13 hsa-miR-223-3p

B 17 hsa-miR-125b-2-3p M 18 hsa-miR-483-5p

m 22 hsa-miR-513a-3p
27 hsa-miR-133b

m 32 hsa-miR-141-3p

m 37 hsa-miR-1301-3p
42 hsa-miR-504-5p

W 23 hsa-miR-%3&5p
2B hsa-miR-196b-5p

m 33 hsa-miR-188-3p
38 hsa-miR-16-5p

W 43 hsa-miR-1233-3p

4 hsa-miR-23c
W9 hsa-miR-362-3p
B 14 hsa-miR-124-5p
W 1% hsa-miR-20a-5p
W 24 hsa-miR-486-5p
29 hsa-miR-181a5p
m 34 hsa-miR-92b-5p
3% hsa-miR-30c-5p

| 5 hsa-miR-18b-2-5p

B 10 hsa-miR-125a-5p
15 hsa-miR-335-5p

W 20 hsa-miR-10b-5p

| 25 hsa-miR-4732-5p
30 hsa-miR-320b

m 35 hsa-miR-221-3p
40 hsa-miR-210-3p

Sekil 4.2 Kontrol-1 grubuna gore hasta grubundaki plazma miRNA ekspresyon diizeyleri

Tarama testi riskli olmasina ragmen amniyosentez sonucunda herhangi bir anomalili

fetus tasimadigl belirlenen 16 gebenin dahil edildigi Kontrol-1 grubu ile karsilastirildiginda,

hasta grubunda 43 miRNA’dan 15 miRNA’nin upregiile, 28 miRNA'nin downregiile oldugu

saptandi, ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05) (Tablo 4.7) (Sekil 4.2).
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Tablo 4.8. Kontrol-1 grubuna goére hasta grubundaki farkli anomalilerdeki plazma miRNA
ekspresyon diizeyleri

DS Klinefelter Turner Trizomi 18
miRNA FR P degeri FR FR FR
hsa-miR-155-5p -1,3564 0,335155 1,3775 -1,4495 -1,0012
hsa-miR-126-3p -1,4523 0,474841 1,2695 1,2018 -1,0497
hsa-miR-629-5p 1,7714 0,057216 -1,9227 -1,61 1,8969
hsa-miR-23c -1,2222 0,431523 1,2629 -1,581 -1,092
hsa-miR-19b-2-5p -1,2743 0,367809 1,3775 -1,4495 -1,0012
hsa-miR-320c 1,2377 0,106684 1,1523 1,1905 1,2046
hsa-miR-199b-3p 1,0633 0,555165 1,6823 1,8802 1,1703
hsa-miR-21-5p 1,2707 0,05974 -1,2149 1,522 1,2627
hsa-miR-362-3p 1,2267 0,187323 -1,1195 -1,0508 -1,1053
hsa-miR-125a-5p -1,3708 0,234627 2,1278 1,3591 -1,387
hsa-miR-92a-2-5p -1,5491 0,414246 1,3604 -1,5023 -1,0376
hsa-let-7c-5p 1,5473 0,088698 -1,3656 1,4919 1,6041
hsa-miR-223-3p 1,0539 0,300484 -1,0378 1,7174 1,6594
hsa-miR-124-5p -1,5483 0,459713 1,2605 -1,0434 -1,0941
hsa-miR-335-5p 1,1167 0,387302 1,3546 -1,7397 -11,5364
hsa-miR-374b-3p 1,1183 0,267189 1,317 -1,516 -1,0471
hsa-miR-125b-2-3p | -1,5036 0,385006 1,3693 -1,4581 1,2554
hsa-miR-483-5p -1,0452 0,675717 1,2109 1,8186 -2,4699
hsa-miR-20a-5p -1,0689 0,387737 -1,6538 -1,0337 1,8697
hsa-miR-10b-5p -1,6836 0,198432 -1,0227 1,2304 -1,7963
hsa-miR-98-5p 1,4267 0,081322 -1,0665 1,2615 1,5002
hsa-miR-513a-3p -1,471 0,377924 1,3775 -1,4495 -1,0012
hsa-miR-99a-5p -1,5672 0,137001 1,8007 -1,0108 -1,118
hsa-miR-486-5p 1,4939 0,094586 -1,1152 -1,1386 2,3323
hsa-miR-4732-5p 1,9894 0,12536 -2,0951 1,3834 1,7109
hsa-miR-222-5p -1,9584 0,770744 -1,0967 -2,1896 -1,5124
hsa-miR-133b -1,3911 0,996829 1,0624 -1,8888 -1,3046
hsa-miR-196b-5p -1,0454 0,514712 -1,4552 -1,9 3,7046
hsa-miR-181a-5p 1,5941 0,062038 1,3068 -1,3872 -2,2145
hsa-miR-320b -1,0756 0,807601 1,3031 -1,6175 -1,2881
hsa-miR-363-3p -1,2429 0,80318 -2,3451 -1,5521 1,3211
hsa-miR-141-3p -1,2919 0,793715 2,3138 -1,552 -1,6799
hsa-miR-188-3p -1,1888 0,348178 1,3547 -1,4738 -1,018
hsa-miR-92b-5p -1,4882 0,569367 1,0972 -1,8197 -1,2569
hsa-miR-221-3p 1,1201 0,258413 -1,013 -1,0713 1,1447
hsa-miR-135b-5p -1,4918 0,38563 1,3741 -1,4531 -1,0037
hsa-miR-1301-3p -1,1518 0,457961 -1,2295 -2,2061 -1,138
hsa-miR-16-5p -1,5671 0,748815 -1,5149 -1,1092 1,7444
hsa-miR-30c-5p -1,1599 0,82345 1,0905 1,1449 -1,4318
hsa-miR-210-3p 1,0109 0,645504 -1,1277 -6,4976 -1,4482
hsa-let-7f-2-3p -1,1619 0,230208 1,1594 -1,925 -1,3296
hsa-miR-504-5p -1,4157 0,376814 1,3775 -1,4495 -1,0012
hsa-miR-1233-3p 1,7242 0,130658 1,8704 1,1802 1,9848

FR, Fold Regulation
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[y

Fold Regulation
(=]

=

-3
m 1 hsa-miR-155-5p
B 6 hsa-miR-320c
W 11 hsa-miR-92a-2-5p
16 hsa-miR-374b-3p
m 21 hsa-miR-98-5p
26 hsa-miR-222-5p
m 31 hsa-miR-363-3p
m 35 hsa-mif-135b-5p
41 hsa-let-T£-2-3p

Down sendromu/Kontrol-1

B 2 hsa-miR-126-3p ® 3 hsa-miR-629-5p

B 7 hsa-miR-198b-3p B & hsa-miR-21-5p

B 12 hsa-et-7c-5p B 13 hsa-miR-223-3p

B 17 hsa-miR-125b-2-3p W 18 hsa-miR-483-5p

m 22 hsa-miR-513a3p w23 hsa-miR-9%a5p
27 hsa-miR-133b 28 hsa-miR-186b-5p

m 32 hsa-miR-141-3p m 33 hsa-miR-188-3p

m 37 hsa-miR-1301-3p 38 hsa-miR-16-5p
47 hsz-miR-504-5p W 43 hs=-miR-1233-3p

4 hsa-miR-23c
B9 hsa-miR-362-3p
B 14 hsa-miR-124-5p
W 1% hsa-miR-20a5p
W 24 hsa-miR-486-5p
29 hsa-miR-181a5p
m 34 hsa-miR-92b-5p
3% hsa-miR-30c-5p

| 5 hsa-miR-19b-2-5p

B 10 hsa-miR-125a5p
15 hsa-miR-335-5p

B 20 hsa-miR-10b-5p

m 25 hsa-miR-4732-5p
30 hsa-miR-320b

m 35 hsa-miR-221-3p
40 hsa-miR-210-3p

Sekil 4.3 Kontrol-1 grubuna goére Down sendromu grubundaki plazma miRNA ekspresyon
diizeyleri

Kontrol-1 ile hasta grubu icerisindeki alt gruplar karsilastirildiginda, Kontrol-1'e gore
Klinefelter sendromu grubunda hsa-miR-363-3p ve hsa-miR-4732-5p’nin; Turner sendromu
grubunda hsa-miR-210-3p, hsa-miR-1301-3p ve hsa-miR-222-5p’nin; Trizomi 18 grubunda ise
hsa-miR-335-5p, hsa-miR-483-5p ve hsa-miR-181a-5p’nin ekspresyon duzeylerinin belirgin
azaldig1 saptandi (Tablo 4.8) (Sekil 4.3).
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Tablo 4.9. Kontrol-1 ve Kontrol-2 grubuna gore hasta grubundaki plazma miRNA ekspresyon

diizeyleri

miRNA Fold Change | 95% CI Fold Regulation | P degeri
hsa-miR-155-5p 0,8817 (0.18,1.58) -1,1342 0,250504
hsa-miR-126-3p 0,84 (0.42,1.26) -1,1905 0,76584
hsa-miR-629-5p 1,5086 (0.57,2.44) 1,5086 0,043237
hsa-miR-23c 0,8834 (0.26,1.51) -1,132 0,542918
hsa-miR-19b-2-5p | 0,9192 (0.28,1.56) -1,0879 0,287617
hsa-miR-320c 1,2027 (0.75,1.65) 1,2027 0,066721
hsa-miR-199b-3p 1,1387 (0.66,1.62) 1,1387 0,923236
hsa-miR-21-5p 1,197 (0.88,1.51) 1,197 0,043426
hsa-miR-362-3p 1,105 (0.72,1.49) 1,105 0,356936
hsa-miR-125a-5p 0,9007 (0.55,1.25) -1,1102 0,922732
hsa-miR-92a-2-5p | 0,7452 (0.14,1.35) -1,3419 0,754042
hsa-let-7c-5p 1,3736 (0.65,2.10) 1,3736 0,058448
hsa-miR-223-3p 0,9712 (0.61,1.33) -1,0296 0,515304
hsa-miR-124-5p 0,8377 (0.17,1.51) -1,1937 0,338904
hsa-miR-335-5p 0,9706 (0.46,1.48) -1,0303 0,284399
hsa-miR-374b-3p 1,0726 (0.52,1.62) 1,0726 0,246476
hsa-miR-125b-2-3p | 0,8509 (0.17,1.53) -1,1752 0,264466
hsa-miR-483-5p 0,8534 (0.27,1.43) -1,1718 0,927672
hsa-miR-20a-5p 0,9336 (0.36,1.50) -1,0712 0,385451
hsa-miR-10b-5p 0,6201 (0.32,0.92) -1,6126 0,088794
hsa-miR-98-5p 1,3288 (0.70,1.96) 1,3288 0,090345
hsa-miR-513a-3p 0,8536 (0.17,1.54) -1,1715 0,276519
hsa-miR-99a-5p 0,7191 (0.40,1.03) -1,3906 0,170153
hsa-miR-486-5p 1,3541 (0.62,2.09) 1,3541 0,066457
hsa-miR-4732-5p 1,3528 (0.34,2.36) 1,3528 0,104971
hsa-miR-222-5p 0,4762 (0.10,0.86) -2,1001 0,203575
hsa-miR-133b 0,879 (0.14,1.61) -1,1376 0,859935
hsa-miR-196b-5p 1,0994 (0.54,1.65) 1,0994 0,186368
hsa-miR-181a-5p 1,3162 (0.62,2.01) 1,3162 0,156051
hsa-miR-320b 1,018 (0.62,1.41) 1,018 0,587128
hsa-miR-363-3p 0,7789 (0.31,1.25) -1,2839 0,846781
hsa-miR-141-3p 0,95 (0.43,1.47) -1,0526 0,444151
hsa-miR-188-3p 0,9608 (0.28,1.64) -1,0408 0,283026
hsa-miR-92b-5p 0,8374 (0.23,1.44) -1,1942 0,589307
hsa-miR-221-3p 1,0343 (0.67,1.40) 1,0343 0,356043
hsa-miR-135b-5p 0,8071 (0.17,1.45) -1,239 0,31246
hsa-miR-1301-3p 0,8117 (0.27,1.35) -1,232 0,687365
hsa-miR-16-5p 0,7267 (0.29,1.17) -1,3761 0,721001
hsa-miR-30c-5p 0,9031 (0.60,1.21) -1,1073 0,750641
hsa-miR-210-3p 0,8052 (0.41,1.20) -1,2419 0,689706
hsa-let-7f-2-3p 0,8795 (0.30,1.46) -1,137 0,28275
hsa-miR-504-5p 0,8702 (0.20,1.54) -1,1492 0,278193
hsa-miR-1233-3p 1,5681 (0.44,2.69) 1,5681 0,124521
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Sekil 4.4. Kontrol-1 ve Kontrol-2 grubuna gore hasta grubundaki plazma miRNA ekspresyon
diizeylerindeki kat farki

Konjenital anomalili fetus tasimadigi belirlenen her iki kontrol grubu ile hasta grubu
miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirmasinda; 43 miRNA’dan 28 miRNA'nin downregiile
oldugu, 15 miRNA'nin upregille oldugu tespit edildi (Tablo 4.9). Hasta grubunda, bu
miRNA’lardan hsa-miR-629-5p’nin 1,51 kat (p=0,043) ve hsa-miR-21-5p’nin 1,19 kat (p=0,043)
arttig1 saptandi (Sekil 4.4).
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Tablo 4.10. Kontrol-1 ve Kontrol-2 grubuna gore hasta grubundaki farkli anomalilerdeki
plazma miRNA ekspresyon diizeyleri

DS Klinefelter Turner Trizomi 18
miRNA FR P degeri FR FR FR
hsa-miR-155-5p -1,2839 | 0,162169 1,4552 -1,372 1,0552
hsa-miR-126-3p -1,4188 | 0,5147 1,2995 1,2301 -1,0255
hsa-miR-629-5p 2,0078 | 0,008226 | -1,6963 -1,4205 2,15
hsa-miR-23c -1,2023 | 0,350349 1,2839 -1,5552 -1,0742
hsa-miR-19b-2-5p -1,2061 | 0,194125 1,4553 -1,372 1,0553
hsa-miR-320c 1,2238 | 0,041638 | 1,1394 1,1772 1,1911
hsa-miR-199b-3p -1,0021 | 0,892672 1,5789 1,7646 1,0983
hsa-miR-21-5p 1,2683 | 0,01994 -1,2172 1,5191 1,2604
hsa-miR-362-3p 1,2205 | 0,129549 -1,1251 -1,0561 -1,1109
hsa-miR-125a-5p -1,3963 | 0,153836 2,089 1,3343 -1,4128
hsa-miR-92a-2-5p -1,575 0,567314 1,338 -1,5275 -1,0551
hsa-let-7c-5p 1,556 0,021994 | -1,3579 1,5003 1,6131
hsa-miR-223-3p -1,0972 | 0,555181 -1,2001 1,4852 1,4351
hsa-miR-124-5p -1,4195 | 0,247861 1,3748 1,0453 -1,0032
hsa-miR-335-5p 1,2291 | 0,097427 1,491 -1,5806 -10,4812
hsa-miR-374b-3p 1,1051 | 0,133147 1,3016 -1,534 -1,0596
hsa-miR-125b-2-3p -1,4012 | 0,19857 1,4693 -1,3589 1,3471
hsa-miR-483-5p -1,1968 | 0,731929 1,0574 1,5882 -2,8283
hsa-miR-20a-5p -1,0581 | 0,21858 -1,6371 -1,0233 1,8888
hsa-miR-10b-5p -1,8519 | 0,106092 -1,1249 1,1186 -1,9758
hsa-miR-98-5p 1,4338 | 0,034251 | -1,0612 1,2677 1,5077
hsa-miR-513a-3p -1,3624 | 0,190362 1,4873 -1,3425 1,0784
hsa-miR-99a-5p -1,7636 | 0,09678 1,6001 -1,1375 -1,2582
hsa-miR-486-5p 1,4849 | 0,030051 | -1,122 -1,1455 2,3182
hsa-miR-4732-5p 1,7913 | 0,039677 | -2,3267 1,2456 1,5405
hsa-miR-222-5p -2,3417 | 0,385201 -1,3113 -2,6182 -1,8085
hsa-miR-133b -1,19 0,635025 1,2419 -1,6157 -1,116
hsa-miR-196b-5p 1,0907 | 0,238049 -1,2762 -1,6663 4,2241
hsa-miR-181a-5p 1,6146 | 0,044677 | 1,3236 -1,3696 -2,1863
hsa-miR-320b 1,0107 | 0,516651 1,4165 -1,4879 -1,185
hsa-miR-363-3p -1,1816 | 0,614465 -2,2294 -1,4756 1,3896
hsa-miR-141-3p -1,2172 | 0,68133 2,4557 -1,4623 -1,5828
hsa-miR-188-3p -1,1212 | 0,180117 1,4364 -1,3901 1,0415
hsa-miR-92b-5p -1,2924 | 0,38224 1,2635 -1,5803 -1,0916
hsa-miR-221-3p 1,0705 | 0,203376 -1,0599 -1,1209 1,094
hsa-miR-135b-5p -1,4465 | 0,213573 1,4171 -1,409 1,0275
hsa-miR-1301-3p -1,1555 | 0,299735 -1,2335 -2,2132 -1,1417
hsa-miR-16-5p -1,5488 | 0,804796 -1,4972 -1,0963 1,765
hsa-miR-30c-5p -1,1586 | 0,824274 1,0918 1,1462 -1,4302
hsa-miR-210-3p -1,0062 | 0,995793 -1,1471 -6,6091 -1,473
hsa-let-7f-2-3p -1,1329 | 0,12777 1,1891 -1,877 -1,2965
hsa-miR-504-5p -1,3196 | 0,190956 1,4778 -1,3511 1,0716
hsa-miR-1233-3p 1,578 0,06442 1,7118 1,0802 1,8165
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Sekil 4.5 Kontrol-1 ve Kontrol-2 grubuna goére Down sendromu grubundaki plazma miRNA
ekspresyon diizeylerindeki kat farki

Tablo 4.10’da verilen hasta alt gruplar ile tiim kontrol grubu (Kontrol-1 ve Kontrol-2)
karsilastirmasinda ise kontrol grubuna gére Down sendromu grubunda hsa-miR-629-5p 2 kat
(p=0,008), hsa-miR-320c 1,22 kat (p=0,042), hsa-miR-21-5p 1,27 kat (p=0,019), hsa-let-7c-5p
1,56 kat (p=0,022), hsa-miR-98-5p 1,43 kat (p= 0,034), hsa-miR-486-5p 1,49 kat (p=0,03), hsa-
miR-4732-5p 1,79 kat (p=0,04) ve hsa-miR-181a-5p 1,61 kat (p=0,045) arttig1 bulundu (Sekil
4.5). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Klinefelter sendromu grubunda hsa-miR-363-3p ve
hsa-miR-4732-5p’nin; Turner sendromu grubunda hsa-miR-210-3p, hsa-miR-1301-3p ve hsa-
miR-222-5p’nin; Trizomi 18 grubunda ise hsa-miR-335-5p, hsa-miR-483-5p ve hsa-miR-181a-

5p’nin ekspresyon diizeylerinin azaldig1 belirlendi.

4.2.2. Amniyotik sivi 6rnegindeki miRNA ekspresyon diizeylerine ait bulgular

Plazma 6rneklerinin elde edildigi ayn gebelerden amniyosentez ile alinan amniyotik siv1
orneklerinde de, kontrol gruplarina karsi, hasta grubundaki 45 miRNA'nin ekspresyon
degisiminin analizi gerceklestirildi (Tablo 4.11, Tablo 4.14, Tablo 4.16). Plazma orneklerinde
yapilan gruplandirmalara paralel sekilde yapilan degerlendirmelerde, hasta alt gruplarinin
kontrol gruplarina gore miRNA ekspresyon diizeylerinde belli farklhiliklar olmasina ragmen
Down sendromu hari¢ 6rneklem genisligi nedeni ile Klinefelter sendromu, Turner sendromu ve
Trizomi 18 icin istatistiksel bir hesaplama yapilamamistir. Hasta alt gruplarina ait bulgular

Tablo 4.12, Tablo 4.15, Tablo 4.17’de verilmistir.
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Tablo 4.11. Kontrol-2 grubuna gore hasta grubundaki amniyotik sivi miRNA ekspresyon
diizeyleri

miRNA Fold Change | 95% CI Fold Regulation | P degeri

hsa-miR-155-5p 1,9628 (0.71,3.21) 1,9628 0,016299
hsa-miR-126-3p 0,6191 (0.21,1.03) -1,6152 0,161854
hsa-miR-629-5p 1,7068 (0.83,2.58) 1,7068 0,027341
hsa-miR-23c 1,6617 (0.92,2.41) 1,6617 0,037312
hsa-miR-19b-2-5p | 2,0688 (0.66,3.48) 2,0688 0,018112
hsa-miR-320c 0,7267 (0.34,1.11) -1,3761 0,311621
hsa-miR-199b-3p 1,9312 (0.95,2.92) 1,9312 0,01812

hsa-miR-802 1,9674 (0.63,3.30) 1,9674 0,025744
hsa-miR-21-5p 0,1239 (0.00001,0.30) |-8,0729 0,066704
hsa-miR-362-3p 0,6499 (0.31,0.99) -1,5388 0,064651
hsa-miR-125a-5p 0,165 (0.00001,0.41) | -6,0593 0,606743
hsa-miR-92a-2-5p 2,0224 (0.65,3.39) 2,0224 0,020228
hsa-miR-1298-5p 2,2726 (0.75,3.79) 2,2726 0,01228

hsa-let-7c-5p 0,3197 (0.00001,0.69) | -3,1277 0,625464
hsa-miR-223-3p 1,3872 (0.80,1.97) 1,3872 0,22233

hsa-miR-124-5p 1,9457 (0.55,3.34) 1,9457 0,023788
hsa-miR-335-5p 2,3128 (1.01,3.62) 2,3128 0,003774
hsa-miR-374b-3p 2,1363 (0.70,3.58) 2,1363 0,015004
hsa-miR-125b-2-3p | 2,0035 (1.05,2.96) 2,0035 0,006924
hsa-miR-483-5p 0,505 (0.11,0.90) -1,98 0,407358
hsa-miR-20a-5p 0,1805 (0.00001,0.40) |-5,5393 0,066885
hsa-miR-10b-5p 0,4425 (0.12,0.76) -2,2596 0,16539

hsa-miR-98-5p 0,7696 (0.26,1.28) -1,2993 0,661376
hsa-miR-513a-3p 2,2672 (0.75,3.79) 2,2672 0,012384
hsa-miR-99a-5p 0,3272 (0.00001,0.67) | -3,0565 0,626583
hsa-miR-486-5p 0,8438 (0.43,1.26) -1,1851 0,523072
hsa-miR-4732-5p 1,7132 (0.96,2.46) 1,7132 0,064273
hsa-miR-222-5p 2,3411 (0.12,4.56) 2,3411 0,080816
hsa-miR-133b 1,9138 (1.16,2.67) 1,9138 0,007222
hsa-miR-196b-5p 0,4273 (0.16,0.69) -2,3401 0,004132
hsa-miR-181a-5p 0,4621 (0.11,0.82) -2,1639 0,222009
hsa-miR-320b 1,1261 (0.67,1.59) 1,1261 0,712629
hsa-miR-363-3p 0,621 (0.20,1.04) -1,6103 0,21008

hsa-miR-141-3p 0,4153 (0.15,0.68) -2,4079 0,00928

hsa-miR-188-3p 1,5344 (0.67,2.40) 1,5344 0,039637
hsa-miR-92b-5p 0,6429 (0.29,1.00) -1,5555 0,169879
hsa-miR-221-3p 0,2673 (0.01,0.52) -3,7418 0,084847
hsa-miR-135b-5p 0,33 (0.03,0.63) -3,0298 0,119945
hsa-miR-1301-3p 3,1281 (0.37,5.89) 3,1281 0,014646
hsa-miR-16-5p 0,1759 (0.00001,0.39) | -5,6854 0,199186
hsa-miR-30c-5p 0,2315 (0.00,0.46) -4,3189 0,029495
hsa-miR-210-3p 0,9093 (0.62,1.20) -1,0997 0,440055
hsa-let-7f-2-3p 2,0263 (0.65,3.41) 2,0263 0,021761
hsa-miR-504-5p 2,0817 (0.73,3.44) 2,0817 0,01695

hsa-miR-1233-3p 0,643 (0.36,0.93) -1,5553 0,058856

Amniyotik sividaki miRNA ekspresyon diizeyleri Kontrol-2 grubu ile karsilastirildiginda,
hasta grubunda 22 miRNA'nin downregiile, 23 miRNA'nin upregiile oldugu belirlendi (Sekil 4.6).
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Istatistiksel olarak anlamh oldugu belirlenen miRNA’lardan ekspresyon diizeyi artis gosterenler,
hsa-miR-155-5p 1,97 kat (p=0,016), hsa-miR-629-5p 1,71kat (p=0,027), hsa-miR-23c 1,67 kat
(p=0,037), hsa-miR-19b-2-5p 2,07 kat (p=0,018), hsa-miR-199b-3p 1,93 kat (p=0,018), hsa-
miR-802 1,97 kat (p=0,026), hsa-miR-92a-2-5p 2,02 kat (p=0,02), hsa-miR-1298-5p 2,27 kat
(p= 0,012), hsa-miR-335-5p 2,31 kat (p=0,004), hsa-miR-374b-3p 2,14 kat (p=0,015), hsa-miR-
125b-2-3p 2 kat (p=0,007), hsa-miR-124-5p 1,95 kat (p=0,024), hsa-miR-513a-3p 2,27kat
(p=0,012), hsa-miR-133b 1,91kat (p=0,007), hsa-miR-188-3p 1,53 kat (p=0,039), hsa-miR-
1301-3p 3,13 kat (p=0,015), hsa-let-7f-2-3p 2,03 kat (p=0,022), hsa-miR-504-5p 2,08 kat
(p=0,017); azalis gosterenler ise, hsa-miR-141-3p -2,41 kat (p=0,009), hsa-miR-196b-5p 2,3401
kat (p=0,004) ve hsa-miR-30c-5p 4,32 kat (p=0,029) olarak tespit edildi (Tablo 4.11)(Sekil 4.7).

Hasta/Kontrol-2

Fold Regulation
[ - e

-10

m 1 hsa-miR-155-5p m 2 hsa-miR-126-3p m 3 hsa-miR-629-5p 4 hsa-miR-23c | 5 hsa-miR-18b-2-5p

B & hsa-miR-320c B 7 hsa-miR-199b-3p B B hsa-miR-802 B 9 hsa-miR-21-5p B 10 hsa-miR-362-3p

m 11 hsa-miR-125a5p m 12 hsa-miR-22a-2-5p w13 hsa-miR-1298-5p 14 hsa-let-7c-5p 15 hsa-miR-223-3p
16 hsa-miR-124-5p m 17 hsa-miR-335-5p m 1B hsa-miR-374b-3p m 18 hsa-miR-125b-2-3p m 20 hsa-miR-483-5p

m 21 hsa-miR-20a5p m 22 hsa-miR-10b-5p H 23 hsa-miR-98-5p B 24 hsa-miR-513a3p 25 hsa-miR-38a5p
26 hsa-miR-4B6-5p 27 hsa-miR-4732-5p 2B hsa-miR-222-5p 29 hsa-miR-133b 30 hsa-miR-196b-5p

B 31 hsa-miR-18la5p M 32 hsa-miR-320b B 33 hsa-miR-363-3p B 34 hsa-miR-141-3p B 35 hsa-miR-188-3p

m 36 hsa-miR-92b-5p m 37 hsa-miR-221-3p 3B hsa-miR-135b-5p 39 hsa-miR-1301-3p 40 hsa-miR-16-5p
41 hsa-miR-30c-5p 42 hsa-miR-210-3p B 43 hsa-let-7f-2-3p B 44 hsa-miR-504-5p B 45 hsa-miR-1233-3p

Sekil 4.6. Kontrol-2 grubuna gore hasta grubundaki amniyotik sivi miRNA ekspresyon
diizeyleri

Hasta/Kontrol-2

Fold Regulation

Sekil 4.7. Kontrol-2 grubuyla karsilastirildiginda, hasta grubu amniyotik sivisindaki ekspresyon
diizeylerinde anlamli degisim olan miRNA'lar
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Tablo 4.12. Kontrol-2 grubuna goére hasta grubundaki farkli anomalilerdeki amniyotik sivi
miRNA ekspresyon diizeyleri

DS Klinefelter | Turner Trizomi 18
miRNA FR P value FR FR FR
hsa-miR-155-5p 1,4883 0,086756 5,0754 4,0618 1,2983
hsa-miR-126-3p -1,5526 0,241098 -2,5021 -3,1266 2,0969
hsa-miR-629-5p 1,5533 0,080488 3,6651 2,9332 -2,1851
hsa-miR-23c 1,4791 0,133284 2,599 2,08 1,3766
hsa-miR-19b-2-5p 1,6653 0,07482 5,6789 4,5447 -1,4103
hsa-miR-320c -1,3814 0,363464 -1,3749 -2,6205 1,4249
hsa-miR-199b-3p 1,7424 0,05834 4,0759 3,2619 -1,7106
hsa-miR-802 1,4727 0,136336 5,0221 4,0191 1,4995
hsa-miR-21-5p -5,2511 0,061166 -44,3808 -153,9762 | 2,2883
hsa-miR-362-3p -1,6861 0,120001 -1,2606 -1,476 -1,1502
hsa-miR-125a-5p -4,1724 0,970082 -34,9 -45,2244 2,0656
hsa-miR-92a-2-5p 1,6279 0,082835 5,5514 4,4427 -1,4427
hsa-miR-1298-5p 1,825 0,053046 6,2235 4,9806 -1,2508
hsa-let-7c-5p -1,9016 0,206943 -18,1142 -22,6347 1,4492
hsa-miR-223-3p 1,2058 0,650397 1,8723 2,4009 1,3493
hsa-miR-124-5p 1,5137 0,10679 5,1224 5,9859 -1,471
hsa-miR-335-5p 1,6861 0,036317 | 4,8917 5,9821 2,5051
hsa-miR-374b-3p 1,7196 0,06303 5,8643 4,6931 -1,3657
hsa-miR-125b-2-3p | 1,8799 0,017687 | 4,0475 3,2392 -1,9787
hsa-miR-483-5p -1,5531 0,995086 -4,1159 -6,8564 1,0828
hsa-miR-20a-5p -4,5304 0,081565 -13,4567 -57,3951 2,2101
hsa-miR-10b-5p -1,7939 0,435435 -5,7366 -7,1682 1,4277
hsa-miR-98-5p -1,0064 0,247207 -3,0837 -3,8532 1,6649
hsa-miR-513a-3p 1,825 0,053046 6,2235 4,9806 -1,2869
hsa-miR-99a-5p -1,91 0,67411 -14,1024 -17,6217 -1,071
hsa-miR-486-5p -1,0853 0,800939 -1,6224 -2,2085 1,4582
hsa-miR-4732-5p 1,4139 0,120271 3,5066 2,6714 1,2188
hsa-miR-222-5p 1,5534 0,120052 4,1233 32,774 1,4345
hsa-miR-133b 1,6124 0,044755 | 3,4487 2,76 1,6095
hsa-miR-196b-5p -3,0236 0,006976 | -1,3165 -1,645 -1,3538
hsa-miR-181a-5p -1,6585 0,669897 -4,8397 -7,9289 1,0088
hsa-miR-320b 1,0039 0,935148 1,7679 1,8202 -1,4103
hsa-miR-363-3p -2,0795 0,185741 1,3175 1,0544 -1,5913
hsa-miR-141-3p -2,1489 0,030362 | -4,2826 -4,7698 1,0468
hsa-miR-188-3p 1,2591 0,146623 3,4542 2,7643 -1,2237
hsa-miR-92b-5p -1,371 0,468184 -1,9857 -2,4812 -1,6425
hsa-miR-221-3p -2,4943 0,372401 -16,8694 -17,5767 -1,0052
hsa-miR-135b-5p -2,2771 0,318208 -9,7954 -14,046 1,6276
hsa-miR-1301-3p 2,2529 0,034347 | 9,0788 23,4585 -1,4619
hsa-miR-16-5p -3,6888 0,662956 -22,8842 -56,5014 -1,1243
hsa-miR-30c-5p -3,1355 0,128789 -21,5566 -11,2825 1,163
hsa-miR-210-3p 1,0158 0,856993 -1,1308 -2,1196 -1,3089
hsa-let-7f-2-3p 1,6402 0,08785 5,5001 4,4017 -1,4561
hsa-miR-504-5p 1,6927 0,069865 5,5996 4,4813 -1,4302
hsa-miR-1233-3p -1,6948 0,091944 -1,2851 -1,6058 -1,1098
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Farkli anomaliler iceren hasta alt gruplar ile Kontrol-2 grubunun amniyotik sividaki
miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda (Tablo 4.12), Down sendromu grubunda hsa-
miR-1301-3p’in 2,25 kat (p=0,034), hsa-miR-125b-2-3p’in 1,88 kat (p=0,018), hsa-miR-133b’in
1,61 kat (p=0,045) ve hsa-miR-335-5p’in 1,69 kat (p=0,036) ekpresyonunun arttig1 saptanirken,
hsa-miR-196b-5p’in 3,02 kat (p=0,007) ve hsa-miR-141-3p’in 2,15 kat (p=0,03) ekspresyon

diizeyinin azaldig1 bulundu (Sekil 4.8).

Down sendromu/Kontrol-2

Fold Regulation

Sekil 4.8. Kontrol-2 grubu ile karsilastirildiginda Down sendromu grubunun amniyotik sividaki

miRNA ekspresyon diizeyleri
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Tablo 4.13. Kontrol-2 grubuna gore Kontrol-1 grubundaki amniyotik sivi miRNA ekspresyon

diizeyleri

miRNA Fold Change | 95% CI Fold Regulation | P value
hsa-miR-155-5p 1,1866 (0.70,1.68) 1,1866 0,314908
hsa-miR-126-3p 1,4934 (0.47,2.52) 1,4934 0,253351
hsa-miR-629-5p 1,0581 (0.63,1.49) 1,0581 0,506459
hsa-miR-23c 1,5547 (0.94,2.17) 1,5547 0,056464
hsa-miR-19b-2-5p | 0,8193 (0.50,1.14) -1,2205 0,128556
hsa-miR-320c 1,1158 (0.66,1.57) 1,1158 0,77161
hsa-miR-199b-3p 0,8338 (0.45,1.22) -1,1993 0,941493
hsa-miR-802 1,2295 (0.65,1.80) 1,2295 0,510213
hsa-miR-21-5p 1,5392 (0.94,2.13) 1,5392 0,021023
hsa-miR-362-3p 1,2046 (0.61,1.80) 1,2046 0,591597
hsa-miR-125a-5p 1,406 (0.85,1.97) 1,406 0,125597
hsa-miR-92a-2-5p | 0,9313 (0.49,1.37) -1,0737 0,820902
hsa-miR-1298-5p 0,9359 (0.59,1.28) -1,0685 0,502822
hsa-let-7c-5p 1,3814 (0.97,1.79) 1,3814 0,04092
hsa-miR-223-3p 0,9029 (0.41,1.39) -1,1076 0,766617
hsa-miR-124-5p 0,789 (0.43,1.15) -1,2674 0,270845
hsa-miR-335-5p 1,2963 (0.94,1.65) 1,2963 0,077686
hsa-miR-374b-3p 0,8636 (0.55,1.18) -1,1579 0,206493
hsa-miR-125b-2-3p | 0,7043 (0.49,0.92) -1,4199 0,137617
hsa-miR-483-5p 1,0691 (0.73,1.41) 1,0691 0,966051
hsa-miR-20a-5p 1,158 (0.71,1.61) 1,158 0,634168
hsa-miR-10b-5p 1,771 (1.13,2.41) 1,771 0,009224
hsa-miR-98-5p 1,4137 (0.97,1.85) 1,4137 0,040024
hsa-miR-513a-3p 0,8911 (0.57,1.21) -1,1221 0,313882
hsa-miR-99a-5p 1,1762 (0.74,1.62) 1,1762 0,664609
hsa-miR-486-5p 0,8634 (0.45,1.28) -1,1582 0,601095
hsa-miR-4732-5p 1,1309 (0.64,1.62) 1,1309 0,387348
hsa-miR-222-5p 0,8535 (0.38,1.33) -1,1717 0,505958
hsa-miR-133b 1,1219 (0.81,1.43) 1,1219 0,38682
hsa-miR-196b-5p 1,2716 (0.64,1.91) 1,2716 0,407362
hsa-miR-181a-5p 09124 (0.54,1.29) -1,0961 0,360019
hsa-miR-320b 0,8871 (0.60,1.18) -1,1273 0,304883
hsa-miR-363-3p 0,8425 (0.41,1.27) -1,1869 0,26868
hsa-miR-141-3p 1,0332 (0.42,1.65) 1,0332 0,937219
hsa-miR-188-3p 0,9083 (0.51,1.31) -1,1009 0,782984
hsa-miR-92b-5p 1,2681 (0.56,1.98) 1,2681 0,34241
hsa-miR-221-3p 1,0808 (0.72,1.44) 1,0808 0,700572
hsa-miR-135b-5p 1,0878 (0.68,1.49) 1,0878 0,756485
hsa-miR-1301-3p 1,0315 (0.63,1.43) 1,0315 0,634624
hsa-miR-16-5p 1,1484 (0.77,1.53) 1,1484 0,54314
hsa-miR-30c-5p 1,3843 (0.97,1.80) 1,3843 0,049808
hsa-miR-210-3p 0,7295 (0.51,0.95) -1,3707 0,037891
hsa-let-7f-2-3p 0,9303 (0.56,1.30) -1,0749 0,407952
hsa-miR-504-5p 0,9761 (0.60,1.36) -1,0245 0,753197
hsa-miR-1233-3p 0,8906 (0.45,1.33) -1,1229 0,942804
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Tablo 4.13'de amniyotik sividaki Kontrol-2 grubuna gore Kontrol-1’deki miRNA
ekspresyon diizeyleri verildi. Elde edilen bulgulara gore, upregiile olan miRNA'lar hsa-miR-21-
5p (1,54 kat, p=0,02), hsa-let-7c-5p (1,38 kat, p=0,041), hsa-miR-10b-5p (1,77 kat, p=0,01), hsa-
miR-98-5p (1,41 kat, p=0,04) ve hsa-miR-30c-5p (1,38 kat, p=0,049); downregiile olan miRNA
ise hsa-miR-210-3p (1,37 kat, p=0,038) olarak belirlendi (Sekil 4.9).

Kontrol-1/Kontrol-2

Fold Regulation

Sekil 4.9. Kontrol-1 grubundaki amniyotik sivida bulunan miRNA ekspresyon diizeyleri
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Tablo 4.14. Amniyotik siv1 6rnegindeki Kontrol-1 grubuna gore hasta grubundaki miRNA

ekspresyon diizeyleri

miRNA Fold Change | 95% CI Fold Regulation | P value
hsa-miR-155-5p 1,6542 (0.59,2.72) 1,6542 0,036022
hsa-miR-126-3p 0,4146 (0.15,0.68) -2,4121 0,009229
hsa-miR-629-5p 1,613 (0.73,2.49) 1,613 0,058258
hsa-miR-23c 1,0688 (0.65,1.49) 1,0688 0,624548
hsa-miR-19b-2-5p | 2,525 (0.94,4.11) 2,525 0,002678
hsa-miR-320c 0,6513 (0.33,0.97) -1,5354 0,122318
hsa-miR-199b-3p 2,3161 (1.03,3.60) 2,3161 0,035026
hsa-miR-802 1,6002 (0.59,2.61) 1,6002 0,040561
hsa-miR-21-5p 0,0805 (0.00001,0.19) | -12,426 0,000919
hsa-miR-362-3p 0,5395 (0.31,0.77) -1,8537 0,012105
hsa-miR-125a-5p 0,1174 (0.00001,0.29) | -8,5195 0,103447
hsa-miR-92a-2-5p 2,1714 (0.68,3.67) 2,1714 0,030071
hsa-miR-1298-5p 2,4282 (0.90,3.95) 2,4282 0,003262
hsa-let-7c-5p 0,2314 (0.00001,0.50) | -4,3207 0,606394
hsa-miR-223-3p 1,5364 (0.78,2.29) 1,5364 0,579137
hsa-miR-124-5p 2,4659 (0.80,4.13) 2,4659 0,00408
hsa-miR-335-5p 1,7842 (0.79,2.78) 1,7842 0,005573
hsa-miR-374b-3p 2,4737 (0.93,4.02) 2,4737 0,002787
hsa-miR-125b-2-3p | 2,8447 (1.46,4.23) 2,8447 0,00087
hsa-miR-483-5p 0,4724 (0.12,0.82) -2,1169 0,334891
hsa-miR-20a-5p 0,1559 (0.00001,0.34) | -6,4145 0,011969
hsa-miR-10b-5p 0,2499 (0.08,0.42) -4,0017 0,00089
hsa-miR-98-5p 0,5444 (0.19,0.90) -1,8369 0,40257
hsa-miR-513a-3p 2,5441 (0.95,4.14) 2,5441 0,002623
hsa-miR-99a-5p 0,2782 (0.00001,0.56) |-3,5951 0,392499
hsa-miR-486-5p 0,9773 (0.52,1.44) -1,0233 0,872556
hsa-miR-4732-5p 1,5149 (0.82,2.21) 1,5149 0,165673
hsa-miR-222-5p 2,743 (0.24,5.25) 2,743 0,04127
hsa-miR-133b 1,7059 (1.05,2.36) 1,7059 0,008404
hsa-miR-196b-5p 0,3361 (0.15,0.52) -2,9757 0,00031
hsa-miR-181a-5p 0,5065 (0.14,0.87) -1,9742 0,453023
hsa-miR-320b 1,2695 (0.85,1.69) 1,2695 0,069696
hsa-miR-363-3p 0,7371 (0.29,1.18) -1,3567 0,582738
hsa-miR-141-3p 0,402 (0.18,0.62) -2,4878 0,015564
hsa-miR-188-3p 1,6892 (0.66,2.72) 1,6892 0,085952
hsa-miR-92b-5p 0,507 (0.22,0.79) -1,9725 0,102411
hsa-miR-221-3p 0,2473 (0.02,0.48) -4,0443 0,037646
hsa-miR-135b-5p 0,3034 (0.04,0.57) -3,296 0,062565
hsa-miR-1301-3p 3,0325 (0.51,5.56) 3,0325 0,005719
hsa-miR-16-5p 0,1532 (0.00001,0.34) | -6,5288 0,057522
hsa-miR-30c-5p 0,1673 (0.00,0.33) -5,9787 0,000292
hsa-miR-210-3p 1,2464 (0.92,1.57) 1,2464 0,106044
hsa-let-7f-2-3p 2,1781 (0.82,3.53) 2,1781 0,004821
hsa-miR-504-5p 2,1327 (0.81,3.46) 2,1327 0,006222
hsa-miR-1233-3p 0,722 (0.38,1.06) -1,3851 0,135492
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Kontrol-1 grubuna gére hasta grubundaki amniyotik sivida bulunan miRNA ekspresyon
diizeyleri incelendiginde 23 miRNA’'nin upregiile ve 22 miRNA'nin downregiile oldugu bulundu
(Tablo 4.14). Bu miRNA’lardan hsa-miR-155-5 (1,65 kat, p=0,036022), hsa-miR-19b-2-5p (2,52
kat, p=0,003), hsa-miR-199b-3p (2,32 kat, p=0,035), hsa-miR-802 (1,6 kat, p=0,041), hsa-miR-
92a-2-5p (2,17 kat, p=0,03), hsa-miR-1298-5p (2,43 kat, p=0,003), hsa-miR-124-5p (2,47 Kkat,
p=0,004), hsa-miR-335-5p (1,78 kat, p=0,006), hsa-miR-374b-3 (2,47 kat, p=0,003), hsa-miR-
125b-2-3p (2,84 kat, p=0,0009), hsa-miR-513a-3p (2,54 kat, p=0,003), hsa-miR-222-5p (2,74
kat, p=0,041), hsa-miR-133b (1,71 kat, p=0,008), hsa-miR-1301-3p (3,03 kat, p=0,006), hsa-let-
7f-2-3p (2,18 kat, p=0,005) ve hsa-miR-504-5p (2,13 kat, p=0,006) anlamlh diizeyde artis
gosterirken, hsa-miR-126-3p (2,41 kat, p=0,009), hsa-miR-21-5p (12,43 kat, p=0,0009), hsa-
miR-362-3p (1,85 kat, p=0,012), hsa-miR-20a-5p (6,41 kat, p=0,012), hsa-miR-10b-5p (4 Kkat,
p=0,0009), hsa-miR-196b-5p (2,98 kat, p=0,0003), hsa-miR-141-3p (2,49 kat, p=0,016), hsa-
miR-221-3p (4,04 kat, p=0,038) ve hsa-miR-30c-5p (5,98 kat, p=0,0003) ekspresyonunun
anlamli diizeyde azaldig bulundu (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Amniyotik sivi 6rnegindeki kontrol-1 grubuna goére hasta grubundaki miRNA
ekspresyon diizeyleri
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Tablo 4.15. Amniyotik siv1 6rnegindeki Kontrol-1 grubuna gére Down sendromu grubundaki
miRNA ekspresyon diizeyleri

DS Klinefelter | Turner Trizomi 18
miRNA FR P degeri FR FR FR
hsa-miR-155-5p 1,2543 0,194463 4,2773 3,4231 1,0942
hsa-miR-126-3p -2,3187 | 0,027864 | -3,7367 -4,6692 1,4041
hsa-miR-629-5p 1,468 0,183792 3,4638 2,772 -2,3122
hsa-miR-23c -1,0511 | 0,987856 1,6717 1,3378 -1,1294
hsa-miR-19b-2-5p 2,0325 | 0,015561 | 6,9312 5,5469 -1,1555
hsa-miR-320c -1,5413 | 0,159596 -1,5341 -2,9239 1,277
hsa-miR-199b-3p 2,0897 0,129276 4,8884 3,9121 -1,4263
hsa-miR-802 1,1978 0,223776 4,0847 3,2689 1,2196
hsa-miR-21-5p -8,0827 | 0,002508 | -68,3121 -237,0044 | 1,4867
hsa-miR-362-3p -2,0312 | 0,034867 | -1,5186 -1,7781 -1,3855
hsa-miR-125a-5p -5,8665 | 0,340531 -49,0701 -63,5865 1,4691
hsa-miR-92a-2-5p 1,7479 0,138241 5,9607 4,7702 -1,3436
hsa-miR-1298-5p 1,9499 | 0,019036 | 6,6497 5,3217 -1,1707
hsa-let-7c-5p -2,627 0,691189 -25,0238 -31,2685 1,0491
hsa-miR-223-3p 1,3356 0,966451 2,0737 2,6592 1,4944
hsa-miR-124-5p 1,9185 | 0,024845 | 6,4922 7,5866 -1,1606
hsa-miR-335-5p 1,3007 0,069601 3,7736 4,6147 1,9325
hsa-miR-374b-3p 1,9912 0,016128 6,7904 5,4343 -1,1794
hsa-miR-125b-2-3p 2,6692 0,003049 | 5,747 4,5992 -1,3936
hsa-miR-483-5p -1,6604 | 0,984821 -4,4005 -7,3304 1,0128
hsa-miR-20a-5p -5,2463 | 0,014649 -15,5829 -66,4636 1,9086
hsa-miR-10b-5p -3,1769 | 0,010101 | -10,1593 -12,6946 -1,2405
hsa-miR-98-5p -1,4227 | 0,959644 -4,3594 -5,4473 1,1777
hsa-miR-513a-3p 2,0479 | 0,015265 | 6,9837 5,589 -1,1468
hsa-miR-99a-5p -2,2466 | 0,807253 -16,5872 -20,7266 -1,2597
hsa-miR-486-5p 1,0671 0,854792 -1,4008 -1,9069 1,6888
hsa-miR-4732-5p 1,2502 0,687041 3,1007 2,3622 1,0778
hsa-miR-222-5p 1,8201 0,056356 4,8311 38,4003 1,6808
hsa-miR-133b 1,4372 0,063003 3,074 2,4601 1,4346
hsa-miR-196b-5p -3,8449 | 0,000937 | -1,6741 -2,0919 -1,7216
hsa-miR-181a-5p -1,5132 | 0,874897 -4,4155 -7,234 1,1057
hsa-miR-320b 1,1316 0,291479 1,9929 2,0519 -1,2511
hsa-miR-363-3p -1,752 0,309278 1,5638 1,2515 -1,3406
hsa-miR-141-3p -2,2202 | 0,045362 | -4,4247 -4,9281 1,0132
hsa-miR-188-3p 1,3862 0,287906 3,8028 3,0433 -1,1115
hsa-miR-92b-5p -1,7386 | 0,260688 -2,518 -3,1464 -2,0828
hsa-miR-221-3p -2,6959 | 0,236943 -18,2332 -18,9977 -1,0865
hsa-miR-135b-5p -2,4771 | 0,210974 -10,6559 -15,2799 1,4962
hsa-miR-1301-3p 2,1841 | 0,014264 | 8,8012 22,7414 -1,508
hsa-miR-16-5p -4,2361 | 0,364701 -26,2792 -64,8837 -1,2911
hsa-miR-30c-5p -4,3405 | 0,004221 | -29,8409 -15,6185 -1,1903
hsa-miR-210-3p 1,3924 | 0,030555 | 1,2122 -1,5463 1,0473
hsa-let-7f-2-3p 1,7631 | 0,026809 | 59123 4,7316 -1,3546
hsa-miR-504-5p 1,7342 0,034113 | 5,7369 4,5912 -1,396
hsa-miR-1233-3p -1,5093 | 0,182997 -1,1445 -1,4301 1,0118
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Amniyotik sivi drneklerinde Kontrol-1 grubuna karsi basta Down sendromu olmak
lizere hasta alt gruplarina ait miRNA’larin ekspresyon diizeyleri Tablo 4.15’te verildi. Down
sendromu hasta alt grubunda, hsa-miR-19b-2-5p 2,03 kat (p=0,016), hsa-miR-1298-5p 1,95 kat
(p=0,019), hsa-miR-124-5p 1,92 kat (p=0,025), hsa-miR-374b-3p 1,99 kat (p=0,016), hsa-miR-
125b-2-3p 2,67 kat (p=0,003), hsa-miR-513a-3p 2,05 kat (p=0,015), hsa-miR-1301-3p 2,18 kat
(p= 0,014), hsa-miR-210-3p 1,39 kat (p=0,031), hsa-let-7f-2-3p 1,76 kat (p=0,027) ve hsa-miR-
504-5p 1,73 kat (p=0,034) ekspresyonunun arttigi, hsa-miR-126-3p 2,32 (p=0,028), hsa-miR-
21-5p 8,08 kat (p=0,0025), hsa-miR-362-3p 2,03 kat (p=0,035), hsa-miR-20a-5p 5,25 kat
(p=0,015), hsa-miR-10b-5p 3,18 kat (p=0,01), hsa-miR-196b-5p 3,85 kat (p=0,0009), hsa-miR-
141-3p 2,22 kat (p=0,045) ve hsa-miR-30c-5p 4,34 kat (p=0,004) ekspresyonunun azalmis
oldugu saptandi (Sekil 4.11).

Down sendromu/Kontrol-1

“>_Fold Regulation

4

Sekil 4.11. Amniyotik siv1 drnegindeki Kontrol-1 grubuna gére Down sendromu grubundaki
miRNA ekspresyon diizeyleri
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Tablo 4.16. Kontrol-1 ve Kontrol-2 grubuna goére hasta grubundaki amniyotik sivi miRNA

ekspresyon diizeyleri

miRNA Fold Change | 95% CI Fold Regulation | P value
hsa-miR-155-5p 1,786 (0.70,2.87) 1,786 0,002587
hsa-miR-126-3p 0,4962 (0.22,0.77) -2,0152 0,026481
hsa-miR-629-5p 1,6544 (0.84,2.47) 1,6544 0,007486
hsa-miR-23c 1,3026 (0.81,1.79) 1,3026 0,157663
hsa-miR-19b-2-5p | 2,3092 (0.87,3.75) 2,3092 0,000188
hsa-miR-320c 0,6841 (0.37,1.00) -1,4618 0,145459
hsa-miR-199b-3p 2,1349 (1.10,3.17) 2,1349 0,005021
hsa-miR-802 1,7554 (0.68,2.83) 1,7554 0,004587
hsa-miR-21-5p 0,0976 (0.00001,0.23) | -10,2416 0,002643
hsa-miR-362-3p 0,5864 (0.35,0.83) -1,7052 0,016933
hsa-miR-125a-5p 0,1367 (0.00001,0.33) |-7,3126 0,164279
hsa-miR-92a-2-5p 2,1033 (0.76,3.45) 2,1033 0,00336
hsa-miR-1298-5p 2,3572 (0.90,3.82) 2,3572 0,00015
hsa-let-7c-5p 0,2675 (0.00001,0.58) | -3,738 0,937567
hsa-miR-223-3p 1,4676 (0.92,2.01) 1,4676 0,393848
hsa-miR-124-5p 2,2174 (0.76,3.68) 2,2174 0,000429
hsa-miR-335-5p 2,0043 (0.91,3.10) 2,0043 0,000095
hsa-miR-374b-3p 2,3163 (0.88,3.75) 2,3163 0,000156
hsa-miR-125b-2-3p | 2,4311 (1.31,3.55) 2,4311 0,000037
hsa-miR-483-5p 0,4868 (0.12,0.85) -2,0544 0,24733
hsa-miR-20a-5p 0,1665 (0.00001,0.36) | -6,0063 0,009669
hsa-miR-10b-5p 0,3229 (0.10,0.55) -3,0973 0,00566
hsa-miR-98-5p 0,6358 (0.23,1.04) -1,5728 0,748298
hsa-miR-513a-3p 2,416 (0.92,391) 2,416 0,000123
hsa-miR-99a-5p 0,2991 (0.00001,0.61) | -3,3428 0,381431
hsa-miR-486-5p 0,915 (0.53,1.30) -1,0929 0,660815
hsa-miR-4732-5p 1,6008 (0.97,2.23) 1,6008 0,037091
hsa-miR-222-5p 2,5549 (0.29,4.82) 2,5549 0,007186
hsa-miR-133b 1,7961 (1.14,2.45) 1,7961 0,000305
hsa-miR-196b-5p 0,3743 (0.18,0.57) -2,6718 0,000361
hsa-miR-181a-5p 0,4861 (0.14,0.83) -2,0571 0,226676
hsa-miR-320b 1,2031 (0.81,1.60) 1,2031 0,259091
hsa-miR-363-3p 0,6826 (0.28,1.08) -1,4651 0,313133
hsa-miR-141-3p 0,4079 (0.20,0.62) -2,4517 0,008222
hsa-miR-188-3p 1,618 (0.73,2.50) 1,618 0,01777
hsa-miR-92b-5p 0,5639 (0.29,0.84) -1,7733 0,117532
hsa-miR-221-3p 0,256 (0.02,0.49) -3,9058 0,017739
hsa-miR-135b-5p 0,3151 (0.04,0.59) -3,1739 0,033403
hsa-miR-1301-3p 3,075 (0.51,5.64) 3,075 0,00024
hsa-miR-16-5p 0,163 (0.00001,0.36) | -6,1363 0,043287
hsa-miR-30c-5p 0,1935 (0.01,0.38) -5,1677 0,000587
hsa-miR-210-3p 1,0821 (0.81,1.35) 1,0821 0,781761
hsa-let-7f-2-3p 2,1087 (0.81,3.41) 2,1087 0,000404
hsa-miR-504-5p 2,1097 (0.84,3.38) 2,1097 0,000378
hsa-miR-1233-3p 0,6854 (0.42,0.95) -1,459 0,085158
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Calismaya dahil edilen iki kontrol grubuna karsilik hasta grubunun amniyotik sivi
orneklerindeki miRNA ekspresyon diizeylerinin analizi sonucu elde edilen verilere gore 23
miRNA'nin upregiile, 22 miRNA’'nin downregiile oldugu saptandi (Tablo 4.16). Bu miRNA’lardan
Sekil 4.12’de gosterildigi gibi hsa-miR-155-5p, hsa-miR-629-5p, hsa-miR-19b-2-5p, hsa-miR-
199b-3p, hsa-miR-802, hsa-miR-92a-2-5p, hsa-miR-1298-5p, hsa-miR-124-5p, hsa-miR-335-5p,
hsa-miR-374b-3p, hsa-miR-125b-2-3p, hsa-miR-513a-3p, hsa-miR-4732-5p, hsa-miR-222-5p,
hsa-miR-133b, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-1301-3p, hsa-let-7f-2-3p ve hsa-miR-504-5p’nin
ekpresyon diizeylerinin arttifi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu
(p<0,05). Bununla birlikte kontrol grubuna karsi hasta grubunda hsa-miR-126-3p, hsa-miR-21-
5p, hsa-miR-362-3p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-miR-141-3p, hsa-
miR-221-3p, hsa-miR-135b-5p, hsa-miR-16-5p ve hsa-miR-30c-5p’nin ekspresyon diizeylerinde
azalma oldugu ve bu azalma oraninin istatistiksel olarak anlaml oldugu saptandi (p<0,05)
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Amniyotik siv1 6rnegindeki iki kontrol grubuna gore hasta grubundaki miRNA
ekspresyon diizeyleri
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Tablo 4.17. Kontrol-1 ve Kontrol-2 grubuna goére hasta grubundaki

amniyotik sivi miRNA ekspresyon diizeyleri

farkli anomalilerdeki

DS Klinefelter | Turner Trizomi 18
miRNA FR P degeri FR FR FR
hsa-miR-155-5p 1,3543 0,049082 | 4,6183 3,6959 1,1814
hsa-miR-126-3p -1,9371 0,065195 -3,1218 -3,9009 1,6806
hsa-miR-629-5p 1,5057 0,054148 3,5526 2,8431 -2,2543
hsa-miR-23c 1,1595 0,45363 2,0374 1,6305 1,0791
hsa-miR-19b-2-5p 1,8588 0,003437 | 6,3388 5,0729 -1,2635
hsa-miR-320c -1,4675 0,199522 -1,4606 -2,7838 1,3413
hsa-miR-199b-3p 1,9262 0,042832 4,5059 3,606 -1,5474
hsa-miR-802 1,314 0,08064 4,4811 3,5862 1,3379
hsa-miR-21-5p -6,6618 0,007901 | -56,3033 -195,3409 | 1,8038
hsa-miR-362-3p -1,8685 0,043713 | -1,397 -1,6357 -1,2746
hsa-miR-125a-5p -5,0354 0,547216 -42,1188 -54,5788 1,7116
hsa-miR-92a-2-5p 1,693 0,042746 | 5,7736 4,6205 -1,3871
hsa-miR-1298-5p 1,8929 0,002814 | 6,4551 5,166 -1,2059
hsa-let-7c-5p -2,2727 0,298425 -21,6493 -27,052 1,2126
hsa-miR-223-3p 1,2758 0,850907 1,9809 2,5401 1,4275
hsa-miR-124-5p 1,7251 0,009442 | 5,8379 6,822 -1,2907
hsa-miR-335-5p 1,4612 0,00727 4,2391 5,1841 2,1709
hsa-miR-374b-3p 1,8645 0,002848 | 6,3584 5,0886 -1,2596
hsa-miR-125b-2-3p | 2,2811 0,000297 | 49112 3,9304 -1,6307
hsa-miR-483-5p -1,6114 0,993463 -4,2706 -7,114 1,0436
hsa-miR-20a-5p -4,9124 | 0,018885 | -14,5911 -62,2335 2,0383
hsa-miR-10b-5p -2,4589 0,049509 | -7,8632 -9,8254 1,0416
hsa-miR-98-5p -1,2182 0,483792 -3,7327 -4,6642 1,3754
hsa-miR-513a-3p 1,9448 0,002284 | 6,6321 5,3076 -1,2076
hsa-miR-99a-5p -2,089 0,672911 -15,4234 -19,2723 -1,1713
hsa-miR-486-5p -1,0009 0,97818 -1,4961 -2,0367 1,5812
hsa-miR-4732-5p 1,3211 0,382421 3,2765 2,4961 1,1388
hsa-miR-222-5p 1,6953 0,015078 | 4,4999 35,7677 1,5655
hsa-miR-133b 1,5133 0,009344 | 3,2367 2,5903 1,5106
hsa-miR-196b-5p -3,4522 0,000955 | -1,5031 -1,8782 -1,5457
hsa-miR-181a-5p -1,5767 0,867609 -4,6009 -7,5376 1,0612
hsa-miR-320b 1,0725 0,677772 1,8887 1,9446 -1,3201
hsa-miR-363-3p -1,8919 0,218073 1,4481 1,1589 -1,4477
hsa-miR-141-3p -2,1879 0,029138 | -4,3604 -4,8565 1,0281
hsa-miR-188-3p 1,3277 0,133119 3,6423 2,9149 -1,1604
hsa-miR-92b-5p -1,563 0,313502 -2,2637 -2,8286 -1,8725
hsa-miR-221-3p -2,6036 0,202698 -17,6087 -18,347 -1,0493
hsa-miR-135b-5p -2,3853 0,174129 -10,2612 -14,7139 1,5537
hsa-miR-1301-3p 2,2147 0,001212 | 8,9246 23,0601 -1,4871
hsa-miR-16-5p -3,9814 0,400292 -24,6991 -60,9824 -1,2134
hsa-miR-30c-5p -3,7517 0,011043 | -25,793 -13,4998 -1,0288
hsa-miR-210-3p 1,2089 0,398633 1,0524 -1,7811 -1,0999
hsa-let-7f-2-3p 1,7069 0,006872 | 5,7239 4,5807 -1,3992
hsa-miR-504-5p 1,7155 0,006411 | 5,6749 4,5416 -1,4113
hsa-miR-1233-3p -1,5898 0,124217 -1,2055 -1,5064 -1,041
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Amniyotik sivi 6rneklerinde farkli anomalili fetus tasiyan gebelerin dahil edildigi hasta
alt gruplarinin kontrol grubuna gére miRNA ekspresyon diizeyleri incelendiginde ozellikle
Down sendromu hasta alt grubunda hsa-miR-155-5p (1,35 kat, p=0,049), hsa-miR-19b-2-5p
(1,86 kat, p=0,0034), hsa-miR-199b-3p (1,92 kat, p=0,043), hsa-miR-92a-2-5p (1,69 Kkat,
p=0,043), hsa-miR-1298-5p (1,89 kat, p=0,0028), hsa-miR-124-5p (1,73 kat, p=0,0094), hsa-
miR-335-5p (1,46 kat, p=0,007), hsa-miR-374b-3p (1,87 kat, p=0,0028), hsa-miR-125b-2-3p
(2,28 kat, p=0,0003), hsa-miR-513a-3p (1,95 kat, p=0,0023), hsa-miR-222-5p (1,69 Kkat,
p=0,015), hsa-miR-133b (1,51 kat, p=0,009), hsa-miR-1301-3p (2,21 kat, p=0,0012), hsa-let-7f-
2-3p (1,71 kat, p=0,007) ve hsa-miR-504-5p’nin (1,72 kat, p=0,006) upregiile oldugu saptandi.
Ayrica kontrol grubu ile karsilastrildiginda Down sendromu hasta alt grubunda hsa-miR-30c-5p
(3,75 kat, p=0,011), hsa-miR-20a-5p (4,91 kat, p=0,019), hsa-miR-10b-5p (2,46 kat, p=0,049),
hsa-miR-196b-5p (3,45 kat, p=0,0009), hsa-miR-141-3p (2,19 kat, p=0,029), hsa-miR-21-5p
(6,66 kat, p=0,0079) ve hsa-miR-362-3p’nin (1,87 kat, p=0,043) downregiile oldugu bulundu
(Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Amniyotik sivi 6rnegindeki iki kontrol grubuna goére Down sendromu grubundaki
miRNA ekspresyon diizeyleri
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4.2.3. Plazma ve amniyotik sivi érnegindeki miRNA ekspresyon diizeyleri arasindaki
iliskiye ait bulgular
Plazma orneklerinde, Down sendromu hasta alt grubunda ekspresyon diizeyleri anlamh
artis gostermis olan, hsa-miR-629-5p, hsa-miR-320c, hsa-miR-21-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-miR-98-
5p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-4732-5p ve hsa-miR-181a-5p’nin amniyotik sivi 6rneklerindeki
ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski degerlendirildi.
Plazma ve amniyotik sivi 6rneklerinde eksprese olan ve aralarinda anlaml iliski bulunan
miRNA’lar;
v" hsa-miR-629-5p (R=-0,900 ; p= 0,037),
v" hsa-miR-320c (R=-0,738; p= 0,037),
v" hsa-miR-486-5p (R=-0,829 ; p= 0,042)
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TARTISMA

Prenatal ve postnatal morbidite ve mortalite ile mental retardasyonun baslica genetik
nedeni olan kromozomal andploidinin diinya genelinde en sik goriileni Down sendromudur
[169]. Prenatal tanida invasiv yontemlerin fetal kayip riskini arttirmasindan dolayi, yliksek
diizeyde duyarhilik ve ihmal edilebilir yanlis pozitif oranina sahip noninvaziv andploidi tarama
testlerinin gelistirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, maternal periferik kanda
fetal niikleik asitlerin varliginin gosterilmesi, noninvaziv prenatal tam1 (NIPT) alaninda biiyiik
ilgi uyandirmaktadir. Memelilerde miRNA'larin tim protein kodlayici genlerin % 50'sinin
aktivitesini kontrol etmesi ve cesitli biyolojik ve patolojik siire¢lerde temel bir rol oynadiginin
gosterilmesi ve bununla birlikte kanda oldukga stabil olmasi, miRNA'lar1 noninvaziv tani1 amach
kullanilmasi i¢in ideal bir aday haline getirmektedir [170]. Bu bilgiler dogrultusunda, bu
calismada, konjenital anomalilerin prenatanal tanisinda bir belirte¢ olarak degerlendirilebilecek
miRNA’larin belirlenmesi ve bu miRNA’larin maternal plazmadaki diizeylerinin noninvasiv bir
yontem olarak kullanilabilirliginin saptanmasi amag¢landi. Calismada, hasta grubuna dahil edilen
tlim 6rneklerin kromozom anomalili fetus tasiyan gebelerden elde edilmesinden dolay, veriler
en sik goriilen konjenital anomalilerden olan kromozomal anomaliler cercevesinde incelendi.
Noninvasiv tant amac¢h kullanilabilecek miRNA’larin belirlenmesinde, érneklem biytkligi
nedeni ile istatistiksel olarak degerlendirilebilen hasta grubu Down sendromlu fetus tasiyan
gebelerden olusturuldu.

Maternal kanda niikleik asitlerin kullaniminin, mevcut olan noninvaziv yéntemlerden
daha kolay ve daha az karmasik bir prosediire sahip oldugu yapilan c¢alismalarla
gosterilmektedir [171]. Pettit ve ark,, [172] ileri maternal yasi ile iligkili yapilan amniyosentez
ve rutin koryon villus o6rneklemesi yerine, dolasimdaki serbest fetal DNA'nin noninvaziv
prenatal bir test olarak kullanilabilirliginin etkisini degerlendirmistir. Bu ¢alisma sonucunda
ileri maternal yasa sahip olan gebelerin, maternal kanda fetal DNA kullanarak yapilan
noninvasiv yontemi tercih ettikleri gosterilmistir. Bu tercih ile baglantili olarak, maternal
kandaki fetal DNA tizerine yapilan ¢alismalar artis gostermis ve 6zellikle 2010 yilindan sonra
yayinlanmaya baslanmistir [107, 173]. Bununla birlikte, miRNA'lar da fetal DNA ¢alismalarina
paralel olarak dikkat cekmistir ve maternal plazmada plasental miRNA'larin kesfi ile de
noninvaziv tanida kullanilabilecek bir biyobelirte¢ olarak 6nerilmeye baslanmislardir [21, 174].
Bu konu ile ilgili ilk ¢alisma Go ve ark. tarafindan 2008 yi1linda rapor edilmistir ve trizomi 21 ile
iliskili plasental RNA'y1 temsil eden sinsityotrofoblast RNA iirtinlerinin taramasinin yapildigi in

vitro bir yontem tarif edilmistir [175].
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Gebelikle iliskili miRNA'larin ekspresyon duzeyleri ile ilgili c¢alismalar siklikla
preeklampsi iizerine olmakla birlikte fetal konjenital kalp defektleri, noral tiip defektleri, fetal
biiylime ve trizomi 21 arasindaki iliskiyi degerlendiren calismalar da mevcuttur. Buna karsin
noninvaziv prenatal testlerde miRNA'larin kullanimina iliskin mevcut veriler literatiirde
yetersizdir [21,164,170,176-178].

Kuhn ve arkadaslar1 [179], DS’li bireylerden alinan fetal hipokampus ve kalp
orneklerinde, kromozom 21 tiirevli genler tarafindan kodlanan olgun miR-99a, let-7c, miR-
125b-2, miR-155 ve miR-802'nin, yiiksek diizeyde eksprese oldugunu gostermislerdir. Bu
calismada, miRNA ekspresyon profili RT-PCR ve in situ hibridizasyon deneyleri ile
gosterilmistir. Yaptiklar1 ¢alismada, arastirmacilar, trizomi 21 ile indiiklenen kromozom 21
tiirevli miRNA'larin artan ekspresyonunun, spesifik hedef proteinlerin ekspresyonunun
azalmasiyla sonuglanabilecegini ve noronal ve kardiyak DS fenotipinin 6zelliklerine katkida
bulunacagini 6ne stirmiislerdir. Bu hipotez daha sonra, ayni grup tarafindan, kromozom 21
tiirevli miRNA / mRNA hedef ciftlerini tanimlayan deneyler ile dogrulanmis ve miR-155 ve miR-
802'nin metil-CpG baglayici proteinin (MeCP2) ifadesini diizenleyebilecegi ve hatta DS’li beyin
orneklerinde bu proteinin ekspresyonunun diisik oldugu gosterilmistir. DS’li bireylerin
beyinlerinde gozlenen norokimyasal anormallige de, proteinin ekspresyon diizeylerindeki bu
azalmanin katkida bulunabilecegi, calisma sonucu olarak rapor edilmistir. Ayrica, mir-99a, let-
7c ve miR-125b-2'nin, C210rf34 geninin intronunda kodlanan bélgede yer aldig1 ve q21.1'in
baslangicinda yer alan bu gen tarafindan kodlanan bir proteinin karakterize edilmedigi de
bildirilmistir [179].

Elton ve arkadaslar1 [180] tarafindan da benzer sekilde, 6zellikle beyin ve kalp basta
olmak tizere DS ile iliskili dokularda, kromozom 21 tiirevli let-7c, miR-99a ve miR-125b-2'nin
yliksek diizeyde ekspresyonu bildirilmistir.

Down sendromuyla iligkili oldugu savunulan kromozom 21 tiirevli miRNA'larin (miR-
993, let-7c, miR-125b-2, miR-155 ve miR-802) konsantrasyonlari ve ekspresyon profillerinin
belirlenmesi lizerine yapilan baska bir ¢alisma da Kotlabova ve arkadaslar1 [181] tarafindan
gerceklestirilmistir. Calismanin amaci, 6ploidili ve DS’li fetus tasiyan gebelerde, kromozom 21
tirevli bu bes miRNA'nin noninvaziv olarak ayirt etme yeteneklerini dogrulamak olarak
belirlenmistir. Bu dogrultuda ¢alismaya, DS’li fetus tasima riski olan 12 gebe, 12 normal gebe ve
10 gebe olmayan kadin dahil edilmis ve kromozom 21 tiirevli bes miRNA'nin ekspresyon
diizeyleri real time PCR kullanilarak degerlendirilmistir. Stimiilasyon deneyleri icin gebe
olmayan saglikli kadinlardan ve andploid amniyotik sivi 6rneklerinden RNA havuzu
olusturulmus ve DS icin spesifik olan yiiksek diizeyde eksprese edilmis kromozom 21 tiirevli
miRNA'larin tespit sinirini belirlemek amaciyla 1: 1 ila 1000:1 arasinda degisen seyreltme orani

kullanilmistir. Ayn1 grup calismalarinin baslangicinda, plasental dokularda tiim kromozom 21
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tiirevli miRNA'larin varhigini1 dogruladiktan sonra, gebe ve gebe olmayan kadinlarda let-7c, miR-
99a, miR-125b-2 ve miR-155 gibi ekstraselliiler kromozom 21 tiirevli miRNA'larin dolasimdaki
diizeyleri de rapor etmislerdir. Gebe olmayan kadinlara gére miR-99a ve miR-125b-2'nin
plazma konsantrasyonlarinin ve miR-99a, miR-125b-2 ve miR-155 ekspresyon diizeylerinin
gebe kadinlarda anlaml olarak arttign gosterilmistir. Ote yandan, ekstraselliiler let-7c'nin
konsantrasyon ve ekspresyon seviyesinin degismedigi saptanmis ve bunun sonucu olarak da
let-7c’nin hamilelikten bagimsiz oldugu ileri siiriilmiistiir. Bununla birlikte, normal gebeligi olan
kadinlara kiyasla, riskli grup gebelerde ekstraselliler kromozom 21 tlrevli miRNA'larin
ekspresyon diizeylerinde anlaml bir farklilik olmadig1 rapor edilmistir. Ancak, ayni ¢alismada,
riskli gebeliginden dolay1 calismaya dahil edilen gebelerin tani testleri sonrasinda, DS
tanimlanan gebelik sayisi bes oldugundan elde edilen verilerden dogru bir sonuca ulasmak
oldukca zordur. Dahil edilme kriterlerimize gore hasta grubu olarak belirledigimiz ve tani alan
10 DS’li fetus tasiyan gebenin dahil edildigi ¢calismamizda bu bes miRNA’dan sadece let-7¢’nin
ekspresyon diizeyinde anlaml farklilik bulunmustur (p=0,02 FR=1,56).

Ertiirk ve arkadaslar1 [171] tarafindan yapilan calismada, DS’li fetus tasiyan ve
tasimayan gebelerin maternal plazmasindaki kromozom 21 tiirevli 14 miRNA’'nin ekspresyon
diizeyinin karsilagtirmasi yapilmistir. 14 miRNA’dan, miR-99a ve miR-3156’nin ekspresyon
seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis oldugu gésterilmistir.

Kromozom 21 tiirevli bu bes miRNA'nin (hsa-miR-99a, let-7c, miR-125b-2, miR-155 ve
miR-802) DS'nin degisken fenotipleri ile iliskili olabilecegi gosterilmekle birlikte, DS’li fetuslerin
genom capinda miRNA ifadesinde yer alan degisiklikler heniiz tam olarak belirlenmemistir
[182]. Sayisal kromozom anomalisi i¢erisinde yer alan DS ile kromozom 21’den eksprese edilen
miRNA’lar arasindaki iliskiyi tanimlama adina yapilan ¢alismalardan ziyade, miRNA’larin birden
fazla geni regiile ettigi ve birden fazla miRNA’nin ayni geni regiile edebilmesinden dolayi, sadece
kromozom 21’de lokalize olanlarin degil, tiim miRNA’larin arastirilmasi 6nerilmistir [183]. Bu
dogrultuda yaptigimiz calismada, noninvasiv bir yontem olarak kullanilabilecek miRNA’lari
belirler iken sadece plesantal kokenli ya da kromozom 21 tiirevli miRNA’larin bulundugu bir
panel ile sinirli kalinmadi. Bu miRNA'larin da dahil edildigi ancak bununla birlikte kromozomal
anomaliler ile iliskili olabilecegi diisiiniilen ve farkli kromozomlarda lokalize olan miRNA’lar da
analize dahil edildi.

Kamhieh-Milz ve arkadaslarinin [170] yiiksek verimli kantitatif PCR (HT-qPCR)
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, yedi DS’li fetus tasiyan gebe ile fetal cinsiyet eslestirmesi
yapilarak belirlenen kontrol grubunda, maternal plazmada 1043 miRNA diizeyi analiz
edilmistir. Alt1 yliz doksan bes miRNA tanimlanmis, bunlardan otuz altisinin (hsa-mir-512-5p,
hsa-mir-483-5p, hsa-mir-888-3p, hsa-mir-3676-3p, hsa-mir-3918, hsa-mir-500a-5p, hsa-mir-
30c-5p, hsa-mir-200c-3p, hsa-mir-627, hsa-mir-5893p, hsa-mir-181a-3p, hsa-mir-362-5p, hsa-
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mir-518c-5p, hsa-mir-3667-5p, hsa-mir-195-3p, hsa-mir-124-5p, hsa-mir-498, hsa-mir-18b-3p,
hsa-mir-1249, hsa-mir-93-5p, hsa-mir-20a-5p, hsa-mir-4328, hsa-mir-92a-3p, hsa-mir-92b-3p,
hsa-mir-3652, hsa-mir-25-3p, hsa-mir-623, hsa-mir-3195, hsa-mir-423-5p, hsa-mir-27b-3p,
hsa-mir-3135a, hsa-mir-486-5p, hsa-mir-3180-5p, hsa-mir-629-5p, hsa-mir-155-5p, hsa-mir-
3907) ekspresyon diizeyinde anlamli farklilik bulunmustur. Bu 36 olgun miRNA'nin yolak
analizleri yapilmis ve DS patolojileri ile iliskili olan yollar tamimlanmistir. Analizi
gerceklestirilen miRNA’larin, musin-tip-O-glikanlar (B-HCG ile iliskili), ECM-reseptor
etkilesimleri, TGF-beta sinyal yolagi ve endositoz ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Musin
tipindeki O-glikanin hsa-mir-498, hsa-mir-30c-5p, hsa-mir-629-5p ve hsa-mir-195-3p ile
yakindan iliskili oldugu ortaya koyulmustur. Bu veriler sonucunda arastirmacilar tarafindan,
miRNA’larin, DS'nin noninvasiv taramasi i¢in giivenilir, diisiik maliyetli bir tan1 araci olabilecek
Umit verici ve stabil biyobelirte¢ olabilecekleri onerilmistir [170]. Calismamizda, bu
miRNA’lardan miR-629-5p’nin (FR=2,01; p= 0,001), miR-486-5p’nin (FR=1,43; p= 0,04) ve hsa-
miR-181a-5p (FR=1,61; p= 0,044) kontrol grubuna gore DS’li fetus tasiyan gebelerin
plazmalarinda upregiile oldugu tespit edildi.

Down sendromlu fetuslerin gelisimi sirasinda miRNA'larin ekspresyon karakteristigini
arastirmak ve kromozom 21’de daha 6nceki ¢alismalarda belirlenen miRNA’larin disinda farkli
miRNA genlerinin bulunup bulunmadigini belirlemek icin yapilan bir ¢calismada, DS ve normal
fetal kordon kani mononiikleer hiicrelerinde (CBMCs) miRNA ekspresyon profillerini
tanimlamak amaciyla, [llumina yiiksek verimli sekanslama teknolojisi kullanilmistir [182].
Calismada 395 tanimli miRNA ve ve 181 yeni aday miRNA'nin analizi yapilmistir. Hsa-mir-483-
5p, hsa-miR-486-5p, hsa-mir-98-5p, hsa-mir-181a ve hsa-mir-155 dahil olmak iizere, 149
miRNA'nin ekspresyon diizeylerinde anlaml 6l¢ide degisiklik oldugu bildirilmistir. Aday
miRNA’lardan 2'sinin kromozom 21’in 'kritik bélgesi' icinde lokalize oldugu rapor edilmistir. Xu
ve arkadaslarinin yaptifi bu calismada, hsa-miR-99a, let-7c, miR-125b-2 ve miR-155'nin
downregiile oldugu bulunurken, miR-802’nin upregiile oldugu bildirilmistir. Yaptigimiz
calismaya da dahil ettigimiz kromozom 21 tiirevli bu bes miRNA’dan sadece let-7c'nin anlaml
diizeyde upregiile oldugu bulundu. Down sendromunun karmasik ve degisken fenotiplerine
katkida bulundugu belirlenmis kromozom 21 tiirevli bu miRNA’larin ekspresyon diizeyleri
rapor edilen literatiirlerde birbirinden farklilik gostermektedir [171,179,180,181].

Down sendromu fenotipleri arasinda yer alan bilissel bozukluga neden olan MeCP2
geninin ifadesini baskilamanin yani sira Bach1, Sla, Cutl1, Csflr, Jarid2, Cebp-f3, PU.1, Arntl, Hif1-
a ve Picalm genlerini de diizenleyerek, inflamasyon sirasinda immiinositlerin gelisiminde de
onemli olduklar belirlenen kromozom 21 tiirevli bu bes miRNA'nin hematopoietik kok
hiicrelerindeki (HSC) siirekli eksprese edilmelerinin bir sonucu olarak, miyeloproliferatif

bozukluga da yol agabildikleri gosterilmistir [179,184,185]. Ayrica, hsa-miR-993, let-7c ve miR-
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125b’nin timor baskilayici olarak etki gostererek, DS hastalarinda solid tiimorlerin insidansim
azaltabilecekleri bildirilmistir [186].

Down sendromuyla iliskilendirilen kromozom 21 tiirevli miRNA’larin disinda, genom
geneli DS ile iliskili miRNA ekspresyon profilinin arastirilmasi, miRNA'larin DS fetusun
gelisimindeki rollerinin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir. Kromozom 21 tiirevli olmayan
ancak DS ile iliskili oldugu belirlenen ¢ok sayida tanimlanmis ve farkl sekilde diizenlenmis
miRNA'nin, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, apoptoz, grantilosit olgunlasmasi ve aktivasyonu gibi
cesitli hiicre islemlerinde yer aldig: bildirilmistir. Ornegin, miyeloid-spesifik bir miRNA olan
hsa-miR-233, miyeloid progenitdor proliferasyonunu, graniilosit farklilasmasini ve
aktivasyonunu negatif olarak diizenler ve nétrofillerin fonksiyonunun korunmasinda rol
oynamaktadir [187]. Ayrica, hsa-miR-196b ve miR-21'in grantilopoezise dahil oldugu bulunmus
ve bu miRNA’larin ortak ifadesi neticesinde G-CSF'nin neden oldugu graniilopoezi tamamen
bloke edebildikleri gosterilmistir [188]. Ek olarak, hsa-miR-21'in downregilasyonu,
mononiikleer hiicrelerin olusumunu ve dendritik hiicrelerin farklilasmasini da engellemektedir
[189]. Calismamizda da kontrol grubuna gore hasta grubunda hsa-miR-21’in upregiile oldugu
bulundu.

Down sendromunda ekspresyon diizeyleri farklilik gosteren miRNA’larin hedef genleri
incelendiginde, mRNA hedeflerinin ¢ogunlugu, Siiperoksit dismutaz-1 (SOD1), MAX
dimerization protein 4 (MXD4), Pre-B-cell leukemia transcription factor 1 (PBX1), Bcl-2 iliskili
faktor 1 (BCLAF 1) ve Forkhead BOX 01 (FOXO01) gibi immun modiilasyonu ile iligkili genler
olup, bu genler sirasiyla hsa-miR-1, miR-320b, miR-196b, miR-4732-5p ve miR-486-5p ile
hedeflenmistir [182].

Calismamizda, DS’li fetus tasiyan gebelerin plazmalarinda, kontrol grubu gebelere gore
upregiile oldugu bulunan hsa-miR-486-5p’nin hedef geni olan, BCLAF1, T ve B hiicre soylarinin
uygun homeostazisi ve aktivasyonunu tetikledigi T hiicrelerinin proliferasyonu i¢in gerekli olan
bir niikleer protein olarak tanimlanmaktadir [190]. Yine yaptigimiz ¢alismada upregiile oldugu
bulunan diger bir miRNA olan miR-4732-5p’nin (p=0,04; FR=1,79) hedef geni olan FOXO1,
bagisiklik sistemi homeostazinin korunmasinda énemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir ve
olgun periferik T ve B hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Yapilan calismalarda FOXO1 eksikligi
olan olgun B hiicrelerinin, IgG iliretiminde ortaya ¢ikan simif degisikligi rekombinasyonunu
geciremedigini gostermektedir [191]. Hedef genleri de goz oniine alindiginda, farkh diizeylerde
eksprese olan bu miRNA'lar, yeni dogan ve DS’li fetuslarda goriilen hemopoietik anomalilere ve
immiin defektlerine neden olarak gosterilmektedir [182].

Lim ve arkadaslar [192] yaptiklar ¢alismada, calismamizin amacina paralel bir amagla
DS’nin noninvaziv prenatal testinde kullanilabilecek potansiyel biyobelirtecler olarak

miRNA'larin panelini olusturmayr ve biyoinformatik araglar kullanarak belirlenen bu
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biyobelirteclerin biyolojik fonksiyonlarini belirlemeyi hedeflemislerdir. Calismada, 6ploidi ve
DS’li fetus tasiyan gebelerin plazma ve plasenta oOrnekleri karsilastirilmistir. Tam kani
plasentadan 6nemli olciide ayirabilen 299 miRNA belirlenmis, tanimlanan miRNA'lar arasinda,
150 miRNA'min plasentada upregiile oldugu ve 149 miRNA'nin downregiile oldugu rapor
edilmistir. Plasentada upregiile olmus miRNA'larin ¢ogunun, mir-498, mir-379 ve mir-127
kiimelerinin iiyesi oldugu ve bu miRNA’lardan mir-1973 ve mir-3196’nin, DS’li plasentasinda,
oploid plasentasindan daha yiiksek seviyelerde eksprese edildigi bildirilmistir. iki miRNA’nin,
potansiyel olarak beyin ve sinir sistemi gelisiminde yer alan 203 hedef geni diizenledigi ve bu
genlerin, konjenital anormallikler, ruhsal bozukluklar ve sinir sistemi hastaliklar1 gibi DS ile
iliskili bozukluklarla énemli 6lciide iliskili oldugu belirtilmistir. Bu veriler dogrultusunda da
fetal DS'nin noninvasiv tanisinda plasenta spesifik miRNA'larin potansiyel biyobelirtecler
olabilecekleri ileri siirtilmiistiir [192].

Dahil edilme kriterlerine gore belirledigimiz hasta ve kontrol grubu 6érneklerinin es
zamanl plazma ve amniyotik siv1 6rneklerini kullandigimiz ¢alismamizda, plazma 6rneklerinde
gruplar arasi analiz ayri, amniyotik sivi 6rneklerindeki analiz ayr1 gerceklestirilmis olup,
birbirinden farkli miRNA’lar ve farkli ekspresyon diizeyleri elde edildi. Plazma ve amniyotik siv1
ornekleri arasindaki korelasyona bakildiginda, hsa-miR-629-5p (R=-0,900; p= 0,037), hsa-miR-
320c (R=-0,738 ; p= 0,037), hsa-miR-486-5p (R=-0,829 ; p= 0,042) arasindaki iliski anlamli
bulundu.

Calismamizda noninvasiv tanida kullanilabilecek miRNA’lar, hasta grubu plazma
orneklerindeki ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore karsilastirilmasi sonucu elde
edildi. Lim ve arkadaslar1 [192] calismalarinda, tam kana karsi plesantadaki miRNA ekspresyon
diizeylerine bakildiginda artis gosteren miRNA’lardan anjiyogenez ile iliskili oldugu belirlenen
hsa-miR-21-5p’nin ¢alismamizda da upregtile oldugu (p=0,02; FR=1,27) belirlenirken, hsa-miR-
320c ile X-kromozal miRNA’lar arasinda bulunan hsa-miR-98-5p’nin de (p=0,03; FR=1,43), Xu
ve ark'nin [182] calismalarindaki sonug¢lardan farkl olarak upregiile oldugu bulundu.

Diferansiyel miRNA ekspresyonunun bir¢ok hastalikta oldugu gibi DS ile de iliskili
oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte, maternal plazmadaki miRNA ekspresyonundaki
degisimlerin nedeni tam olarak belirlenemedigi gibi, DS fetal plasentalarinda gerceklesen
miRNA ekspresyonundaki genom c¢apinda meydana gelen degisiklikler ve bu degisikliklerin
islevi de heniiz tam olarak belirlenememistir. Mikroarray teknolojisi kullanilarak éploidi veya
DS fetuslerinden elde edilen plasenta orneklerinde genom c¢apinda miRNA ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi icin gerceklestirilen bir calismada, 34 miRNA'nin, DS plasentasinda
normal plasentaya gore (16 upregiile ve 18 downregiile) anlamli olarak farkl sekilde eksprese
edildigi ve kromozom 21 tirevli miRNA ekspresyonlarinin ise degismedigi bildirilmistir.

Bununla birlikte, ekspresyon diizeylerinde degisiklik olan miRNA’larin belirlenen 7434 hedef
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geni arasindan 76'sinin, kromozom 21 iizerinde lokalize oldugu ve bu hedef genlerin, mental
retardasyon, norodavranissal belirtiler ve konjenital anormallikler gibi DS ve DS ile iliskili
bozukluklarla anlamh diizeyde iliskili oldugu rapor edilmistir. Bu 76 geni hedefleyen 6’s1
upregiile (miR-504, miR-320c, miR-1298, miR-1297, miR-891b, miR-513a-3p), 4’i downregiile
(miR-133b, miR-188-3p, miR-1301 miR-1233) olmak lizere 10 miRNA tanimlanmistir. Upregiile
miRNA'larin hedefledigi genlerden 20'sinin DS ile anlaml derecede iliskili oldugu ve bu genlerin
ayrica mental retardasyon, nérodavranissal belirtiler ve konjenital anormallikler gibi DS
komplikasyonlariyla da iligkili oldugu belirtilmistir. Bu genlerin, miR-504, miR-320c, miR-1298,
miR-1297, miR-891b ve miR-513a-3p ile potansiyel olarak diizenlendigi ve 6zellikle BACEZ2,
CBS, RUNX1 ve CRYAA genlerinin Alzheimer hastalifi, l6semi ve katarakt gibi tipik DS
semptomlari ile iliskili oldugu yapilan analizler ile gosterilmistir. Ayni ¢calismada, downregtile
olmus miRNA'lar tarafindan hedeflenen 10 genden 5'i DS ile iliskilendirilmis ve bununla birlikte
bu genlerin mental retardasyon, norodavranigsal belirtiler, nérolojik bulgular ve konjenital
anomaliler gibi yine DS komplikasyonlariyla da iliskisi gosterilmistir. Ayrica, bu genlerin miR-
133b, miR-188-3p ve miR-1301 ile hedeflendigi belirtilmistir [193].

Bilissel bozukluk, konjenital kalp defektleri ve immiin sistem defektleri gibi fenotiplerin
dahil oldugu bir spektruma sahip olan Down sendromunun bunlara ek olarak, koryoamniyotik
membranda ayrilma, koryoamniyotik membranlarin gecikmis fiizyonu, sinsityotrofoblast
olusumundaki bozukluklar ve amniyosit senesansi gibi fetal membran anomalileriyle de iliskili
oldugu bildirilmistir. Kromozom 21 tiirevli genler tarafindan kodlanan miRNA'larin DS’nin
cesitli bilissel ve norolojik fenotiplerinde rol oynadigin1 gosteren literatiirlerin disinda fetal
membran anomalilerindeki rolii de arastirilmistir. Modi ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada,
koryoamniyotik membranlarda, hsa-miR-99a, hsa-miR-125b ve hsa-let-7c’'nin ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. Kromozom 21’deki trizomiye bagl olarak artan gen dozajina ragmen,
kiltirlenmis DS amniyositlerinde 6ploid amniyositlere kiyasla tic miRNA'nin ekspresyonu
azalmis olarak bulunmustur. Bu iic miRNA'nin, fetal membran riiptiiriinde ve trizomi 21 ile
iligkili fetal membran defektlerinde potansiyel bir rol oynadigi ileri siiriilmiistiir [194].

Maternal plazma ornekleri ile es zamanl olarak ¢alistigimiz amniyotik siv1 6rneklerinde,
hasta grubu kontrol grubuna gore kiyaslandiginda 15°’i (hsa-miR-155-5p (p=0,049), hsa-miR-
19b-2-5p (p=0,0034), hsa-miR-199b-3p (p=0,043), hsa-miR-92a-2-5p (p=0,043), hsa-miR-
1298-5p(p=0,0028), hsa-miR-124-5p (p=0,0094), hsa-miR-335-5p (p=0,007), hsa-miR-374b-3p
(p=0,0028), hsa-miR-125b-2-3p (p=0,0003), hsa-miR-513a-3p (p=0,0023), hsa-miR-222-5p
(p=0,015), hsa-miR-133b (p=0,009), hsa-miR-1301-3p (p=0,0012), hsa-let-7f-2-3p (p=0,007) ve
hsa-miR-504-5p (p=0,006)) upregiile, 7’si (hsa-miR-30c-5p (p=0,011), hsa-miR-20a-5p
(p=0,019), hsa-miR-10b-5p (p=0,049), hsa-miR-196b-5p (p=0,0009), hsa-miR-141-3p
(p=0,029), hsa-miR-21-5p (p=0,0079) ve hsa-miR-362-3p (p=0,043)) downregiile olmak tlizere
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toplam 22 miRNA’'nin ekspresyon diizeylerinde anlamli farklilik oldugu bulundu. Upregiile olan
miRNA’lar arasinda bulunan hsa-miR-504, hsa-miR-1298 ve hsa-miR-513 o6rnek farkliligi
olmasina ragmen Lim ve arkadaslarinin yaptigi calisma ile paralellik géstermektedir. Invasiv bir
yontem olan, ancak tani icin gerekli olan amniyosentez sonucu elde edilen amniyotik sivi
orneklerini kullanma amacimiz, amniyotik sivida da bir miRNA ekspresyon profili belirlemenin
yani sira, es zamanl alinan plazma 6rnekleri ile korelasyonunu da degerlendirmekti. Literatiir
taramasi sonucunda, amniyotik sividaki miRNA ekspresyon diizeylerine ait bilinen bir veri
bulunmadig1 tespit edildi. Dolayisiyla, elde ettigimiz verilerin daha ileri ¢alismalarla
genisletilerek amniyotik sividaki miRNA ekspresyon profilinin olusturulabilmesine 6nciiliik
edecegini diisiinmekteyiz. Ayrica belirlenen miRNA’larin kullaniminin, tan1 amagh uygulanan
amniyosentez isleminde alinan kromozom analizi i¢in gerekli goriilen 6rnek miktarindan ¢ok
daha azinin kullanilmasina ve ¢ok daha kisa bir siirecte sonu¢ verilmesine Kkatki
saglayabilecegini dngérmekteyiz.

Down sendromuna, kromozom 21’'in tamami veya bir kisminin fazladan bir kopyasi
neden olmaktadir. Dolayisiyla genlerin dengesiz ekspresyonunun, kromozom 21 {izerindeki
potansiyel etkileri, bu hastaligin ana etiyolojisi olarak kabul gérmektedir. Bununla birlikte, gen
ekspresyonu, miRNA'lar gibi c¢evresel degisikliklerden etkilenebilirler. miRNA'larin ilk
tanimindan bu yana, gen ekspresyonundaki diizenleyici rolleri gosterilmis olup, bircok biyolojik
slirecte yer aldig1 bilinmektedir. Bu nedenle, miRNA’larin, DS'nin molekiiler mekanizmasinin
anlasilmasindaki rolii goz ardi edilemez. Ancak bugiline kadar, DS'deki miRNA
ekspresyonundaki degisiklikler o6ncelikle kromozom 21 tiirevli miRNA'lar kullanilarak
arastirilmistir ve ¢ogu calismada, DS komplikasyonlarinda kromozom 21 tiirevli miRNA'larin
anormal ekspresyonuna odaklanilmistir [193]. Bununla birlikte, miRNA'lar tarafindan
potansiyel olarak diizenlenen genler belirli bir kromozomla sinirlh olmayip, genom boyunca
cesitli hedef genlerin ekspresyonunu etkileyebilirler. Diger bir deyisle, baska kromozom tiirevli
miRNA'lar, kromozom 21 iizerinde lokalize olan hedef genleri araciligiyla DS fenotiplerine
katkida bulunabilirler. Bu nedenle, DS'de farkli olarak ifade edilen ¢esitli miRNA'larn
tanimlamay1 amagladigimiz ¢alismamizda, sadece kromozom 21 tiirevli miRNA’lar degil, farkh
miRNA’larin ekspresyon diizeyleri de analiz edildi.

Genel olarak, ¢alisma sonuglari paralellik gostermekle birlikte, calismamizda elde edilen
veriler de dahil olmak tlizere, daha 6nceki calismalardan elde edilen veri farkliliklarinin bircok
nedeni olabilir. Farkli 6rnekler (kordon kan hiicresi ve fetal dokular), farkli 6rnek eldesi, 6rnek
hazirlama, orneklem biytikliigli ve ekspresyon diizeylerini belirlemede kullanilan yontem
farklihig1 dahil olmak tlizere ¢alisma tasarimlarindaki sayisiz farklhiliklar nedeniyle olusan bu

durum aslinda ileri ¢alismalarin temelini olusturmaktadir.
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Gebelikle iliskili hastaliklar ile miRNA’larin iliskisini belirlemek icin bir¢ok calisma
mevcuttur. Ancak ¢alismamizda temel amacimiz DS’li fetus tasiyan gebelerin erken, kolay ve
noninvasiv bir yontem ile belirlenmesi icin miRNA profili olusturmaktir ki Down sendromunun
noninvasiv prenatal tanisi amaciyla kromozom 21 tiirevli yada baska mirRNA’larin
uygulanmasini goésterdigi belirlenmis bir literatiir heniiz bulunmamaktadir. Elbette belirlenen
miRNA’larin ekspresyon diizeylerindeki degisimin nedeni de belirlenmelidir. Bu nedenle, bu
calismaya ek olarak bu konuda yapilacak ileri calismalar biiytlik bir 6nem arz etmektedir.

Mevcut haliyle NIPT, 6zellikle kromozom 13, 18 ve 21’'in dahil oldugu kosullara 6zel
olmasina ragmen, bu yodntemin kapsaminin genisletilmesi ve tarama programlarinin
iyilestirilmesi gerekmektedir. Ozellikle, kromozom anomalilerinin, gebeligin erken evrelerinde
noninvaziv bir sekilde saptanmasi icin, hizli, ucuz, dogru ve klinik rutin uygulamaya entegre
olan bir NIPT testinde miRNA’larin kullanimi i¢in hala daha fazla veriye ihtiya¢ duyulmasina
ragmen, 6zellikle miRNA’larin Down sendromunun noninvaziv prenatal tanisinda énemli bir

yere sahip olabilecegini diistinmekteyiz.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Calismamiza dahil edilen gruplar;
v Hasta grubu; 10 Down sendromu, 2 Klinefelter sendromu, 1 Turner sendromu, 1
Trizomi 18 olmak iizere konjenital anomalili fetus tasiyan 14 gebe,
v" Kontrol-1 grubu; Tarama testlerine ve USG bulgularina gore riskli bulunan, fakat
amniyosentez sonucu konjenital anomalili fetus tasimadigi saptanan 16 gebe,
v" Kontrol-2 grubu; Tarama testi riskli olmamasina ragmen ileri maternal yas,
down oOykiisii gibi nedenlerden dolayr amniyosentez yapilan ve konjenital

anomalili fetus tasimadig1 saptanan 13 gebe olarak belirlendi.

Calismamizin sonucunda,
> Plazma orneklerinde;

1. Hasta grubu miRNA ekspresyon diizeylerindeki degisim Kontrol-2 grubu ile
karsilastirildiginda, 25 miRNA'nin downregiile oldugu, 18 miRNA’'nin upregile oldugu
saptandi ancak anlamli bir fark olmadigi bulundu (p>0,05).

2. Down sendromu, Klinefelter sendromu, Turner sendromu ve Trizomi 18 olarak
olusturulan alt gruplar ile Kontrol-2 grubu karsilastirildiginda, Down sendromunda hsa-
miR-10b-5p, hsa-miR-99a-5p ve hsa-miR-222-5p’nin ekspresyonlarinin yaklasik 2 kat
azaldigy, fakat bu azalmanin anlamli olmadigi saptandi (p>0,05).

3. Kontrol-1 ve Kontrol-2 arasindaki miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda
Kontrol-2 grubuna gére hsa-miR-223-3p ekspresyonunun Kontrol-1 grubunda 1,38 kat
azaldig1 bulundu (p=0,0049).

4. Kontrol-1 grubu ile karsilastirildiginda, hasta grubunda 15 miRNA'nin upregiile, 28
miRNA’'nin downregiile oldugu saptandi, ancak anlamli bir farklilik olmadig1 belirlendi
(p>0,05).

5. Kontrol-1 ile hasta grubu icerisindeki alt gruplar karsilastirildiginda anlamh bir fark
olmadigi bulundu (p>0,05).

6. Her iki kontrol grubu ile hasta grubu miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirmasinda 43
miRNA’dan 28 miRNA’'nin downregiile oldugu, 15 miRNA’'nin upregiile oldugu ve hasta
grubunda, bu miRNA’lardan hsa-miR-629-5p’'nin 1,51 kat (p=0,043) ve hsa-miR-21-
5p’nin 1,19 kat (p=0,043) arttig1 tespit edildi.

7. Down sendromu grubu, tiim kontrol grubuyla karsilastirildiginda, hsa-miR-629-5p 2 kat
(p=0,008), hsa-miR-320c 1,22 kat (p=0,042), hsa-miR-21-5p 1,27 kat (p=0,019), hsa-let-
7¢-5p 1,56 kat (p=0,022), hsa-miR-98-5p 1,43 kat (p= 0,034), hsa-miR-486-5p 1,49 kat
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(p=0,03), hsa-miR-4732-5p 1,79 kat (p=0,04) ve hsa-miR-181a-5p 1,61 kat (p=0,045)

artmis olarak bulundu.

» Amniyotik sivi 6rneklerinde,

1.

4,

Hasta grubu Kontrol-2 grubu ile karsilastirildiginda, hsa-miR-155-5p 1,97 kat (p=0,016),
hsa-miR-629-5p 1,71kat (p=0,027), hsa-miR-23c 1,67 kat (p=0,037), hsa-miR-19b-2-5p
2,07 kat (p=0,018), hsa-miR-199b-3p 1,93 kat (p=0,018), hsa-miR-802 1,97 kat
(p=0,026), hsa-miR-92a-2-5p 2,02 kat (p=0,02), hsa-miR-1298-5p 2,27 kat (p= 0,012),
hsa-miR-335-5p 2,31 kat (p=0,004), hsa-miR-374b-3p 2,14 kat (p=0,015), hsa-miR-
125b-2-3p 2 kat (p=0,007), hsa-miR-124-5p 1,95 kat (p=0,024), hsa-miR-513a-3p
2,27kat (p=0,012), hsa-miR-133b 1,91kat (p=0,007), hsa-miR-188-3p 1,53 Kkat
(p=0,039), hsa-miR-1301-3p 3,13 kat (p=0,015), hsa-let-7f-2-3p 2,03 kat (p=0,022), hsa-
miR-504-5p 2,08 kat (p=0,017) upregiile; hsa-miR-141-3p -2,41 kat (p=0,009), hsa-miR-
196b-5p 2,3401 kat (p=0,004) ve hsa-miR-30c-5p 4,32 kat (p=0,029) downregiile olarak
belirlendi.

Down sendromu grubu, Kontrol-2 grubu ile karsilastirildiginda, hsa-miR-1301-3p’in
2,25 kat (p=0,034), hsa-miR-125b-2-3p’nin 1,88 kat (p=0,018), hsa-miR-133b’in 1,61
kat (p=0,045) ve hsa-miR-335-5p’in 1,69 kat (p=0,036) ekpresyonunun arttigi
saptanirken, hsa-miR-196b-5p’in 3,02 kat (p=0,007) ve hsa-miR-141-3p’nin 2,15 kat
(p=0,03) ekspresyon diizeyinin azaldig1 bulundu.

Kontrol-2 grubuna gore, Kontrol-1'deki miRNA ekspresyon diizeylerine bakildiginda,
hsa-miR-21-5p (1,54 kat, p=0,02), hsa-let-7c-5p (1,38 kat, p=0,041), hsa-miR-10b-5p
(1,77 kat, p=0,01), hsa-miR-98-5p (1,41 kat, p=0,04) ve hsa-miR-30c-5p (1,38 kat,
p=0,049) upregiile; hsa-miR-210-3p (1,37 kat, p=0,038) ise downregiile olarak
belirlendi.

Kontrol-1 grubuna gére hasta grubundaki miRNA ekspresyon diizeyleri incelendiginde,
upregiile olan miRNA’lar, hsa-miR-155-5 (1,65 kat, p=0,036022), hsa-miR-19b-2-5p
(2,52 kat, p=0,003), hsa-miR-199b-3p (2,32 kat, p=0,035), hsa-miR-802 (1,6 kat,
p=0,041), hsa-miR-92a-2-5p (2,17 kat, p=0,03), hsa-miR-1298-5p (2,43 kat, p=0,003),
hsa-miR-124-5p (2,47 kat, p=0,004), hsa-miR-335-5p (1,78 kat, p=0,006), hsa-miR-
374b-3 (2,47 kat, p=0,003), hsa-miR-125b-2-3p (2,84 kat, p=0,0009), hsa-miR-513a-3p
(2,54 kat, p=0,003), hsa-miR-222-5p (2,74 kat, p=0,041), hsa-miR-133b (1,71 kat,
p=0,008), hsa-miR-1301-3p (3,03 kat, p=0,006), hsa-let-7f-2-3p (2,18 kat, p=0,005) ve
hsa-miR-504-5p (2,13 kat, p=0,006) iken; downregiile olan miRNA’lar ise, hsa-miR-126-
3p (2,41 kat, p=0,009), hsa-miR-21-5p (12,43 kat, p=0,0009), hsa-miR-362-3p (1,85 kat,
p=0,012), hsa-miR-20a-5p (6,41 kat, p=0,012), hsa-miR-10b-5p (4 kat, p=0,0009), hsa-
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5.

8.

9.

>

miR-196b-5p (2,98 kat, p=0,0003), hsa-miR-141-3p (2,49 kat, p=0,016), hsa-miR-221-
3p (4,04 kat, p=0,038) ve hsa-miR-30c-5p (5,98 kat, p=0,0003) olarak tespit edildi.
Down sendromu hasta alt grubunda, Kontrol-1 grubuna karsi, hsa-miR-19b-2-5p 2,03
kat (p= 0,016), hsa-miR-1298-5p 1,95 kat (p= 0,019), hsa-miR-124-5p 1,92 kat (p=
0,025), hsa-miR-374b-3p 1,99 kat (p= 0,016), hsa-miR-125b-2-3p 2,67 kat (p= 0,003),
hsa-miR-513a-3p 2,05 kat (p= 0,015), hsa-miR-1301-3p 2,18 kat (p= 0,014), hsa-miR-
210-3p 1,39 kat (p= 0,031), hsa-let-7f-2-3p 1,76 kat (p= 0,027) ve hsa-miR-504-5p 1,73
kat (p= 0,034) ekspresyonunun arttigi, hsa-miR-126-3p 2,32 (p= 0,028), hsa-miR-21-5p
8,08 kat (p=0,0025), hsa-miR-362-3p 2,03 kat (p= 0,035), hsa-miR-20a-5p 5,25 kat (p=
0,015), hsa-miR-10b-5p 3,18 kat (p= 0,01), hsa-miR-196b-5p 3,85 kat (p= 0,0009), hsa-
miR-141-3p 2,22 kat (p= 0,045) ve hsa-miR-30c-5p 4,34 kat (p= 0,004) ekspresyonunun
azaldig1 saptandi.

Iki kontrol grubuna karsilik hasta grubunundaki miRNA ekspresyon diizeylerinin analizi
sonucu elde edilen verilere gore 23 miRNA'nin upregile, 22 miRNA'nin downregiile
oldugu ve bu farkliligin anlamli oldugu saptand: (p<0,05).

Down sendromu hasta alt grubu, tiim kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hsa-miR-
155-5p (1,35 kat, p=0,049), hsa-miR-19b-2-5p (1,86 kat, p=0,0034), hsa-miR-199b-3p
(1,92 kat, p= 0,043), hsa-miR-92a-2-5p (1,69 kat, p=0,043), hsa-miR-1298-5p (1,89 kat,
p=0,0028), hsa-miR-124-5p (1,73 kat, p=0,0094), hsa-miR-335-5p (1,46 kat, p=0,007),
hsa-miR-374b-3p (1,87 kat, p=0,0028), hsa-miR-125b-2-3p (2,28 kat, p=0,0003), hsa-
miR-513a-3p (1,95 kat, p=0,0023), hsa-miR-222-5p (1,69 kat, p=0,015), hsa-miR-133b
(1,51 kat, p=0,009), hsa-miR-1301-3p (2,21 kat, p=0,0012), hsa-let-7f-2-3p (1,71 Kkat,
p=0,007) ve hsa-miR-504-5p’nin (1,72 kat, p=0,006) upregile; hsa-miR-30c-5p (3,75
kat, p=0,011), hsa-miR-20a-5p (4,91 kat, p=0,019), hsa-miR-10b-5p (2,46 kat, p=0,049),
hsa-miR-196b-5p (3,45 kat, p=0,0009), hsa-miR-141-3p (2,19 kat, p=0,029), hsa-miR-
21-5p (6,66 kat, p=0,0079) ve hsa-miR-362-3p’nin (1,87 kat, p=0,043) downregiile

oldugu bulundu.

Plazma oOrneklerindeki Down sendromu hasta alt grubu ile tiim kontrol grubu
karsilastirmasi sonucu ekspresyon diizeyleri anlamli artis gostermis olan, hsa-miR-629-
5p, hsa-miR-320c, hsa-miR-21-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-miR-98-5p, hsa-miR-486-5p, hsa-
miR-4732-5p ve hsa-miR-181a-5p’nin amniyotik sivi 6rneklerindeki ekspresyon
diizeyleri ile arasindaki iliski degerlendirildiginde, hsa-miR-629-5p (R=-0,900; p= 0,037),
hsa-miR-320c (R=-0,738; p= 0,037), hsa-miR-486-5p (R=-0,829; p= 0,042)'nin anlamh
oldugu bulundu.
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Calisma sonuclarimiz degerlendirildiginde, basta hsa-miR-629-5p, hsa-miR-320c, hsa-
miR-486-5p olmak tlizere hsa-miR-21-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-miR-98-5p, hsa-miR-4732-5p ve
hsa-miR-181a-5p’nin ileri calismalarla desteklenerek ozellikle Down sendromu prenatal
tanisinda miRNA'larin noninvasiv bir yontem olarak kullanilabilegini diistinmekteyiz.

Son olarak, Down sendromu disindaki diger konjenital anomalilere ait daha biiylik
orneklem genisligi olan ve gebeligin erken donemlerinde elde edilen 6rnekler ile genom capinda
miRNA ekspresyon diizeylerinin analiz edilecegi arastirmalarin planlamasini 6nermekteyiz.
Boylece miRNA’larin kullanildigi kolay, ¢ok daha erken bir donemde ve fetiis kaybi riski

olmadan noninvasiv bir prenatal tan1 yonteminin gelistirilebilecegini 6ngdérmekteyiz.

94



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

KAYNAKLAR

[1]. Murray, CJ.L., Vos, T. Lozano, R, Naghavi, M., Flaxman, A.D., Michaud, C., et al. (2012).
Disability-adjusted life years (DALYs) for 291 diseases and injuries in 21 regions, 1990-
2010: a systematic analysis for the global burden of disease study 2010. Lancet,
15;380(9859), 2197-2223.

[2]. WHO/World Health Organization/Congenital anomalies. (2016) 23 Ekim 2017 tarihinde
www.who.int/mediacentre/factsheets/fs370 adresinden erisildi.

[3]. Khoury M]J. (1989). Epidemiology of birth defects. Epidemiol Rev, 11, 244-248.

[4]. Patel ZM., Adhia RA. (2005). Birth defects surveillance study. Indian | Pediatr, 72, 489-491.

[5]. Corsello G., Giuffré M. (2012). Congenital malformations. ] Matern Fetal Neonatal Med, 1, 25-
29.doi: 10.3109/14767058.2012.664943.

[6]. Jones, K.L. Dysmorphology. (2008). In: Berman RE, Kliegman RM, Jenson HB. Nelson
Textbook of Pediatrics. 17th ed. Philadelphia: WB Saunders, 616-623.

[7]. Kyu, H.H., Pinho, C., Wagner, ]J.A.,, Brown, ]..C., Bertozzi Villa A, et al. (2016). Global and
National Burden of Diseases and Injuries Among Children and Adolescents Between 1990
and 2013: Findings From the Global Burden of Disease 2013 Study. JAMA Pediatr,170(3),
267-287.

[8]. Penchaszadeh, VB. (2002). Preventing congenital anomalies in developing countries.
Community Genet, 5(1), 61-69.

[9]. Christianson, A., Modell, B. (2004). Medical genetics in developing countries. Annu Rev
Genomics Hum Genet, 5, 219-265.

[10].  Christianson, A., Howson, CP., Modell, B. (2006). Dimes global report on birth defects. 30
Ekim 2017 tarihinde http://www.marchofdimes.com/downloads/Birth_Defects_Report-
PF.pdf. Adresinden erisildi.

[11]. Bale, J.R,, Stoll, B.].,, Lucas, A.O. (Ed.). (2003). IOM. Reducing birth defects. Meeting the
challenge in the developing world. Board on International Health, Institute of Medicine,
National Academy of Sciences. Washington, DC: National Academy Press.

[12].  Zeitlin, ]., Mohangoo, A., Cuttini, M., Committee, E.R.W., Alexander, S., Barros, H., et al.
(2009). The European Perinatal Health Report: comparing the health and care of pregnant
women and newborn babies in Europe. | Epidemiol Community Health, 63, 681-682.

[13]. Hamilton, B.A., Wynshaw-Boris A. (2009). Creasy and Resnik’s Maternal-Fetal Medicine:
Principles and Practice. Philadelphia: Elsevier.

[14].  Guyer, B., Martin, J.A., MacDorman, M.F., Anderson, R.N., Strobino, D.M. (1996). Anual
summary of vital statistics. Pediatrics, 100(6), 905-918.

95


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs370

Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[15].  Spencer, K., Souter, V., Tul, N,, Snijders, R., Nicolaides, K.H. (1999). A screening program
for trisomy 21 at 10-14 weeks using fetal nuchal translucency, maternal serum free beta-
human chorionic gonadotropin and pregnancy-associated plasma protein-A. Ultrasound
Obstet Gynecol, 13, 231-237.

[16]. Wald, N.], Rodeck, C., Hackshaw, A.K, Walters, ]., Chitty, L., Mackinson, A.M. (2003). First
and second trimester antenatal screening for Down’s syndrome: the results of the Serum,
Urine and Ultrasound Screening Study (SURUSS). ] Med Screen, 10, 56-104.

[17]. Wapner, R, Thom, E., Simpson, ].L., Pergament, E., Silver, R,, Filkins, K., Plat,t L., Mahoney,
M., Johnson, A, Hogge, W.A,, et al. (2003). First-trimester screening for trisomies 21 and 18.
N Engl ] Med, 349, 1405-1413.

[18]. Go, A.T., Hupkes, HW., Lomecky, M., Twisk, J., Blankenstein, M.A., van Vugt, ].M. (2005).
Evaluation of a programme for the prenatal screening for Down’s syndrome by
ultrasonographic nuchal translucency measurement and serum determinations in the first
trimester of pregnancy. Ned Tijdschr Geneeskd, 149, 2795-2799.

[19]. Lo, Y.M, Corbetta, N., Chamberlain, P.F., Rai, V., Sargent, I.L., Redman, C.W., Wainscoat, J.S.
(1997). Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum. Lancet, 350, 485-487.

[20]. Poon, L.L., Leung, T.N., Lau, T.K, Lo, Y.M. (2000). Presence of fetal RNA in maternal
plasma. Clin Chem, 46, 1832-1834.

[21].  Go, A.T., van Vugt, ].M., Oudejans, C.B. (2011). Non-invasive aneuploidy detection using
free fetal DNA and RNA in maternal plasma: recent progress and future possibilities. Hum
Reprod Update, 17(3), 372-382.

[22].  Luo, S.S,, Ishibashi, O., Ishikawa, G., Ishikawa, T., Katayama, A., Mishima, T., Takizawa, T.,
Shigihara, T., Goto, T., Izumi, A, et al. (2009). Human villous trophoblasts express and
secrete placenta-specific microRNAs into maternal circulation via exosomes. Biol Reprod, 81,
717-729.

[23].  Chim, S.S, Jin, S, Lee, T.Y,, Lun, F.M,, Lee, W.S,, Chan, LY, Jin, Y, Yang, N, Tong, Y.K,
Leung, T.Y. et al. (2008). Systematic search for placental DNA-methylation markers on
chromosome 21: toward a maternal plasma-based epigenetic test for fetal trisomy 21. Clin
Chem, 54,500-511.

[24].  Chim, S.S. Shing, T.K, Hung, E.C,, Leung, T.Y, Lau, T.K, Chiu, RW.,, Lo, Y.M. (2008).
Detection and characterization of placental microRNAs in maternal plasma. Clin Chem, 54,
482-490.

[25].  Centers for Disease Control and Prevention (CDC). (2008). Update on overall prevalence
of major birth defects-Atlanta, Georgia, 1978-2005. MMWR Morb Mortal Wkly Rep, 57(1),
1-5.

96



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[26]. Donnai, D., Winter, RM. (Ed.). (1995). Congenital malformation syndromes.
London:Chapman & Hall Medical.

[27].  Jones, K.L. (1997). Smith’s recognizable patterns of human malformations. Philadelphia:
WB Saunders Company.

[28]. Kochanek, K.D., Kirmeyer, S.E., Martin, J.A., Strobino, D.M., Guyer, B. (2012). Annual
summary of vital statistics: 2009. Pediatrics, 129(2),338-348.

[29]. Wellesley, D., Boyd, P., Dolk, H., Pattenden, S. (2005). An aetiological classification of
birthdefects for epidemiological research. ] Med Genet, 42,54-57.

[30]. Rasmussen, S.A,, Olney, R.S., Holmes, L.B., Lin, A.E., Keppler-Noreuil, K.M., Moore, C.A.
(2003). Guidelines for case classification for the National Birth Defects Prevention Study.
Birth Defects Res A Clin Mol Teratol, 67, 193-201.

[31]. World Health Organisation. International Statistical Classification of Diseases and
Related Health Problems 10th Revision (ICD-10)-WHO Version for ;2016. (2016). 15 ekim
2017 tarihinde http://apps.who.int/classifications/icd10/browse/2016/en# /XVII

adresinden erisildi.

[32]. Bal, F., Yildiz, A., Menevse, A., Menekse, S. (1996).Kromozomal anomaliler ve dogum
oncesi tan1 yontemleri. T Klin Jinekol Obst, 6, 149-159.

[33]. Demirhan, O. (2010). Sitogenetik. Kasap, H. (Ed). Tibbi Biyoloji ve Genetik. (ss. 347-384).
Adana: Nobel Kitabevi,.

[34]. Hassold, T., Hall, H., Hunt, P. (2007). The origin of human aneuploidy: where we have
been, where we are going. Human Molecular Genetics, 16, 203-208.

[35]. Dashe, ].S. (2016). Aneuploidy Screening in Pregnancy. Obstet Gynecol, 128, 181-94.

[36]. Cunningham, F.G., MacDonald, P.C., Gant, N.F., Leveno, K.J., Gilstrap, L.C. (2010). Williams
Obstetrics. 23th Ed, United States of America: The McGraw-Hill Companies, Inc.

[37]. Evans- Martin F.F. (2009). Down Syndrome. United States of America: Infobase
Publishing.

[38]. Practice bulletin No. 163: screening for fetal aneuploidy. (2016). Obstet Gynecol., 127(5),
el123-137.

[39]. Kang, Y., Dong, X,, Zhou, Q., Zhang, Y., Cheng, Y., Hu, R, Su, C, Jin, H,, Liu, X., Ma, D., Tian,
W., Li, X. (2012) Identification of novel candidate maternal serum protein markers for Down
syndrome by integrated proteomic and bioinformatic analysis. Prenat Diagn, 32(3), 284-
292.

[40]. Morris, ]J.K, Wald, N.J.,, Watt, H.C. (1999). Fetal loss in Down syndrome pregnancies.
Prenat Diagn., 19(2), 142-145.

[41]. Sherman, S.L., Freeman, S.B. Allen, E.G, Lamb, N.E. (2005) Risk factors for
nondisjunction of trisomy 21. Cytogenetic Genome Res, 111, 273-280.

97


http://apps.who.int/classifications/icd10/browse/2016/en#/XVII

Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[42]. Sherman, S.L., Allen, E.G, Bean, L.H., Freeman, S.B. (2007). Epidemiology of Down
syndrome. Ment Retard Dev Disabil Res Rev., 13(3), 221-227.

[43]. ]Jyothy, A, Kumar, K.S., Mallikarjuna, G.N., (2001). Parental age and the origin of extra
chromosome 21 in Down syndrome. ] Hum Genet.,46, 347-350.

[44]. Hill, M.A. (2018). Embryology. 03.02.2018 tarihinde

https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php adresinden erisildi.

[45]. Kafkasli, A. (2004). Gebelikte Down Sendromu tanisi i¢in tarama testleri ve
glivenilirlikleri. TJD. Uzmanlik Sonrasi Egitim Dergisi, 6, 30-35.

[46]. ]Jyoty, A, Rao, G.N., Kumar, K.S., (2002). Translocation Down syndrome. Indian ] Med Sci.,
56,122-126.

[47]. Mokhtar, M.M,, Abd, el-Aziz A.M., Nazmy, N.A., Mahrous, H.S., (2003). Cytogenetic profile
of Down syndrome in Alexandria, Egypt. East Mediterr Health J., 9, 37-44.

[48]. Carlson, L.M., Vora, N.L. (2017) Prenatal Diagnosis: Screening and Diagnostic Tools.
Obstet Gynecol Clin North Am., 44(2), 245-256.

[49]. Antonarakis, S.E., Epstein, C.J. (2006). The challenge of Down syndrome. Trends Mol
Med., 12(10), 473-479.

[50]. Nussbaum, R.L., McInnes, R.R., Willard, H.F., et al. (2007). Thompson & Thompson genetics
in medicine. 7th. Philadelphia: Saunders:Elsevier.

[51]. Tosun, M, Yanik, F. (2004). Trizomi 18: Olgu sunumu. OMU Tip Dergisi, 21(2), 98-99.

[52]. Hall, ].G., Sybert, V.P., Williamson, R.A, Risher N.L., Reed, S.D. (1982). Turner’s syndrome.
West ] Med., 137, 32-44.

[53]. Nielsen, ]., Wohlert, M. (1991). Chromosome abnormalities found among 34,910
newborn children: results from a 13-year incidence study in Arhus, Denmark. Hum Genet.,
87, 81-83.

[54]. Bianchi, D.W,, Bianchi, D.W. (2010). Fetology: diagnosis and management of the fetal
patient. 2nd. New York: McGraw-Hill Medical Publication Division.

[55]. Gravholt, C.H. (2004). Epidemiological, endocrine, and metabolic features in Turner
syndrome. Eur ] Endocrinol.,, 151, 657-687.

[56]. Tyler, C., Edman, J.C. (2004). Down syndrome, Turner syndrome, and Klinefelter
syndrome: primary care throughout the life span. Prim Care., 31, 627-648.

[57]. Papp, C, Beke, A, Mezi, G., Szigeti, Z., Ban, Z., Papp, Z. (2006). Prenatal diagnosis of
Turner syndrome; report on 69 cases. J Ultrasound Med., 25,711-717.

[58]. Serr, D.M,, Sachs, L., Danon, M. (1955). The diagnosis of sex before birth using cells from
the amniotic fluid (a preliminary report). Bull Res Counc Isr., 5B(2), 137-138.

[59]. Martin, ]J.A.,, Hamilton, B.E., Osterman, M.].K. (2015). Births in the United States, 2014.
NCHS Data Brief No. 216. Hyattsville (MD): National Center for Health Statistics.

98


https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php

Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[60]. Wellesley, D., Dolk, H., Boyd, P.A., Greenlees, R., Haeusler, M., Nelen, V., et al. (2012). Rare
chromosome abnormalities, prevalence and prenatal diagnosis rates from population-based
congenital anomaly registers in Europe. Eur ] Hum Genet., 20, 521-526.

[61]. Loane, M., Morris, J.K.,, Addor, M., Arriola, L., Budd, ]., Doray, B., et al. (2013). Twenty-year
trends in the prevalence of Down syndrome and other trisomies in Europe: impact of
maternal age and prenatal screening. Eur ] Hum Genet., 21, 27-33.

[62]. Parker, S.E., Mai, C.T., Canfield, M.A., Rickard, R, Wang, Y., Meyer, R.E, et al. (2010).
Updated national birth prevalence estimates for selected birth defects in the United States,
2004-2006. Birth Defects Res A Clin Mol Teratol, 88, 1008-1016.

[63]. Mai, C.T., Kucik, ]J.E., Isenburg, ]J., Feldkamp, M.L., Marengo, L.K., Bugenske, E.M., et al.
(2013). Selected birth defects data from population based birth defects surveillance
programs in the United States, 2006 to 2010: featuring trisomy conditions. Birth Defects Res
A Clin Mol Teratol, 97, 709-725.

[64]. American College of Obstetricians and Gynecologists. Obstet Gynecol (2015). Cell-free
DNA screening for fetal aneuploidy. Committee Opinion No. 640, 126, e31-37.

[65].  Driscoll, D.A., Gross, S.J. (2009). Professional Practice Guidelines Committee. Screening
for fetal aneuploidy and neural tube defects. Genet Med, 11, 818-821.

[66]. Adzick, N.S,, Thom, E.A., Spong, C.Y., Brock, ].W. 3rd, Burrows, P.K, Johnson, M.P,, et al.
(2011). A randomized trial of prenatal versus postnatal repair of myelomeningocele. N Engl
J Med., 364(11), 993-1004.

[67]. Haddow, ].E.,, Palomaki, G.E., Knight, G.J., Cunningham, G.C., Lustig, L.S., Boyd, P.A. (1994).
Reducing the need for amniocentesis in women 35 years of age or older with serum markers
for screening. N Engl ] Med., 330, 1114-1118.

[68]. Malone, F.D., Canick, ].A., Ball, R.H., Nyberg, D.A., Comstock, C.H., Bukowski, R., et al.
(2005). First-trimester or second-trimester screening, or both, for Down’s syndrome. N Engl
JMed, 353,2001-2011.

[69]. Norton, M.E,, Jacobsson, B., Swamy, G.K., Laurent, L.C., Ranzini, A.C., Brar, H., et al. (2015).
Cell-free DNA analysis for noninvasive examination of trisomy. N Engl | Med, 372, 1589-
1597.

[70].  Gil, M.M,, Quezada, M.S., Revello, R., Akolekar, R., Nicolaides, K.H. (2015). Analysis of cell-
free DNA in maternal blood in screening for fetal aneuploidies: updated meta-analysis.
Ultrasound Obstet Gynecol, 45, 249-266.

[71]. Bush, M.C.,, Malone, F.D. (2005). Down syndrome screening in twins. Clin Perinatol, 32,
373-386.

[72].  Society for Maternal-Fetal Medicine (SMFM) Publications Committee. (2015). #36:
Prenatal aneuploidy screening using cellfree DNA. Am J Obstet Gynecol, 212,711-716.

99



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[73].  Ashoor, G., Syngelaki, A., Poon, L.C., Rezende, ].C., Nicolaides, K.H. (2013). Fetal fraction
in maternal plasma cell-free fetal DNA at 11-13 weeks’ gestation: relation to maternal and
fetal characteristics. Ultrasound Obstet Gynecol, 41, 26-32.

[74]. Nicolaides, K.H., Azar, G. Byrne, D, Mansur, C., Marks, K. (1992). Fetal nuchal
translucency: ultrasound screening for chromosomal defects in first trimester of pregnancy.
BM], 304(6831), 867-869.

[75]. Baer, RJ., Norton, M.E.,, Shaw, G.M., Flessel, M.C.,, Goldman, S., Currier, R.., Jelliffe-
Pawlowski, L.L. (2014). Risk of selected structural abnormalities in infants after increased
nuchal translucency measurement. Am J Obstet Gynecol, 211(6):675.e1-19.

[76]. Galindo, A., Comas, C., Martinez, ].M., Gutiérrez-Larraya, F., Carrera, ].M., Puerto, B., et al.
(2003). Cardiac defects in chromosomally normal fetuses with increased nuchal
translucency at 10-14 weeks of gestation. ] Matern Fetal Neonatal Med, 13(3), 163-170.

[77]. Hyett, J.A., Perdu, M., Sharland, G.K, Snijders, R.S, Nicolaides, K.H. (1997). Increased
nuchal translucency at 10-14 weeks of gestation as a marker for major cardiac defects.
Ultrasound Obstet Gynecol, 10(4), 242-246.

[78]. Hyett, ]., Noble, P., Sebire, N.J., Snijders, R., Nicolaides, K.H. (1997). Lethal congenital
arthrogryposis presents with increased nuchal translucency at 10-14 weeks of gestation.
Ultrasound Obstet Gynecol, 9(5):310-313.

[79]. Evans, M., Krantz, D.A, Hallahan, T.W., Sherwin, ]J. (2012). Impact of nuchal
translucency credentialing by the FMF, the NTQR or both on screening distributions and
performance. Ultrasound Obstet Gynecol, 39(2), 181-184.

[80]. Bogart, M.H., Pandian, M.R,, Jones, O.W. (1987). Abnormal maternal serum chorionic
gonadotropin levels in pregnancies with fetal chromosome abnormalities. Prenat Diagn, 7,
623-630.

[81]. Canick, J.A., Knight, G.J., Palomaki, G.E., Haddow, ].E., Cuckle, H.S., Wald, N.J. (1988). Low
second trimester maternal serum unconjugated oestriol in pregnancies with Down's
syndrome. Br ] Obstet Gynaecol, 95, 330-333.

[82]. Haddow, J.E., Palomaki, G.E., Knight, G.J.,, Williams, .J, Pulkkinen A., Canick, J.A., et al.
(1992). Prenatal screening for Down’s syndrome with use of maternal serum markers. N
Engl ] Med, 327, 588-593.

[83]. Palomaki, G.E., Haddow, G.E., Knight, G.C., Wald, N.]J., Kennard, A., Canick, J.A., et al.
(1995). Risk-based prenatal screening for trisomy 18 using alpha-fetoprotein, unconjugated
oestriol, and human chorionic gonadotropic. Prenat Diagn, 15, 713-723.

[84]. Wald, N.J., Densem, J.W., George, L., Muttukrishna, S., Knight, P.G. (1996). Prenatal
screening for Down’s syndrome using inhibin-A asa serum marker. Prenat Diagn, 16, 143-

153.

100



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[85]. Conde-Agudelo, A., Kafury-Goeta, A.C. (1998). Triple-marker test as screening for Down
syndrome: a meta-analysis. Obstet Gynecol Surv, 53 (6), 369-376.

[86]. Palomaki, G.E., Neveux, L.M., Knight, G.J., Haddow, ].E., Pandian, R. (2004). Maternal
serum invasive trophoblast antigen (hyperglycosylated hCG) as a screening marker for
Down syndrome during the second trimester. Clin Chem, 50(10), 1804-1808.

[87]. Ayhan, A, Durukan, T., Giinalp, S., Giirgan, T., Onderoglu, L.S., Yarali, H., Yiice, K. (2008).
Temel kadin hastaliklari ve dogum bilgisi. Ankara: Giines Tip Kitabevi.

[88]. Taner, C.E., Aygoren, M.O., Kayar, [, Derin, G. (2009). Down Sendromlu Olgularda
Ultrasonografik Bulgular. izmir Perinatoloji Dergisi, 17, 65-69.

[89]. Beksag, M.S. (1996). Prenatal tanida non-invaziv yontemler. Beksacg, M.S. (Ed). Fetal Tip;
Prenatal Tani. Ankara: Medical Network.

[90]. Decherney, A.H., Nathan, L, Goodwin, T.M. Laufer, N. (2009). Giincel Obstetrik ve
Jinekoloji Tan1 ve Tedavi-Lange, Ankara: Giines Tip Kitabevi.

[91]. Akolekar, R., Beta, ]., Picciarelli, G., Ogilvie, C., D'Antonio, F. (2015). Procedure-related
risk of miscarriage following amniocentesis and chorionic villus sampling: a systematic
review and meta-analysis. Ultrasound Obstet Gynecol, 45(1), 16-26

[92].  Practice bulletin No. 162: prenatal diagnostic testing for genetic disorders. (2016).
Obstet Gynecol, 127(5), 108-122.

[93]. 03.02.2018 tarihinde

https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Chorionic villus sampling

adresinden erisildi.

[94]. Baffero, G.M., Somigliana, E, Crovetto, F., Paffoni, A., Persico, N., Guerneri, S., et al. (2012).
Confined placental mosaicism at chorionic villous sampling: risk factors and pregnancy
outcome. Prenat Diagn, 32(11),1102-1108.

[95]. 04.02.2018 tarihinde https://medical-dictionary.thefreedictionary.com/amniocentesis

adresinden erisildi.

[96]. Tong, X.L.,, Wang, L., Gao, T.B,, Qin, Y.G., Qi, Y.Q., Xu, Y.P. (2009). Potential Function of
Amniotic Fluid in Fetal Development—Novel Insights by Comparing the Composition of
Human Amniotic Fluid with Umbilical Cord and Maternal Serum at Mid and Late Gestation. J
Chin Med Assoc., 72, 368-373.

[97]. Yanney, M., Marlow, N. (2004). Paediatric consequences of fetal growth restriction.
Semin Fetal Neonatal Med, 9, 411-418.

[98]. Society for Maternal-Fetal Medicine, Dugoff, L., Norton, M.E., Kuller, C.A. (2016). The use

of chromosomal microarray for prenatal diagnosis. Am J Obstet Gynecol, 215(4), B2-9.

101


https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Chorionic_villus_sampling
https://medical-dictionary.thefreedictionary.com/amniocentesis

Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[99]. Tepperberg, ]., Pettenati, M.J]., Rao, P.N., Lese, C.M,, Rita, D., Wyandt, H., et al. (2001).
Prenatal diagnosis using interphase fluorescence in situ hybridization (FISH): 2-year multi-
center retrospective study and review of the literature. Prenat Diagn, 21(4), 293-301.

[100]. Lo, Y.M., Corbetta, N., Chamberlain, P.F., Rai, V., Sargent, I.L., Redman, C.W., Wainscoat,
J.S. (1997). Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum. Lancet, 350, 485-487.

[101]. Tsui, N.B,, Chim, S.S., Chiu, RW,, Lau, T.K, Ng, E.K,, Leung, T.N,, Tong, Y.K,, Chan, K.C,, Lo,
Y.M. (2004). Systematic micro-array based identification of placental mRNA in maternal
plasma: towards non-invasive prenatal gene expression profiling. ] Med Genet, 41, 461-467.

[102]. Lo, Y.M,, Lun, F.M,, Chan, K.C,, Tsui, N.B., Chong, K.C,, Lau, T.K,, Leung, T.Y., Zee, B.C,
Cantor, C.R., Chiu, R.W. (2007). Digital PCR for the molecular detection of fetal chromosomal
aneuploidy. Proc Natl Acad Sci USA, 104, 13116-13121.

[103]. Bentley, D.R., Balasubramanian, S., Swerslow, H.P., Smith, G.P., Milton, J., Brown, C.G. et al.
(2008). Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator chemistry.
Nature; 456, 53-59.

[104]. Voelkerding, K.V., Dames, S.A., Durtschi, ].D. (2009). Next-generation sequencing: from
basic research to diagnostics. Clin Chem, 55, 641-658.

[105]. Ponting, C.P., Oliver, P.L., Reik, W. (2009). Evolution and functions of long noncoding
RNAs. Cell, 136, 629-641.

[106]. Bianchi, D.W. (2015). Pregnancy: prepare for unexpected prenatal test results. Nature,
522, 29-30.

[107]. Chiu, RW.,, Akolekar, R, Zheng, Y.W. Leung T.K, Sun, H, Chan, C.A, et al. (2011).
Noninvasive prenatal assessment of trisomy 21 by multiplexed maternal plasma DNA
sequencing: large scale validity study. BMJ, 342, c7401.

[108]. Hui, W.W.,, Chiu, RW. (2016). Noninvasive prenatal testing beyond genomic analysis:
what the future holds. Curr Opin Obstet Gynecol, 28(2), 105-110.

[109]. Dar, P., Shani, H., Evans, M.I. (2016). Cell-free DNA: comparison of technologies. Clin Lab
Med, 36(2), 199-211.

[110]. Rebouché, R. (2015). Non-Invasive Testing, Non-Invasive Counseling. The Journal of Law,
Medicine & Ethics, 43(2), 228-240.

[111]. Gil, M.M., Quezada, M.S., Revello, R., Akolekar, R., Nicolaides, K.H. (2015). Analysis of cell-
free DNA in maternal blood in screening for fetal aneuploidies: updated meta-analysis.
Ultrasound Obstet Gynecol, 45(3), 249-66.

[112]. Erbaba, H., Pinar, G. (2015). Prenatal tan1 yontemi olarak fetal anoploidi taramasinda
serbest fetal DNA (cffDNA) kullanimi ve giincel yaklasimlar. journal of Clinical and
Experimental Investigations, 6 (4), 414-417.

102



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[113]. Suzumori, N., Ebara, T., Yamada, T., Samura, O., Yotsumoto, J.,, Nishiyama, M., et al.
(2016). Fetal cell-free DNA fraction in maternal plasma is affected by fetal trisomy. ] Hum
Genet., 61(7), 647-652.

[114]. Piechan, ]J.L., Hines, K.A,, Koller, D.L., Stone, K., Quaid, K., Torres-Martinez, W. et al.
(2016). NIPT and informed consent: an assessment of patient understanding of a negative
NIPT result. ] Genet Couns, 25(5), 1127-1137.

[115]. Vora, N.L,, Robinson, S., Hardisty, E.E., Stamilio, D.M. (2016). The utility of a prerequisite
ultrasound at 10-14 weeks in cell free DNA fetal aneuploidy screening. Ultrasound Obstet
Gynecol, 49(4), 465-469.

[116]. Bianchi, D.W., Chudova, D., Sehnert, A.J., Bhatt, S., Murray, K., Prosen, T.L. et al. (2015).
Noninvasive prenatal testing and incidental detection of occult maternal malignancies.
JAMA, 314(2), 162-169.

[117]. Norton, M.E,, Baer, R.J., Wapner, R.J. (2016). Cell-free DNA vs sequential screening for the
detection of fetal chromosomal abnormalities. Am ] Obstet Gynecol, 214(6), 727.e1-e6.

[118]. Ng, E.K, Tsui, N.B,, Lau, T.K,, Leung, T.N., Chiu, RW., Panesar, N.S., et al. (2003). mRNA of
placental origin is readily detectable in maternal plasma. Proc Natl Acad Sci U S A, 100,
4748-4753.

[119]. Lo, Y.M,, Tsui, N.B., Chiu, RW., Lau, T.K,, Leung, T.N., Heung, M.M,, et al. (2007). Plasma
placental RNA allelic ratio permits noninvasive prenatal chromosomal aneuploidy detection.
Nat Med., 13, 218-223.

[120]. Miura, K., Yoshiura, K., Miura, S., Yamasaki, K., Nakayama, D., Ishimaru, T., et al. (2006).
Cell-free DNA is more sensitive than cell-free mRNA as a marker for evaluation of fetal-
maternal hemorrhage. Clin Chem., 52,2121-2123.

[121]. Ng, EK, Leung, T.N,, Tsui, N.B,, Lau, T.K, Panesar, N.S., Chiu, RW,, et al. (2003). The
concentration of circulating corticotropin-releasing hormone mRNA in maternal plasma is
increased in preeclampsia. Clin Chem., 49, 727-731.

[122]. Mattick, ]J.S. (2009). The genetic signatures of noncoding RNAs. PLoS Genetics,
5(4),e1000459.

[123]. Zheng, R, Shen, Z. Tripathi, V. Xuan, Z., Freier, S.M., Bennett, C.F, et al. (2010).
Polypurine-repeatcontaining RNAs: A novel class of long non-coding RNA in mammalian
cells. Journal of Cell Science, 1,123(Pt 21), 3734-3744.

[124]. Lee, R.C, Feinbaum, R.L.,, Ambros, V. (1993). The C.elegans heterochronic gene lin-4
encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell, 75, 843-854.

[125]. Johnson, S.M., Grosshans, H., Shingara, J., Byrom, M., Jarvis, R., Cheng, A, et al. (2005).
RAS is regulated by the let-7 miRNA family. Cell, 120, 635-647.

103



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[126]. Lau, N.C. Lim, L.P., Weinstein, E.G., Bartel, D.P. (2001). An abundant class of tiny RNAs
with probable regulatory roles in Caenorhabditis elegans. Science, 294, 858-862.

[127]. Ambros, V. (2004). The functions of animal microRNAs. Nature, 431, 350-355.

[128]. Bartel, D.P. (2004). MicroRNAs: genomics,biogenesis,mechanism, and function. Cell, 116,
281-297.

[129]. 03.02.2018 tarihinde http://www.mirbase.org/ sitesinden erisildi.

[130]. Lewis, B. P, Burge, C. B., Bartel, D. P. (2005). Conserved seed pairing, often flanked by
adenosines, indicates that thousands of human genes are microRNA targets. Cell, 120, 15-20.

[131]. Croce, C. M,, Calin, G. A. (2005). miRNAs, cancer, and stem cell division. Cell, 122, 6-7.

[132]. Lu, ], Getz, G., Miska, E.A., Alvarez-Saavedra, E., Lamb, ]., Peck, D., et al. (2005). MicroRNA
expression profiles classify human cancers. Nature, 435, 834-838.

[133]. Landgraf, P., Rusu, M., Sheridan, R. Sewer, A. lovino, N., Aravin, A, et al. (2007). A
mammalian microRNA expression atlas based on small RNA library sequencing. Cell, 129,
1401-1414.

[134]. Han, ], Lee, Y., Yeom, K., Kim, Y., Jin, H., Kim,V.N. (2004). The Drosha-DGCR8 complex in
primary microRNA processing. Genes and Development, 15, 18(24), 3016-3027.

[135]. Lee, Y., Kim, M., Han, ., Yeom, K. H,, Lee, S., Baek, S. H., Kim, V. N. (2004). MicroRNA genes
are transcribed by RNA polymerase II. EMBO J, 23, 4051-4060.

[136]. Landthaler, M., Yalcin, A., Tuschl, T. (2004). The human DiGeorge syndrome critical
region gene 8 and Its D. melanogaster homolog are required for miRNA biogenesis. Curr.Biol.
14, 2162-2167.

[137]. Yi, R, Qin, Y., Macara, L. G., Cullen, B. R. (2003). Exportin5 mediates the nuclear export of
pre-microRNAs and short hairpin RNAs. Genes Dev. 17,3011-3016.

[138]. Ender, C., Meister, G. (2010). Argonaute proteins at a glance. ]. Cell Sci. 123, 1819-1823.

[139]. Turchinovich, A., Samatov, T.R., Tonevitsky, A.G., Burwinkel, B. (2013). Circulating
miRNAs: cell-cell communication function?. Front Genet, 4, 119.

[140]. Cai, M., Kolluru, G.K., Ahmed, A. (2017). Small Molecule, Big Prospects: MicroRNA in
Pregnancy and Its Complications. /] Pregnancy, 2017:6972732.

[141]. Chen, X, Ba, Y., Ma, L., Cai, X, Yin, Y, Wang, K, et al. (2008). Characterization of
microRNAs in serum: a novel class of biomarkers for diagnosis of cancer and other diseases.
Cell Res., 18,997-1006.

[142]. Mitchell, P. S., Parkin, R. K., Kroh, E. M,, Fritz, B. R,, Wyman, S. K., Pogosova-Agadjanyan,
E. L, et al. (2008). Circulating microRNAs as stable blood-based markers for cancer
detection. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 105,10513-10518.

[143]. Turchinovich, A. Weiz, L., Burwinkel, B. (2012). Extracellular miRNAs: the mystery of
their origin and function. Trends Biochem. Sci., 37, 460-465.

104


http://www.mirbase.org/

Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[144]. Turchinovich, A.,, Weiz, L., Langheinz, A., and Burwinkel, B. (2011). Characterization of
extracellular circulating microRNA. Nucleic Acids Res., 39, 7223-7233.

[145]. Valadi, H., Ekstrom, K., Bossios, A., Sjostrand, M., Lee, ]. ., Lotvall, ]. 0. (2007). Exosome-
mediated transfer of mRNAs and microRNAs is a novel mechanism of genetic exchange
between cells. Nat. Cell Biol., 9, 654-659.

[146]. Hunter, M. P, Ismail, N., Zhang, X., Aguda, B. D,, Lee, E. ], Yu, L., et al. (2008). Detection of
microRNA expression in human peripheral blood microvesicles. PLoS ONE, 3:e3694. doi:
10.1371/journal.pone.0003694

[147]. Chen, X,, Liang, H., Zhang, ]., Zen, K., Zhang, C. Y. (2012). Secreted microRNAs: a new form
of intercellular communication. Trends Cell Biol., 22, 125-132.

[148]. Vickers, K.C., Palmisano, B.T., Shoucri, B.M., Shamburek, R.D., Remaley, A.T. (2011).
MicroRNAs are transported in plasma and delivered to recipient cells by high-density
lipoproteins. Nat. Cell Biol., 13, 423-433.

[149]. Wagner, ]., Riwanto, M., Besler, C., Knau, A., Fichtlscherer, S., Roxe, T., et al. (2013).
Characterization of levels and cellular transfer of circulating lipoprotein-bound microRNAs.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 33, 1392-1400.

[150]. Wang, K, Zhang, S., Weber, |., Baxter, D., Galas, D. ]. (2010). Export of microRNAs and
microRNA-protective protein by mammalian cells. Nucleic Acids Res., 38, 7248-7259

[151]. Knofler, M., Pollheimer, ]J. (2013). Human placental trophoblast invasion and
differentiation: a particular focus on Wnt signaling. Front Genet. 4, 190.

[152]. Qiu, C. Chen, G. Cui, Q. (2012). Towards the understanding of microRNA and
environmental factor interactions and their relationships to human diseases,” Scientific
Reports, 2, 318.

[153]. Khorram, O., Han, G., Bagherpour, R., Magee, T. R., Desai, M., Ross, M. G., Pearce, W. ].
(2010). Effect of maternal undernutrition on vascular expression of micro and messenger
RNA in newborn and aging offspring. American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative
and Comparative Physiology, 298(5), R1366-R1374.

[154]. Prieto, D. M. M., Markert, U. R. (2011). MicroRNAs in pregnancy. Journal of reproductive
immunology, 88(2), 106-111.

[155]. Fu, G, Brki¢, J., Hayder, H., Peng, C. (2013). MicroRNAs in human placental development
and pregnancy complications. International journal of molecular sciences, 14(3), 5519-5544.

[156]. Ramezanzadeh, M., Khosrav,i S., Salehi, R. (2017). Cell-free Fetal Nucleic Acid Identifier
Markers in Maternal Circulation. Adv Biomed Res., 6, 89.

[157]. Li, H,, Ge, Q., Guo, L., Lu, Z. (2013). Maternal plasma miRNAs expression in preeclamptic

pregnancies. BioMed research international, 2013.

105



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[158]. Ventura, W., Koide, K., Hori, K., Yotsumoto, ]., Sekizawa, A., Saito, H. (2013). Placental
expression of microRNA-17 and-19b is down-regulated in early pregnancy loss. European
Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology, 169(1), 28-32.

[159]. Balcy, S., Goriir, A., Gezgin, G., Cayan, F., Tamer, L. (2014). MicroRNA Expression Profiling
in Patients With Gestational Diabetes. Clin Chem Lab Med., 52, 1363

[160]. Hamada, H., Arinami, T., Kubo, T., Hamaguchi, H., Iwasaki, H. (1993). Fetal nucleated cells
in maternal peripheral blood: frequency and relationship to gestational age. Human genetics,
91(5), 427-432.

[161]. Hung, E. C. W,, Chiu, R. W. K, Lo, Y. M. D. (2009). Detection of circulating fetal nucleic
acids: a review of methods and applications. Journal of clinical pathology, 62(4), 308-313.
[162]. Gilad, S., Meiri, E., Yogev, Y., Benjamin, S., Lebanony, D., Yerushalmi, N., Bentwich, Z.

(2008). Serum microRNAs are promising novel biomarkers. PloS one, 3(9), e3148.

[163]. Miura, K., Miura, S., Yamasaki, K., Higashijima, A., Kinoshita, A., Yoshiura, K. I., Masuzaki,
H. (2010). Identification of pregnancy-associated microRNAs in maternal plasma. Clinical
chemistry, 56(11),1767-1771.

[164]. Kotlabova, K., Doucha, ], Hromadnikova, 1. (2011). Placental-specific microRNA in
maternal circulation-identification of appropriate pregnancy-associated microRNAs with
diagnostic potential. Journal of reproductive immunology, 89(2), 185-191.

[165]. Ladomery, M. R, Maddocks, D. G., Wilson, I. D. (2011). MicroRNAs: their discovery,
biogenesis, function and potential use as biomarkers in non-invasive prenatal diagnostics.
International journal of molecular epidemiology and genetics, 2(3), 253.

[166]. Iljas, ].D. Guanzon, D. Elfeky, O. Rice, G.E., Salomon, C. (2017). Bio-
compartmentalization of microRNAs in exosomes during gestational diabetes mellitus.
Placenta, 54, 76-82.

[167]. 12.02.2018 tarihinde https://www.giagen.com/de/shop/sample-

technologies/rna/mirna/mirneasy-serum-plasma-advanced-

kit/#orderinginformation sitesinden erisildi.

[168]. 12.02.2018 tarihinde  https://www.fluidigm.com/products/biomark-hd-system

sitesinden erisildi.

[169]. Mégarbané, A., Ravel, A., Mircher, C., Sturtz, F., Grattau, Y., Rethoré, M.O., Delabar, J.M.,
Mobley, W.C. (2009). The50th anniversary of the discovery of trisomy 21: the past, present,
and future of research and treatment of Down syndrome. Genet Med;11, 611-616.

[170]. Kamhieh-Milz, J., Moftah, R. F. H., Bal, G., Futschik, M., Sterzer, V., Khorramshahi, O.,
Kamhieh-Milz, S. (2014). Differentially expressed microRNAs in maternal plasma for the
noninvasive prenatal diagnosis of Down syndrome (trisomy 21). BioMed research

international, 2014, 402475.

106


https://www.qiagen.com/de/shop/sample-technologies/rna/mirna/mirneasy-serum-plasma-advanced-kit/#orderinginformation
https://www.qiagen.com/de/shop/sample-technologies/rna/mirna/mirneasy-serum-plasma-advanced-kit/#orderinginformation
https://www.qiagen.com/de/shop/sample-technologies/rna/mirna/mirneasy-serum-plasma-advanced-kit/#orderinginformation
https://www.fluidigm.com/products/biomark-hd-system

Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[171]. Erturk, B., Karaca, E., Aykut, A, Durmaz, B., Guler, A, Buke, B., Kazandi, M. (2016).
Prenatal evaluation of MicroRNA expressions in pregnancies with Down syndrome. BioMed
research international, 2016.:5312674.

[172]. Pettit, K. E., Hull, A. D., Korty, L., Jones, M. C.,, Pretorius, D. H. (2014). Noninvasive
prenatal testing: a replacement for chorionic villus sampling and amniocentesis for
advanced maternal age?. Obstetrics & Gynecology, 123, 165S5-166S.

[173]. Bianchi, D. W,, Platt, L. D., Goldberg, J. D., Abuhamad, A. Z., Sehnert, A. ]J., Rava, R. P.
(2012). Genome-wide fetal aneuploidy detection by maternal plasma DNA sequencing.
Obstetrics & Gynecology, 119(5), 890-901.

[174]. Gu, H,, Li, H,, Zhang, L., Luan, H., Huang, T., Wang, L. (2012). Diagnostic role of microRNA
expression profile in the serum of pregnant women with fetuses with neural tube defects.
Journal of neurochemistry, 122(3), 641-649.

[175]. Go, A. T, Visser, A, van Dijk, M., Mulders, M. A, Eijk, P., Ylstra, B. (2008). A novel method
to identify syncytiotrophoblast-derived RNA products representative of trisomy 21
placental RNA in maternal plasma. Methods in molecular biology (Clifton, NJ), 444, 291.

[176]. Maccani, M. A,, Padbury, J. F,, Marsit, C. ]. (2011). miR-16 and miR-21 expression in the
placenta is associated with fetal growth. PloS one, 6(6), e21210.

[177]. Enquobahrie, D. A,, Qiu, C., Muhie, S. Y., Williams, M. A. (2011). Maternal peripheral blood
gene expression in early pregnancy and preeclampsia. International journal of molecular
epidemiology and genetics, 2(1), 78.

[178]. Zhu, S, Cao, L., Zhy, ], Kong, L., Jin, ], Qian, L. (2013). Identification of maternal serum
microRNAs as novel non-invasive biomarkers for prenatal detection of fetal congenital heart
defects. Clinica Chimica Acta, 424, 66-72.

[179]. Kuhn, D. E., Nuovo, G. J., Martin, M. M., Malana, G. E., Pleister, A. P., Jiang, J. (2008). Human
chromosome 21-derived miRNAs are overexpressed in down syndrome brains and hearts.
Biochem Biophys Res Commun, 370, 473-7.

[180]. Elton, T.S., Sansom, S.E., Martin, M.M. (2010). Trisomy-21 gene dosage over-expression
of miRNAs results in the haploinsufficiency of specific target proteins. RNA Biol, 5, 540-547.

[181]. Kotlabova, K., Doucha, ].,, Chudoba, D., Calda, P., Dlouha, K., Hromadnikova, 1. (2013).
Extracellular chromosome 21-derived microRNAs in euploid & aneuploid pregnancies. The
Indian journal of medical research, 138(6), 935-943.

[182]. Xu, Y. Li, W, Liu, X., Ma, H., Tu, Z,, Dai, Y. (2013). Analysis of microRNA expression profile
by small RNA sequencing in Down syndrome fetuses. International journal of molecular

medicine, 32(5), 1115-1125.

107



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

[183]. Lim, L. P, Lau, N. C,, Garrett-Engele, P., Grimson, A., Schelter, ]. M., Castle, ]J. (2005).
Microarray analysis shows that some microRNAs downregulate large numbers of target
mRNAs. Nature, 433(7027), 769.

[184]. Kuhn, D. E,, Nuovo, G. ]., Terry Jr, A. V., Martin, M. M., Malana, G. E., Sansom, S. E. (2013).
Chromosome 21-derived microRNAs provide an etiological basis for aberrant protein
expression in human down syndrome brains. The Journal of biological chemistry, 288(6),
4228.

[185]. O'Connell, R. M,, Rao, D. S., Chaudhuri, A. A, Boldin, M. P., Taganov, K. D., Nicoll, ]. (2008).
Sustained expression of microRNA-155 in hematopoietic stem cells causes a
myeloproliferative disorder. Journal of Experimental Medicine, 205(3), 585-594.

[186]. Calin, G. A., Sevignani, C., Dumitru, C. D., Hyslop, T., Noch, E. Yendamuri, S. (2004).
Human microRNA genes are frequently located at fragile sites and genomic regions involved
in cancers. Proceedings of the National Academy of Sciences, 101(9), 2999-3004.

[187]. Havelange, V., Garzon, R. (2010). MicroRNAs: emerging key regulators of hematopoiesis.
American journal of hematology, 85(12), 935-942.

[188]. Veluy, C. S., Baktula, A. M., Grimes, H. L. (2009). Gfil regulates miR-21 and miR-196b to
control myelopoiesis. Blood, 113(19), 4720-4728.

[189]. Lu, L. F, Liston, A. (2009). MicroRNA in the immune system, microRNA as an immune
system. Immunology, 127, 291-298.

[190]. McPherson, J. P., Sarras, H., Lemmers, B., Tamblyn, L., Migon, E., Matysiak-Zablocki, E.
(2009). Essential role for Bclafl in lung development and immune system function. Cell
death and differentiation, 16(2), 331.

[191]. Dejean, A. S., Hedrick, S. M., Kerdiles, Y. M. (2011). Highly specialized role of Forkhead
box O transcription factors in the immune system. Antioxidants & redox signaling, 14(4),
663-674.

[192]. Lim, J. H, Kim, S. Y, Kim, H. ], Kim, K. S,, Han, Y. ], Kim, M. H. (2015). MicroRNAs as
potential biomarkers for noninvasive detection of fetal trisomy 21. Journal of assisted
reproduction and genetics, 32(5), 827-837.

[193]. Lim, J. H,, Kim, D. J., Lee, D. E,, Han, J. Y., Chung, ]J. H., Ahn, H. K. (2015). Genome-wide
microRNA expression profiling in placentas of fetuses with Down syndrome. Placenta,
36(3), 322-328.

[194]. Modi, B. P,, Washington, S., Walsh, S. W., Jackson-Cook, C., Archer, K. ], Strauss III, J. F.
(2017). Expression patterns of the chromosome 21 MicroRNA cluster (miR-99a, miR-125b

and let-7c) in chorioamniotic membranes. Placenta, 49, 1-9.

108



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

OZGECMIS

Adive Soyadi
Dogum Tarihi

E-mail

Ogrenim Durumu

:Senay BALCI FIDANCI

:12.08.1980

:senaybalci@mersin.edu.tr

Derece Boliim/Program Universite Yil

Lisans Biyoloji Gazi Universitesi 1999-2003
Yiiksek Lisans Biyoloji Gazi Universitesi 2003-2005
Yiiksek Lisans Tibbi Biyokimya Mersin Universitesi 2010-2012
Doktora Tibbi Biyokimya Mersin Universitesi 2012-2018
Gorevler

Gérev Unvam Gorev Yeri il
Arastirma Mersin Universitesi 2011-2018
Gorevlisi

ESERLER

A- ULUSLARARASI HAKEMLI DERGILERDE YAYIMLANAN MAKALELER:

1.

Yiicel, N., Balcy, S. (2010). Prevalence of Listeria, Aeromonas, and Vibrio species in fish
used for human consumption in Turkey. Journal of food protection, 73(2), 380-384.
Gorur, A, Fidanci, S. B, Unal, N. D., Ayaz, L., Akbayir, S., Yaroglu, H. Y., Tamer, L. (2013).
Determination of plasma microRNA for early detection of gastric cancer. Molecular
biology reports, 40(3), 2091-2096.

Kandemir, O., Fidanc, S. B., Demir, N., Gériir, A.,, Tamer, L. (2013). Chronic hepatitis B
and IL28B rs12979860 polymorphism: preliminary study. Molecular biology
reports, 40(11), 6189-6194.

Ayaz, L., Cayan, F., Balci, S., Goriir, A., Akbayir, S., Yildirim Yaroglu, H., Tamer, L. (2014).
Circulating microRNA expression profiles in ovarian cancer. Journal of Obstetrics and
Gynaecology, 34(7), 620-624.

Komur, M., Okuyaz, C. Celik, Y., Resitoglu, B., Polat, A., Balci, S., Beydagi, H. (2014).
Neuroprotective effect of levetiracetam on hypoxic ischemic brain injury in neonatal
rats. Child's Nervous System, 30(6), 1001-1009.

Ertekin, S., Yildirim, O., Ding, E., Ayaz, L., Fidancy, S. B., Tamer, L. (2014). Evaluation of

circulating miRNAs in wet age-related macular degeneration. Molecular vision, 20, 1057.

109



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

10.

11.

12.

13.

B -

Arkoglu, T., Batmaz, S. B, Barlas, I. 0., Fidang, S. B., Kuyucu, S. (2014). the association of
serum vitamin D and vitamin D related gene polymorphisms with asthma control
parameters in asthmatic children: a prospective one-year study: 1448. Allergy: European
Journal of Allergy and Clinical Immunology, 69, 519-520.

Arikoglu, T., Kuyucu, S., Karaismailoglu, E., Batmaz, S. B., Balci, S. (2015, July). The
association of vitamin D, cathelicidin, and vitamin D binding protein with acute asthma
attacks in children. In Allergy Asthma Proc (Vol. 36, No. 4, pp. 51-8).

Balci, S., Ayaz, L., Gorur, A, Yildirim Yaroglu, H., Akbayir, S., Dogruer Unal, N., Tamer, L.
(2016). micro RNA profiling for early detection of nonmelanoma skin cancer. Clinical
and experimental dermatology, 41(4), 346-351.

Tombak, A., Gorur, A, Balci, S., Tiftik, N., Tamer, L. (2015). Circulating MicroRNAs in
Newly Diagnosed Acute and Chronic Leukemias. International Journal of Hematology and
Oncology, 27(4), 075-080.

Muslu, N, Ercan, B, Akbayir, S, Balci, S, Ovla, H. D, Bozlu, M. (2017). Neutrophil
gelatinase-associated lipocalin as a screening test in prostate cancer. Turkish journal of
urology, 43(1), 30.

Balcy, S., Yildiz, P.O., Sucu, N., Yilmaz D.C., Tamer, L. (2017). T786C and G894T eNOS
Polymorphisms as a Risk Assessment of Coronary Artery Disease. | Cardiol Curr Res,
8(4): 00290.

Orscelik, 0., Ozkan, B, Arslan, A, Sahin, E. E., Sakarya, 0., Siirmeli, O. A., Ozcan, I. T.
(2018). Relationship between intrarenal renin-angiotensin activity and re-
hospitalization in patients with heart failure with reduced ejection fraction. Anatolian

journal of cardiology, 19(3), 205.

ULUSLARARASI BIiLIMSEL TOPLANTILARDA SUNULAN VE BIiLDiRi KiTABINDA

BASILAN BILDIRILER

1.

2.

3.

Yaroglu, H. Y., Ayaz, L., Fidanci, S. B., Unal, Z. N. D., Gorur, A., Akbayir, S., Gumus, T. L.
(2012). Circulating microrna expression profiling in healty subjects in the east
mediterranean of Turkey: p27-49. The Febs Journal, 279, 552-553.

Gorur, A, Fidanci, B. S., Unal, Z. N. D., Ayaz, L., Akbayir, S., Yaroglu, H. Y., Glimiis, L. T.
(2012). Determination of serum micrornas for early detection of gastric cancer: p27-
103. The Febs Journal, 279, 569.

Yaroglu, H. Y., Bobusoglu, O., Gorur, A., Fidanci, S. B., Aydin, M,, Yildiz, P. O., Tamer, L.
(2013). Determination of CYP2C9 Gene Polymorphism in Mycocardial Infarction
Patients. Poster presentation (SW04.S16-291). 38th FEBS Congress. St. Petersburg,
Russia. 6-11 July.

110



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

10.

11.

12.

13.

14.

Ayaz, L., Goriir, A, Yaroglu, H. Y., Ozcan, C., & Tamer, L. (2013). Differential expression of
microRNAs in plasma of patients with laryngeal squamous cell carcinoma: potential
early-detection markers for laryngeal squamous cell carcinoma. Journal of cancer
research and clinical oncology, 139(9), 1499-1506.

Bicer, A., Balci, S., Akbayir, S., & Tamer, L. (2014). AB0159 The Investigation of Blood
Micro-Rna Levels in Ankylosing Spondylitis and the Relationship between Disease
Activity and Functional Capacity. Annals of the Rheumatic Diseases, 73, 855.

Gorur, A, Balci, S., Gezgin, G., Orekici Temel, G., Polat, G., Tamer, L. (2014). Determination
of Reference Intervals for 24 Hours Urinary Catecholamine Metabolites Evaluated by
High Performance Liquid Chromatography in Mersin. Poster (1478). IFCC WorldLab 22-
26 June, Istanbul, Turkey.

Balci, S., Gorur, A., Gezgin, G., Cayan, F., Tamer, L. Filiz CAYAN, Liliifer TAMER. (2014).
MicroRNA Expression Profiling in Patients With Gestational Diabetes. IFCC WorldLab
Istanbul 22-26 June, Istanbul, Turkey.

Balci, S., Gezgin, G., Gorur, A, Muslu, N., Ovla, D., Buyukbas, A.G., Sucu, N., Tamer, L.
(2016). Investigation of Ischemia-Modified Albumin Levels in Patient with Acute Limb
Ischemia. (P-09.04.4-050). 415t FEBS Congress. Kusadasi, izmir.

Gorur, A., Gunasti, N., Balci, S., Bobusoglu, 0., Yildirim, D. D., Uyar, H., Tamer, L. (2016,
September). The evaluation of ischemia modified albumin as an early biomarker of
acute myocardial infarction. In FEBS JOURNAL (Vol. 283, pp. 245-245). 111 RIVER ST,
HOBOKEN 07030-5774, NJ USA: WILEY-BLACKWELL.

Akbayir, S., Unal, ND., Balci, S., Gorur, A., Yaroglu, HY,, et al. (2017). Plasma microRNA
Expression Levels in Early Diagnosis of Colorectal Cancer I. International Scientific and
Vocational Studies Congress.

Gorir, A, Bala, S., Giinasti, N, Yildirnm, DD., Celik, A, Tamer, L. (2017). insan
Antimikrobiyal Peptid LL-37 Seviyeleri ile Aterosklerotik Risk Faktdrleri Arasindaki
Iliskinin Saptanmasi. Uluslararasi Biyokimya Kongresi, 19-23 Eyliil, Erzurum.

Giinasti, N., Gorur, A., Balcy, S., Tirkegiin, M., Tombak, A., Tamer, L. (2017). Akut Faz
Reaktani Olan Serum Pentraksin-3 ve C-Reaktif Protein Diizeylerinin Orak Hiicre
Anemisinde Arastirilmasi. Uluslararasi Biyokimya Kongresi, 19-23 Eyliil, Erzurum.

Balcy, S., Ding, E., Yilmaz, A., Gortr, A., Giinasti, N., Tamer, L. (2017). Primer A¢ik Acili
Glokom ve Psodoeksfoliyatif Glokom Gelisiminde Pentraksin-3’iin Roli. Uluslararasi
Biyokimya Kongresi, 19-23 Eyliil, Erzurum.

Bobusoglu, 0., Balcy, S., Camsari, A., Gundes, A., Tamer, L. (2018). Investigation of miRNA

Profiles in Patient Groups with ST Elevation Acute Myocardial Infarction and Non-ST

111



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Elevation Acute Myocardial Infarction. 7th International Congress On Molecular Biology

And Biotechnology. 25-27 Nisan, Konya.

ULUSAL HAKEMLI DERGILERDE YAYIMLANAN MAKALELER:

Fidanci, S. B., Yaroglu, H. Y,, Unal, N., Glnes, G., Sert, G. A, Sucu, N., Gimtis, L. T. (2010).
Venodz Tromboz On Tanisi Olan Hastalarda Faktor V Leiden, Protrombin G20210A,
MTHFR C677T ve MTHFR A1298C Mutasyonlarimin Dagilimi. Mersin Universitesi Saghk
Bilimleri Dergisi, 3(3), 30-34.

Fidanci, S. B, Giimiis, L. T. Nitrik Oksit Ol¢iim Yontemleri. Mersin Universitesi Saglhk
Bilimleri Dergisi, 4(3).

Akbayir, S., Fidana, S. B, Sen, F., Bakir, A. Y., Temel, G. 0., Unal, N., Giimiis, L. T. Mersin
Bolgesinde Homosistein, Vitamin A ve Vitamin E Diizeylerine Ait Referans Araliklarinin
Belirlenmesi. Mersin Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi, 4(1).

Yaroglu, H. Y., Goriir, A., Ayaz, L., Fidanci, S. B., Akbayrr, S,, Unal, N., Giimiis, L. T. Mersin
llinde Saghkli Bireylerde MikroRNA Ekspresyon Profili. Mersin Universitesi Saghk
Bilimleri Dergisi, 4(3), 25-29.

Yildirim, H., Gériir, A, Fidanci, S. B, Unal, N.,, Camsari, A., Tamer, L. Akut Miyokard
Infarktiisii ile Malondialdehit, Total Antioksidan Kapasite ve Nitrik Oksit Diizeyleri
Arasindaki iliski. Mersin Universitesi Saghk Bilimleri Dergisi, 5(1), 13-16.

Giinasty, N., Balci, S., Tamer, L. Pentraksinler. Mersin Universitesi Saghk Bilimleri

Dergisi, 10(1), 65-71.

D- ULUSAL BILIMSEL TOPLANTILARDA SUNULAN VE BIiLDIiRi KITAPLARINDA BASILAN
BILDIRILER

1.

Yaroglu, H. Y., Giines, G., Sert, G. A, Fidanci, S. B, Giimiis, L. T. Balc1 S, Gumus LT. Venoz
tromboz 6n tanisi olan hastalarda Faktor V Leiden, Protrombin, MTHFR C677T VE
MTHFR A1298C Mutasyonlarinin Dagilimi. XXII. Ulusal Biyokimya Kongresi. Eskisehir,
27-30 Ekim 2010.

Glimts, L. T., Ayaz, L., Unal, N,, Fidanc, S. B, Akbayrr, S., Gortir, A., Serin, MS,, Kaplan, E.,
Ates, N.A., Tombak, A., Tiftik, N., Arican, A., Ayan, E., Uzman, M., Emektas, G. Akciger
Kanseri Ve Losemi Hastalarinda Dolasimdaki Mirna’lara Ait Erken Sonuclar. XXIII. Ulusal
Biyokimya Kongresi. Adana, 29-02 Kasim 2011.

Fidana, §$. B, YILDIZ, P.O., CAMSARI, A, Gimis, L. T. eNOS T786C VE G894T
polimorfizmlerinin koroner arter hastaliginda risk olarak degerlendirilmesi. XXIV. Ulusal

Biyokimya Kongresi. Konya, 25-28 Eyliil 2012.

112



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

10.

11.

12.

13.

Goriir, A, Fidancy, S. B., Yaroglu, H. Y., UNAL DOGRUER, N., CAMSARI, A.,, Giimiis, L. T. Akut
miyokard enfarktiisii ile malondialdehit, total antioksidan kapasite ve nitrik oksit
diizeyleri arasindaki iliski. XXIV. Ulusal Biyokimya Kongresi. Konya, 25-28 Eylul 2012.
Arikoglu, T., Karaismailoglu, E., Fidanci, $B., Birgiil Tiifekei, S., Gimds, L. T., Kuyucu, S.
XIX. Ulusal Allerji ve Klinik Immiinoloji Kongresi. Antalya, 07-11 Kasim 2012.

Balci, S., Gorur, A, Yildirim Yaroglu, H., Akbayir, S., Dogruer Unal, N., Ayaz, L., Bulut, B,,
Tiirsen, U., Tamer, L. miRNA profilling of early detection of non-melanoma skin cancer.
Poster (P-126). XXV. National Biochemistry Congress. Izmir, 3-6 September 2013.

Gorur, A, Balci, S., Akbayir, S., Yildirim Yaroglu, H., AYAZ, L., Dogruer Unal, N., Utku Akgoér,
U., Cayan, F., Gezgin, G., Tamer, L. Endometrial Kanserde Mikrorna Diizeyleri. Poster (P-
125). XXV. National Biochemistry Congress. izmir, 3-6 September 2013.

Gorur, A, Balci, S., Gezgin, G., Erdogan, S., Bobusoglu, O., Cayan, F., Tamer, L. Tekrarlayan
Gebelik Kayiplar ile MTHFR C677T ve A1298C Polimorfizmleri Arasindaki iliski ve Alel
Frekanslarinin Incelenmesi. Laboratuvar Yénetimi Sempozyumu Kalite- Standardizasyon
- Akreditasyon, Malatya. Poster Sunumu (P8). Turk ] Biochem, 2014; 39 (S1).

Balci, S., Gorur, A., Gezgin, G, AGCA, E., Temel, G. 0., Tombak, A., Tamer, L.
Myeloproliferatif Neoplazmi Hastalarinda, JAK2V617F Mutasyonu ve t(9;22)
Translokasyonunun Arastirilmasi. Laboratuvar Yonetimi Sempozyumu Kalite -
Standardizasyon - Akreditasyon, Malatya. Poster Sunumu (P7). Turk ] Biochem, 2014; 39
(S1).

Gezgin, G., Balci, S., Gorur, A, Yesiltepe, Y., Agca, E., Bobusoglu, O., Tamer, L. Vitamin B12
ve Folik Asit Diizeylerine Ait Referans Araliginin Belirlenmesi. Laboratuvar Yonetimi
Sempozyumu Kalite - Standardizasyon - Akreditasyon, Malatya. Poster Sunumu (P10).
Turk ] Biochem, 2014; 39 (S1).

Akbayir, S., Muslu, N., Balci, S., Ovla, H. D., Tamer, L., Bozlu, M. Prostat Kanserli Hastalarin
Serum Notrofil Jelatinaz Iliskili Lipokalin (Ngal) Diizeyleri. Poster (P-151). XXVII. Ulusal
Biyokimya Kongresi. Antalya, 3-6 Kasim 2015.

Balci, S., Akbayir, S., Muslu, N., Ovla, H. D., Bozlu, M., Tamer, L. Prostat Kanserli Hastalarin
Serum Noropeptit Y Diizeyi. Poster (P-150). XXVII. Ulusal Biyokimya Kongresi. Antalya,
3-6 Kasim 2015.

Balci, S. Giinasti, N., Gezgin, G., Polat, G.,, Tamer, L. Mersin flindeki Talasemi Gen

Mutasyonlarinin Dagilimi. Kahramanmaras Talasemi Sempozyumu. 7-9 Nisan 2016.

113



Senay Balc1 Fidanci, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

E- KITAPLAR
Kitap icinde béliim yazarhgi

1. Senay BALCI, Liiliifer TAMER. Pediatrik Anestezi Akil Notlarl. 1. Baski. Giines Tip
Kitapevleri, 503-514, 2015 istanbul.

2. Lilifer TAMER, Senay BALCI. Micrornas Treatment In Melanoma. Immunomodulatory
and Immunsuppressive Drugs in Dermatology. Ed. Umit Tiirsen. 1. Baski, 201,
Akademisyen Tip Kitabevi, 2016.

3. Senay BALCI, Lilifer TAMER. Cinko metabolizmasi. Dermotolojik hastaliklarda
cinkonun énemi. Ed. Umit Tiirsen. 1. Baski, 135, Selen Yayincilik, 2016.

114



