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OZET

Gelismis ilkelerde kromozom anomalilerinin sebep oldugu sendromlarin
prenatal tanis1 obstetrik takibin onemli bir parcasidir. Anoploidi tami testlerinde altin
standart, klasik kromozom analizidir (karyotipleme). Bununla birlikte Florasan In Situ
Hibridizasyon ( FISH ) ve short tandem repeats (STRs) analizleri molekiiler sitogenetik
ve molekiiler genetik testler olarak spesifik anomalilerin tanisinda rutin uygulamada
kullanilmaktadir.

MLPA,; farkli DNA dizilerinin tek bir reaksiyonda relatif kantitasyonuna imkan
veren yeni bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir. Retrospektif olarak yapilan calismamizda
anoploidi riski tastyan 500 gebeden alinan amniyon sivisinda MLPA teknigi
kullanilarak 13., 18., 21., X ve Y kromozomlarinin doz tayini yapilmistir.

Calismamizda, riskli gebelerden alinarak Ana Bilim Dali’'miza gonderilen
amniyotik sividan 2 cc ayrilarak fetal hiicrelerin DNA lart ekstrakte edilmistir. Fetal
DNA daki 13., 18., 21., X ve Y kromozomlarinin dozajlarinin belirlenmesi amaci ile bu
kromozomlara spesifik problarin PCR ile amplifikasyonu yapilmistir. Elde edilen PCR
iriiniinde 310 Prizm Genetic Analyzer cihazinda Gene Mapper programi kullanilarak
amplifiye olan problarin miktarim gosteren pikler elde edilmistir. Piklerin alanlar
Coffalyser programui ile analiz edilerek adi1 gecen kromozomlarin doz tayini yapilmistir.

MLPA teknigi ile elde edilen sonuglar rutin yontemlerle elde edilen sonuglar ile
kargilastirilarak testin sensitivitesi ve spesifitesi belirlenmistir. MLPA tekniginin rutinde
kullanilabilirligi stnanmis ve yeni yontemin rutinde kullanilan yontemlere gbre avantaj
ve dezavantajlar1 belirlenmistir.

Yapilan calisma sonrasinda orneklerin 480 tanesinde MLPA yontemi ile
sonuclar tayin edilebilmistir. Triploidi saptanan bir olgu (69,XXX) disindaki, tiim olgu

orneklerinde karyotip sonuglart ile MLPA sonuglari uyumlu bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Prenatal tani, Kantitatif PCR, Anoploidi, MLPA



SUMMARY

Prenatal diagnosis of chromosome syndromes is a long established part of
obstetric care in developed countries. Karyotyping has provided the gold standard as a
diagnostic test. Nevertheless, molecular tests, such as fluorescent in situ hiybridisation
(FISH) and short tandem repeats (STRs) analysis, are now in common practice for the

diagnosis of spesific abnormalities.

MLPA is a new technique, that provides relative quantification of different DNA
sequences by a single tube reaction. In our study, we determined retrospectively the
dosages of 13., 18., 21., X and Y chromosomes from amniocentesis samples of 500

pregnants by using MLPA technique.

The DNA is extracted from 2 ml amniotic fluid samples of pregnancies at
increased risk of aneuploidy that are referred to our department. The PCR reactions by
using chromosomes 13., 18., 21., X and Y specific probes performed to quantify the
amounts of these chromosomes in fetal DNAs. The amount of peaks related with the
amplified probes analysed by using Gene Mapper Programme in 310 ABI Prism
Genetic Analyser System and then each peak area analysed by the Coffalyser

programme to determine doses of chromosomes 13., 18., 21., X and Y.

By comparing the MLPA-detected results and the findings from conventional
cytogenetic analyses, we determined the specifity and sensitivity of the MLPA
technique and the usage of the MLPA technique as a routine diagnostic method for

aneuploidy detection.

There was 480 conclusive MLPA tests. Results were concordant with those of

karyotyping with the exception of the 69, XXX karyotyped sample.

Keywords: Prenatal Diagnosis, Quantitative PCR, Aneuploidy, MLPA
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1. GIRIS ve AMAC

Kromozom anomalilerinin prenatal tanis1 1970 yili oncesinden beri gebeligin
yaklagik 16. haftasinda yapilan amniyosentez sonrasi amniyon sivisindan kiiltiire edilen
hiicreler ile yapilmaktadir. Prenatal taniya yaklasimda zaman iginde koryon villus
ormeklemesi (CVS), fetal kan Orneklemesi, in vitro fertilizasyonu takiben
preimplantasyon tam1 ve bazi deneysel yontemler kullanilmaya baglanmistir. Dogal
olarak ebeveynler testlerin sonucunu olabildigince erken 6grenmek istemektedirler.
Erken sonu¢ alma istegine karsilik, prenatal tanida kullanilacak yontem; uygulama
kolayligi, gebede ve fetusta meydana gelebilecek travma ve riskler, elde edilecek
sonucun giivenilirligi, maliyeti ve prenatal tan1 endikasyonuna gore uygun bir sekilde

secilmelidir (18).

Prenatal tamida temel felsefe, tedavisi olanaksiz, yasam siiresi kisith ve agir
bedensel ve zihinsel oziirlere yol acan hastaliklar icin yiiksek riski olan ailelere saglikli

bir ¢cocuk sansi1 verebilmektir (4).

Prenatal tam sayesinde yiiksek riskli c¢ifteler saglikli c¢ocuklara sahip
olabilmislerdir (31).

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemini ilk defa
2002 yilinda Schouten ve arkadaslari, son haliyle relatif kantitatif PCR yontemi olarak
tanimlamiglardir. Slater ve arkadaslari1 2003 yilinda yoOntemin prenatal tanida

kullanilmasi1 konusunda ilk klinik verileri yayinlamislardir (39, 40).

Prenatal tan1 laboratuarlarinda kullanimi yayginlasmaya baslayan bu yontemin
iilkemizdeki klinik verileri ile ilgili bir calisma yapilmamistir. Bu amacgla Ana Bilim
Dalimiza bagvuran prenatal tani endikasyonu bulunan 500 gebeden alinan amniyon
stivilarinda  MLPA yontemi kullanilarak fetuslara ait 13., 18., 21., X ve Y
kromozomlariin doz tayinleri yapilmistir. MLPA teknigi ile elde edilen sonuglar rutin
yontemlerle elde edilen sonuclar ile karsilastirilmistir. Calismamizda testin sensitivitesi

ve spesifitesinin belirlenmesi, MLPA yonteminin rutinde kullanilabilirliginin sinanmasi



ve yeni yontemin rutinde kullanilan yontemlere gore avantaj ve dezavantajlariin

belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Prenatal Tam

Prenatal tamida temel felsefe, tedavisi olanaksiz, yasam siiresi kisith ve agir
bedensel ve zihinsel oziirlere yol acan hastaliklar icin yiiksek riski olan ailelere saglikli

bir ¢cocuk i¢in giivence verebilmektir (4).

Prenatal tam1 multi-disipliner isbirligi gerektiren bir hizmettir. Prenatal tam
hizmeti; genetik, kadin dogum, ultrasonografi ve laboratuar iiniteleri isbilirligi ile

yiiriitiiliir (6, 31).

2.1.1. Prenatal Tanimin Tarihcesi

Amniyosentez; ilk defa polihidramnioz tedavisi i¢in kullanildigi 18. yiizyilda
tanimlanmigtir. Amniyotik sividaki hiicrelerde seks kromatininin analiz edilmesi,
hemofili ve muskiiler distrofi gibi X kromozomal resesif gecisli hastaliklara yaklagimi
radikal sekilde degistirmis, bazi metabolik hastaliklarin prenatal tanisini1 miimkiin

kilmustir (6).

1966 yilinda Steele ve Breg, kiiltiire edilen amniyotik s1v1 hiicrelerini kullanarak
fetusa ait kromozom yapisinin belirlenebilecegini bildirmislerdir. Bu gelisme prenatal

taninin baslangici olarak kabul gérmektedir (6, 31, 42).



2.1.2. Prenatal Taninin Hedefleri

Prenatal taninin hedefleri icinde, uygulanabilecek tani yontemleri ile fetusta

olast bir hasaligin tanisin1 en kisa siirede aileye bildirmek ve hastaliin intrauterin

donemde tedavisine olanak saglamak yer almaktadir (31).

2.1.3. Prenatal Tam1 Endikasyonlari

N A~ W N -

O 0 3 O

. Ilerlemis anne yas1

. Fetusda anormal USG bulgusu

. Anne anksiyetesi

. Ailenin 6nceki ¢ocuklarinda tespit edilmis kromozom anomalisi bulunmasi

. Ebeveynlerde (maternal ve/veya paternal) yapisal kromozom anomalisi

bulunmasi

. Baz1 durumlarda X-kromozomal hastalik hikayesi
. Artmis NTD riski
. Anne serumunda tarama ile belirlenmis yiiksek risk

. Anamnezinde ikiden fazla nedeni bilinmeyen 6lii dogum ve / veya anomalili

bebek oykiisii olan gebeler (4, 31).



2.1.4. Prenatal Tanm Testleri

2.1.4.1. Non-invaziv Prenatal Tam Testleri

2.1.4.1.1. Biyokimyasal Tarama Testleri

AFP: Esas olarak fetus kaynakl bir glikoproteindir. Anne serumunda (MSAFP)
ve amniyotik sivida (AFAFP) seviyesi belirlenerek fetal NTD riskini saptamak amaci
ile kullanilabilir. MSAFP olciimii sayesinde fetal NTD riski, Down sendromu riski
belirlenebilmektedir. invaziv olmayan yontemler olan MSAFP &l¢iimii ve USG nin

birlikte kullanimu testlerin gecerliligini artirmaktadir (4, 31).

PAPP-A: Gebeligin 16. haftasinda anne serumunda seviyesine bakilan
pregnancy-associated plasma protein A, li¢lii testle beraber degerlendirildiginde trizomi

18 li vakalarin yaklagik %100 iinde yiiksek risk tayin eder (53).

Inhibin-A: Gebeligin 16. haftasinda anne serumunda seviyesine bakilan inhibin-
A, tglii test ile birlikte degerlendirildiginde iiclii testin %60 olan trizomi 21 varlig

tarama basarisini teorik olarak %75 e yiikseltecektir (53).

2.1.4.1.1.1. Uglii Test

Uclii tarama testi ve anne serumu taramasi (AST) benzer anlamlarda
kullanilirlar. Bu tarama testi; AFP, uE; ve hCG nin anne serum seviyelerinin 6lciilmesi
sayesinde yapilir. Uglii test; fetusda Down Sendromu, Edwards Sendromu ve NTD
bulunma riskini belirler. Bu test gebeligin 15. ve 20. haftalar arasinda yapilabilmektedir

(31).



Cizelge 2.1.4.1.: Anne Serum Taramasinda Hastaliklar ile Ilgili Beklenen Hormonal

Seviye Degisiklikleri.
AFP uE; HCG
Artmis Down Send. Risk | | | 1
Trizomi 18 ! ! !
NTD 1 Uygulanmaz Uygulanmaz

Cizelge, Nussbaum, R. L., Mclnnes, R. R., Willard, H. F.: Thompson & Thompson
Genetics in Medicine, 6.baski, Saunders, (Tiirkce Cevirisi, Giines Kitabevi, 2005) (31)

den alinmistir.

2.1.4.1.1.2. ikili Test Ve USG

Erken amniyosentez ve CVS tekniklerinin gelismesi, ii¢lii tarama testinin ilk

trimestere kaydirilmasini giindeme getirmistir (4).

Ikili testte; ilk trimestrdaki nukkal kalinlik, B-hCG ve PAPP-A nin maternal
serum seviyeleri kullanilir. Ikili testte Down sendromu i¢in B-hCG seviyesi tipik olarak
ortancadan yiiksek, PAPP-A seviyesi ise diisiik bulunacaktir. Bu yontemin basart oram

9%85-90 a kadar yiiksek olabilmektedir, yanlis pozitiflik oran1 ise <%35 tir (13, 18, 41).

2.1.4.1.2. USG

Fetusun genel durumunun degerlendirilmesi ile ilgili olarak USG nin Onemi
giderek artmaktadir. Fetal yas tayini, ¢ogul gebeliklerin ve fetusun canli oldugunun
saptanmasi, ikinci trimesterden itibaren fetal cinsiyetin saptanmasi USG ile miimkiin
olabilmektedir. Bir ¢cok malformasyon USG ile saptanabilmektedir. Ultrasonografinin

anneye ya da bebege zararli oldugu gosterilmemistir (31).

Anormal USG bulgularmin bazilar1 kromozomal andploidiler ile iligkili
olabilmektedir. NT ol¢timii, fetal anoploidi riskini degerlendirmek i¢in faydalanilan

ultrasonografi ol¢iimlerinden biridir. Fetal anoploidilerde gebeligin 10. ve 14. haftalar



arasinda artmis NT saptanabilir. Artmig NT aym zamanda fetal kalp hastaliginin veya
bir genetik sendromun isareti olabilir. Bu durumda kromozom analizi yapilarak kesin

taniya ulasilabilmektedir. (31).

2.1.4.2. invaziv Prenatal Tam Testleri

2.1.4.2.1. Koryon Villus Orneklemesi

CVS, genellikle gebeligin 10. ve 12. haftalar1 arasinda uygulanmaktadir. Bu
uygulamada koryon villuslarindan USG esliginde transservikal veya transabdominal
yolla biyopsi almnmaktadir. Ik defa Mohr tarafindan 1968 yilinda fetus ile ayn1 genetik
yapida olan plasentanin incelenmesi ile fetus hakkinda karara varilabilmesi esasina
dayanan bu yontem amniyosentezin alternatifidir. CVS in en 6nemli avantaji, sonug¢larin
gebeligin daha erken doneminde elde edilebilmesidir. Ancak, AFP ye bu donemde
bakilmaz. NTD taramasi i¢cin gebeligin 16. haftasinda anne serumu AFP diizeyi

bakilmasi gereklidir. CVS islemine bagh diisiik riski yaklasik olarak %I dir (29, 31).

Yamamoto ve arkadaglar1 1975 yilinda tibbi tahliyelerden elde edilen trofoblast
dokusuna uyarladiklari, kromozom elde etmek icin son derece hizli bir teknigi (direkt
preparasyon) CVS materyalinde basari ile uygulamislardir. Bu teknik ile biyopsiyi takip
eden birka¢ saat i¢inde kromozom analizi miimkiin olabilmektedir. Teknik, pek cok
modifikasyonlarla diizeltilmesine ragmen elde edilen kromozomlarin bant kalitelerinin,
kiiltirden elde edilenlere oranla daha kotii olmasi nedeniyle bazi durumlarda analiz
problemleri yasanmaktadir. Buna karsilik hizli sonu¢ vermesi ve maternal hiicre
kontaminasyon tehlikesinin olmamasi nedeniyle bu teknik pek ¢ok biiyiikk merkezde

hiicre kiiltiirii ile paralel olarak uygulanmaktadir (4, 52).

CVS de materyalin direk preparasyon avantaji bulunmaktadir. CVS materyalinin
kiiltiire edilmesi ile elde edilen kromozom analizindeki basar1 oran1 amniyosentezdeki
gibi %90 dan yiiksektir. Sonuclarin yaklasik %2 sinde kromozomal mozaiklige bagl
belirsizlik vardir. Boyle bir durumda sonuglarin amniyosentez ile kontrolii

gerekmektedir (31).



2.1.4.2.2. Amniyosentez

Amniyosentez, amniyotik sivi Orneginin bir enjektorle USG esliginde
transabdominal olarak alinmasi islemidir. Amniyotik sivida bulunan hiicrelerin hepsi
fetal hiicrelerdir ve tanisal amag¢h kullanilabilirler. Amniyosentez genel olarak 15.-16.

gebelik haftasinda uygulanir (4, 31).

15.-17. haftalar arasinda USG esliginde yapilan transabdominal amniyosentez
anne ve fetus agisindan yiiksek seviyede giivenlidir. Bu islem sirasinda direk travmaya
bagh anneye ait komplikasyonlar ve fetal yaralanma pratik olarak bilinmemektedir.
Avantajlarindan bir tanesi yonteme bagli sitogenetik sonuglarin yiiksek seviyede
giivenilir olmasidir. Standart amniyosentezin en belirgin dezavantaji ydntemin
sitogenetik sonuclarinin ge¢ elde edilmesidir. Yani amniyosentez icin endikasyon; iiclii
tarama testinde c¢ikan yiiksek risk ise yontem 16.-17. haftalardan Once

uygulanamayacaktir (18).

Ikinci trimesterde yapilan amniyosentez islemininde %0,5-1 oraninda artmis
diisitk riski bulunmaktadir. Enfeksiyon ve bebek yaralanmalar1 gibi riskler nadir
goriiliir. Amniyotik sivi voliimil ve icindeki hiicre yogunlugu gebelik haftasina gore

onemli degisiklikler gosterir (Cizelge 2.1.4.2.). (4, 31)

Prenatal taniy1 gebeligin erken safhalarinda yapma calismalart hep var olmustur.
11. gebelik haftasindan once yapilan amniyosentezlerde, amniyotik s1vi hacminin ve ml
ye diisen hiicre sayisimin azligi hiicre kiiltiiriinde basar1 oraninin %68 lere kadar
diisiirmektedir. Erken amniyosentez (10.-14. gebelik haftasinda) ile ikinci trimester
amniyosentez islemlerinin gilivenligi ve fetal sonuglar karsilastinldiginda, erken
amniyosentezde kendiliginden diisiik oraninin % 2.6, ikinci trimester amniyosentezdeki
oranin ise % 0,8 oldugunu gostermistir. Rh-negatif kadinlara bu invaziv girisimlerden

sonra Rh immiinglobulin rutin olarak uygulanmaktadir (4, 31).

Ilerde bahsedilecegi gibi amniyon sivist kullanilarak yapilan analiz yontemleri

icin bu fetal hiicrelerin sayilar 6nemlidirler.



Cizelge 2.1.4.2.: Gebelik Haftalarina Gore Amniyotik Sividaki Hiicre Sayilari

Gebelik Haftas1 Hiicre Sayisi/ml Amniyotik Stvi/ml
9 5.700 -
10 24.000 30
11 27.000 54
12 60.000 58
13 91.000 71
14 126.000 124
15 135.000 137
16 185.000 190
20 380

Cizelge, Elejalde R. B., Elejalde M. M., Acuna M. J., Thelen D., Trujillo C Karrmann
M: Prospective study of amniocentesis performed between weeks 9 and 16 of gestation.

Am. J. Med. Gen. 35: 188, 1990 den alinmustir (15).

2.1.4.2.3. Kordosentez

Kordosentez islemi; fetal kan Orneginin umblikal kordondan ultrasonografi
esliginde alinmasidir. Kordosentez ile alinan fetal kan 6rnegi ile, uygun hiicre kiiltiirleri
ile kromozom elde etmek birkag¢ giinde miimkiin olabilmektedir. Amniyosentez sonucu
kiiltiir basarisinin olmadig1 veya celigkili sonuglar alindigi durumlarda kordosentez
yapilir. 19. ile 21. gebelik haftalarinda yapilan kordosenteze bagl diisiik oran1 yaklagik
%?2-3 tiir (31).



2.1.4.3. Prenatal Tam Icin Yeni Gelisen Teknikler Ve Deneysel

Uygulamalar

2.1.4.3.1. Preimplantasyon Genetik Tam

Preimplantasyon genetik tamida IVF sonrast 6-8 hiicreli embriyonun tek
hiicresine biyopsi yapilir. Bu hiicrede genetik teknikler uygulanir ve embriyonun
saglikli oldugu anlasildiginda uterusa aktarimi gerceklestirilir. Biyopsi hiicresinde tek
gen hastalifina yonelik molekiiler analiz yapilabilmekte veya FISH ile fetal
kromozomal anomaliler saptanabilmektedir. Biyopsi yapilmis embriyolarda herhangi
bir kalic1 hasar gosterilmemis olmakla birlikte bu teknik ile ilgili az miktarda veri vardir

(31).

2.1.4.3.2. Maternal Kandan Fetal DNA Ve Hiicrelerin Ayristirilmasi

Az miktarda fetal hiicrenin anne dolasiminda bulundugu 1969 gosterilmis olup,
anne kaninda bulunan degisik tipteki fetal hiicreler ayristirilabilmistir. Bu durum Anne
dolagiminda bulunan bu fetal hiicrelerin prenatal tan1 amaclh kullanilmalarina neden
olmustur. Sozii edilen teknigin yaygin olarak kullanimindan 6nce, prenatal tanmi igin
anne dolasiminda bulunan fetal Ienfosit, niikleuslu eritrositler ve trofoblastl
fragmanlarin hangisinin ideal fetal hiicre oldugunun belirlenmesi gerekmektedir. Fetal
lenfositler maternal dolagimda uzun siire kalicidirlar ve bu 6zellikleri ile sadece ilk
gebeliklerde tan1 amacli kullanilabileceklerdir. Trizomi 21 basta olmak iizere, bircok
anoploidide anne dolasiminda bulunan fetal hiicre sayisinin arttigi gosterilmistir.
Maternal kan 6rneklemesinin gebeligin hangi doneminde yapilmasi gerektigi konusunda

calismalar siirmektedir. (31).

Fetal dokudan maternal dolasima saliverilen iki onemli hiicre tipi cekirdekli
kirmiz1 kan hiicresi ve trofoblasttir. Maternal kan 6rneginden bu hiicrelerin ayrilmasinda
cesitli yontemler kullamlmaktadir. Ancak bu yontemlerden higbiri yeterince tatmin

edici degildir (18, 47).
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Cekirdekli kirmiz1 kan (Nucleated red blood cell) hiicrelerinden fetal kaynakli
olanlari, maternal kaynakli ¢ekirdekli kirmizi kan hiicrelerinden ayirmak icin gelismis
yontemler gereklidir. ABD Ulusal Saglik Enstitiisii himayesinde amniyosentez veya
CVS sonuclarimi ¢ekirdekli kirmizi kan hiicreleri sonuglariyla kiyaslayan biiyiik bir
arastirma hali hazirda devam etmektedir. ilk 5 yilda elde edilen verilere gore; FISH
analizlerinde andploidi i¢in yanhs pozitif oranlan diisiik olarak bulunmustur (%1).
Fakat hassasiyeti diisiiktiir ve analiz kriterlerine gore trizomilerin yaklasik dortte birlik

boliimiinii saptamada yetersiz kaldig1 gosterilmistir (5, 18).

Trofoblast hiicreleri erken hamilelik donemi boyunca decidua ve myometriumu,
uterus damarlarinin i¢ine sizmak suretiyle istila ederler. Bazilar1 maternal dolasima girer
ve maternal kandaki konsantrasyonu mililitrede bir hiicre civarindadir. Saflastirma
yontemleri trofoblast hiicrelerinin ayristirilmasina izin verebilmektedir. Konu ile ilgili

calismalar devam etmektedir (18, 32).

2.1.4.3.3. Servikal Fetal Hiicrelerin Eldesi

Trofoblast hiicreleri, uterus kavitesinden endoservikal kanala girebilir ve
endoservikal irrigasyon ve aspirasyon (lavaj) yoluyla molekiiler analiz i¢in
toplanabilirler. Lavajin, erken CVS komplikasyonu olarak gelisebilecek defektlere

benzer risk tagidigi unutulmamali ve lavaj tekniginin detaylart Snemsenmelidir (8, 18).

Papanicolaou servikal orneklemesi (Pap smear) yillardir kullanilan rutin bir
yontemdir. Bazi trofoblastlarin serviks disina kadar hareket etmelerinden faydalanarak
bu hiicrelerin prenatal tanida kullanilmasi da basarili olabilecektir. Bunlar muhtemelen
direk CVS Kkiiltiiriinde test edilen hiicreler gibi ayni hiicre popiilasyonu seklinde
olacaklardir. Bu yontem sayesinde gebeligin 7. haftasindan baglayarak daha erken tani

miimkiin olabilecektir (18).

Fejgin ve arkadaglar1 2001 yilinda servikal fetal hiicrelerde FISH yontemi
kullanarak kesin olmayan fakat umut veren sonuglar elde etmislerdir, fakat Cioni ve

arkadaslan tarafindan 2003 yilinda rapor edilen denemelerde ne FISH, ne de molekiiler
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yaklagimin tatmin edici olmadig1 sonucunu ortaya koyulmustur. Bu hiicrelere tek hiicre
molekiiler yonteminin uygulanmasinin daha hassas olabilecegi diisiiniilmiistiir. Findlay
2003 yilinda az miktarda elde edilebilen bu fetal hiicreleri kiiltiire etmis ve harvest
asamasindan sonra O©nemli andploidileri degerlendirmek icin FISH yontemini
kullanmistir. Tek hiicreye uygulanacak molekiiler metodolojinin daha dogru olabilecegi

ve prensip olarak trizomilerin taninabilecegi belirtilmistir (10, 16, 17, 18).
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2.2. Kromozom Diizensizlikleri

Kromozom anomalileri gebelik kaybi, dogumsal kusurlar ve mental
retardasyonun 6nemli bir nedenidir. Insan somatik hiicrelerindeki kromozom sayisinin
46 oldugunu ilk olarak 1956 yilinda Tijo ve Levan bildirmislerdir. Tiim ©zelliklerin
kusaktan kusaga aktarilmasimi saglayan kromozomlar; sekil, biiyiikliik ve say1 gibi pek
cok bakimdan her canli tiirii icin sabit ve Ozgiindiir. Bilindigi gibi, 23 ¢ift olan insan
kromozomlarmin 22 ¢ifti otozomal ve 1 c¢ifti de gonozomal kromozomlardir.
Kromozomlar sentromer lokalizasyonlarina gore metasentrik, submetasentrik ve
akrosentrik kromozomlar olarak iice ayrilir. Kromozom ¢iftinin kendine 6zgii bir
biiyiikliigli, morfolojisi ve boya alma ozelligi vardir. Bu oOzelliklerine gore de
kromozomlar; A (1-3), B (4-5), C (6-12 ve X), D (13-15), E (16-18), F (19-20), G (21-
22 ve Y) olarak gruplandirilirlar. Kromozom sayisindaki ya da yapisindaki degisiklikler
kromozom diizensizliklerini olusturur (9, 12, 14, 34, 45).

2.2.1. Sayisal Diizensizlikler

Insan germ hiicrelerinde 23 adet kromozom bulunur. Bu say1 insan i¢in haploid
sayidir. Insan somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi ise germ hiicrelerindeki sayimin
ya da haploid kromozom sayisinin iki katidir, yani diploiddir ve diploid bir hiicrenin

kromozom sayis1 46 dir (14, 34).

Oploidi: Hiicredeki kromozom sayisinin haploid saymnmn tam kati kadar

olmasidir.

1. Haploidi: (n=23) Germ hiicrelerindeki kromozom sayisidir.
2. Diploidi: (2n=46) Fertilizasyon sonrasi somatik hiicrenin kromozom sayisidir.
3. Triploidi: (3n=69) Haploid kromozom sayisinin ii¢ kat1 artmasidir.

4. Tetraploidi: (4n=92) Haploid kromozom sayisinin dort kati artmasidir.

13



Oploidi, hiicre boliinmesi sirasindaki kusur nedeniyle ortaya ¢ikar. Oploidide
temel kusur, hiicrede nukleus boliinmesi oldugu halde sitoplazma bdliinmesinin

olmamasidir, iki farkli boliinme hatasi tantmlanmustir;

1. Endomitoz: Hiicre boliinmesine hazirlik olarak kromozomlar kati kadar
cogalir. Mitoz boliinmenin ilk iki evresi (profaz ve metafaz) gerceklesir fakat anafaz ve
telofaz gerceklesmeyerek sitoplazma boliinmesi olusmaz. Boylece kromozom sayist her

boliinmede kati kadar artmais olur.

2. Endoreduplikasyon: Endomitozda oldugu gibi kromatidler bdliiniir ve
kromozomlar kati kadar artar. Ancak hiicre boliinmesi gergeklesmez ve
sentromerlerinden birbirine tutunmus durumda ¢ok sayida kromatidden olugsmus olan

(4-8 kromatid) kromozomlar ortaya ¢ikar.

Anoploidi: Temel kromozom sayisimin katlar1 kadar olmayan artma ya da
eksilmelere denir. Andploidi kromozomlardaki artmay:1 ifade ediyorsa hiperploidi,
eksilmeyi ifade ediyorsa hipoploidi adim alir. Gametik hiicrelerde haploid sayinin kati

kadar olmayan artis1 hiperhaploidi, eksilmesi ise hipohaploidi adin1 almaktadir.

1. Hiperploidi: En ¢ok gozlenen hiperploidiler;
Trizomi (2n+1): Kromozom ciftlerinden birinin 2 yerine 3 tane olmasidir. Tetrazomi
(2n+2): Ayn1 homolog kromozom ¢iftinden bir yerine iki ¢ift bulunmasi ya da farkli iki

homolog kromozom c¢iftinin trizomisini ifade eder.

2. Hipoploidi:
Nullizomi (2n-2): Herhangi bir kromozom ¢iftinin bulunmamasi durumudur.
Monozomi (2n-1): Bir ¢ift homolog kromozomun bir iiyesinin bulunmamasi durumudur

(14).
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Anoploidinin olus nedenleri hiicre bolilnmesi sirasinda ortaya ¢ikan kusurlardir.

Bunlar iki sekilde olusmaktadir;

1. Kromozom Ayrilamamasi (Nondisjunction): Boliinmeye hazirlik doneminde
kendini iki katina cikaran kromozomlar metafaz evresinde ekvatoriyal diizlemde
toplanirlar, sentromerlerinden uzunlamasina ikiye boliinen her yarim ayr bir kutba
gider ve boliinme olgusu tamamlanir. Kimi zaman kromozom uzunlamasina boliinemez
ve bir kutba iki yarim giderken diger kutba kromozom gitmez. Bu olaya kromozom
ayrilamamasi (nondisjunction) denir. Hem mitoz hem de mayozda meydana gelebilir,
ancak boliinme tiiriine gore ortaya cikacak sonu¢ da degisik olacaktir. Kromozom
ayrilamamasinin en sik goriileni ve Onemli olani mayoz boliinme esnasinda ortaya
cikamidir. Kromozomun ikiye boliintip ayr1 kutuplara gitmesi beklenirken bunun
gerceklesmemesi nedeniyle hiicrelerden birinde s6z konusu kromozom hig
bulunmazken (nullizomi) digerinde ayni kromozomdan iki tane bulunacaktir (dizomi).
Ayni iki kromozomu tagiyan gamet normal bir gametle birlesecek olursa zigot trizomik
olacak, ilgili kromozomu tasimayan gamet normal gametle birlesecek olursa zigot

monozomik olacaktir (14).

2. Anafazda Geri Kalma: Kromozom ayrilamamasma benzer. Burada
uzunlamasina boliinerek kutuplara cekilecek olan kromozomlardan biri anafaz
evresinde geri kalir. Hareket etmekte ge¢ kalan bu kromozom ya homologunun
bulundugu kromozom grubuna katilir ya da kaybolur. Homologunun bulundugu
hiicreye katilirsa bir hiicrede aymi kromozomdan iki tane bulunur, digerinde hig
bulunmaz. Sonu¢ olarak kromozom ayrilamamasma benzer. Fakat sitoplazma
boliinmesi sirasinda kaybolacak olursa hiicrelerden biri normal kromozom kurulusuna

sahipken digerinde bir kromozom eksik olacaktir (14).
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2.2.2. Yapisal Diizensizlikler

Kromozom kiriklariin tiimii yapisal kromozom diizensizlikleriyle sonuglanir.
Bir kromozom kiriginda iki yapiskan u¢, DNA tamir mekanizmalar1 sayesinde bir araya
getirilir. Ancak ortamda birden fazla kirik varsa, tamir mekanizmalari, kromozom
fragmentlerini birbirlerinden ayiramadiklan i¢in yanhs eslesme meydana gelebilir. Bu
durum kromozomlarin yapilarinin  ve kirik noktalarinda bulunan genlerin
fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur. Tiim bu normalden sapmalar da kendini

fenotipte ifade eder. Yapisal kromozom anomali ¢esitleri sunlardir;

Translokasyon: Kromozomal materyalin bir kromozomdan digerine aktarilmasi

ile olusan yapisal diizensizliklerdir.

Delesyon: Kirillma nedeniyle bir kromozom parcasinin kaybidir. Cok biiyiik
parca kayiplann yasamla bagdagmaz. Total haploid genomun %2 sinden fazla olan

kayiplar letaldir.

inversiyon: Bir kromozom iizerinde iki kirik noktasi arasindaki kromozom
parcasinin kendi ekseni etrafinda 180°donerek yapismasiyla olusur. Sentromeri
iceriyorsa perisentrik, icermiyorsa parasentrik inversiyon adimi alir ve dengelidir.
Kirilma noktalarindaki genlerin harabiyeti durumunda nadiren de olsa klinik

problemlerle karsilasilir.

Izokromozom: Bir kromozomun bir kolunun kaybi, diger kolunun
duplikasyonudur. Mayoz boliinmede sentromerin boyuna boliinmesi gerekirken enine
boliinmesi sonucu olusur. En sik goriillen izokromozom; Turner sendromu ile

sonuc¢lanan X kromozomunun uzun kol izokromozomudur.

Halka Kromozomu: Bir kromozomun her iki kolunda kirik olusmasi ve
yapiskan uclarin birbirleriyle kaynagmasi sonucu olusur, ilgili kromozomun terminal
uclan kaybolmustur. Bu nedenle kromozom bir otozom ise etkileri agir olur. En sik X

kromozomunun halka formu goézlenir (14).
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2.3. Anoploidi Tayininde Kullamilan Genetik Analiz Yontemleri

2.4.1. Klasik Kromozom Analizi
2.4.2. Molekiiler Sitogenetik Analiz
2.4.3. Molekiiler Analiz

2.3.1. Klasik Kromozom Analizi

Prenatal tamida klasik kromozom analizi, kromozomlarin uygun sekilde
kondanse olduklar1 metafaz safhasindaki hiicrelere, genellikle G-bantlama uygulanarak
yapilmaktadir. Amniyotik sivida boliinme asamasinda fetal hiicre bulunmadigindan
metafaz safhasinda hiicreler elde etmek i¢in kiiltiir edilmelidir. CVS materyalindeki bazi
fetal hiicreler spontan olarak boliinmektedirler ve bunlardan metafaz safhasindakiler
analiz i¢in kullanilabilirler. Spontan bdliinen bu hiicrelerdeki kromozomlardan, kiiltiire
edilen hiicrelerdekine gore daha fazla kondanse olduklarindan daha diisiik resoliisyonda

bantlar elde edilir (25).

Resoliisyon seviyesi yapisal anomalileri saptayabilmek i¢in 6zellikle 6nemlidir.
Yiiksek resoliisyonda G-bantlamaya ragmen 5 Mb dan daha az biiyiikliikteki delesyon
ya da dublikasyonlar bu yontemle tespit edilemeyeceklerdir (25).

Amniyon sivist veya koryon villus hiicrelerinin kiiltiire edilmesi ve kromozom
analizi icin 1-2 haftalik siire gereklidir. Koryon villuslar, kisa siireli veya uzun siireli
kiiltiirii takiben karyotipleme i¢in kullanilabilirler. Kisa siireli kiiltiir ile, cok daha cabuk
sonug¢ verilebilmekle birlikte, kromozomlarda detayli analiz icin gereken yeterli bant
rezoliisyonu olmayan, kotil kalitede preparatlar elde edilir. Cogu laboratuvarda her iki
teknik birlikte kullanilmaktadir, ancak kiiltiir tekniklerinden sadece biri secilecekse,
tercihimiz mezankimal kor hiicrelerinin uzun siireli kiiltiir tekniginden yana olmalidir

(31).

Kiiltiir Basarisizhigi: Eger fetusda anomali bulundugunda ebeveynler gebeligi

sonlandirmay1 diisiinebilme sansina sahip olurlarsa, kendilerine miimkiin olan en kisa
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kisa zamanda bildirilmelidir. Ciinkii, prenatal tam her zaman zamana kars1 bir yaristir:
Gebelik sonlandirmanin 20. haftadaki tibbi riski, 8. haftadaki sonlandirma riskinden 20
kat daha fazladir. Kiiltiiriin basarnisizlik oran1 az goriilmekle birlikte, bir sorun teskil
edebilir. 1996 yilinda Reid ve arkadaglar1 tarafindan 4134 amniyon Ornegi calisilmas,
orneklerin %99 unda karyotipleme ile sonug elde edilmis ve andploidili vaka oran1 % 4
olarak tespit edilmistir. Bu calismada Onemli nokta; karyotipleme ile sonug elde
edilemeyen %1 lik kistm (42 vaka) ileri tekniklerle takip edildiginde bu grubun %19
unun kromozomal agidan anomali saptanmis olmasidir. CVS kiiltiiriinde iireme olmazsa
kromozom caligmasin1 amniyosentez ile tekrarlamak i¢in zaman vardir. Eger,
amniyosentez sonrast hiicre Kkiiltiir basaris1 olmaz ise, gebelik haftasina gore

amniyosentez tekrarina gidilir, veya kordosentez onerilir (23, 31, 35, 37).

Dezavantajlarina  ragmen prenatal takipte klasik kromozom analizi

(karyotipleme) “Altin Standart” tir (21, 40).

2.3.2. Molekiiler Sitogenetik Analiz

Molekiiler sitogenetik, isaretli DNA problart kullanilarak interfaz veya
metafazdaki kromatin ve kromozomlarin mikroskobik analizi olarak tanimlanabilir. Bu
yaklagim, mitotik hiicrelerin standart mikroskobik preparasyonlarinda, denatiire edilmis
kromozomal DNA ile tek dali DNA dizilerinin (prob) uygun kosullarda
birlesebildiginin gézlenmesi ile ortaya konulmustur (12, 14, 26, 45).

In Situ Hibridizasyon, kisa adiyla ISH teknigi spesifik DNA veya RNA
sekanslariin doku kesitlerindeki her hiicrede, kromozom preparasyonlarinda veya
interfaz niikleuslarinda morfolojik olarak gosterilmesini ve niikleik asitlerin kendi dogal

hiicresel ortamlarinda incelenmesini saglayan, doku/hiicre arkitektinin bozulmadigi bir

tekniktir (3, 14, 45).

Herhangi bir kavram kargasasim1 onlemek i¢in terimler hakkinda bilgi vermek
yerinde olacaktir. In Situ Hibridizasyon (ISH), teknigin genel adidir ve prob DNA si ile

ornek/materyal DNA smin kendi ortaminda hibridize edilmesini ifade eder. Non-
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izotopik In Situ Hibridizasyon (NISH), radyoaktif olmayan bir madde ile isaretlenmis
prob kullanilarak yapilan ISH analizidir (3, 14, 45).

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) ise probun haptenlerle ya da
florokromlarla isaretlenip florokrom maddelerle goriintiilenmesinden olusan, floresan
veren sinyaller ile degerlendirilmenin yapildigi bir ISH teknigidir. Diger bir deyisle
NISH in bir alt dahidir (3, 14, 45).

FISH teknigi duyarliligi ve uygulanmasindaki kolaylik nedeniyle hem temel
arastirma hem de diyagnostik alanda rutin olarak kullanilmaktadir. 1 Mb kadar kiiciik
DNA problan ile metafaz kromozomlar1 ve interfaz kromatini incelenebilmekte, prob
iiretiminde YAC klonlariin PCR ile amplifikasyonu, %99 etkinlikle interfaz tanida
kullanilabilmektedir (Cizelge 2.4.) (3, 14, 45).

Cizelge 2.3.: FISH Tekniginin Kullanim Alanlar

DiAGNOSTiK ARASTIRMA

-Interfaz sitogenetigi -Gen haritalamas1

-Klinik sitogenetik ve prenatal tani -Gen ekspresyon analizi
--Anoploidi tayini -Tiimor biyolojisi

--Yapisal anomalilerin saptanmasi -Mikrobiyoloji/viroloji
--Mikrodelesyon sendromlar1 -Somatik hiicre hibridizasyonu
-Dokularda enfeksiyon ajanlarinin tanisi -Mayoz/Mitoz analizleri
-Kanser sitogenetigi -Hiicre tanimlama

Cizelge “Caferler, J.S.: Endoservikal 6rneklerde fetal hiicrelerin tespiti, Doktora tezi,
Osmangazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali na

baglh Tibbi Genetik Bilim Dali, Eskisehir, 1996.” dan alinmistir (9).

FISH tekniginin tercih edilmesinin 6nemli nedenlerinden biri de interfaz
nukleuslarinda kromozom analizi yapma olanagini saglamasidir. Bu 6zelligi nedeniyle
prenatal ve postnatal tani ile kanser genetiginde ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.

Interfaz sitogenetiginin prenatal tanida uygulandig diger bir alan da preimplantasyon
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embriyo genetigidir. Preimplantasyon embriyolar1 FISH araciligi ile sayisal anomaliler
yoniinden incelenebilmektedir ve fetal cinsiyet X ve Y kromozomlarina 6zgii problar
araciligr ile interfaz nukleuslarinda saptanabilmektedir. Translokasyon tasiyicisi
ebeveynlerin fetuslarinin andploidi agisindan taranmasi hizli sekilde yapilabilmektedir.
X kromozomal hastalik riski halinde fetal cinsiyetin hizl1 bir sekilde belirlenmesi, DNA
ve biyokimyasal analiz endikasyonu olup olmadiginin saptanmasi agisindan 6nemlidir.
Lokus spesifik problar ile prenatal ve postnatal donemlerde andploidi tayinleri, delesyon
sendromlari, XX erkeklerde SRY geni, XIST geninin varlig1 ve benzeri durumlar yine

interfaz nukleuslarinda incelenebilirler (3, 14, 45).

Bunun yanminda germ  hiicrelerindeki andploidi ve yapisal yeniden
diizenlenmelerinin tanisinda alfa satellit, lokus spesifik ve tiim kromozom problari

kullanilabilir (14).

FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri: Niikleik asit problarinin
sitolojik, hiicresel veya kromozom preparatlarindaki denatiire edilmis DNA veya RNA
ile hibridizasyonuna dayanan molekiiler bir teknik olan FISH e, belirli bir hiicresel veya
kromozomal bolgenin goriiniir hale gelmesi ancak o bolgeye spesifik olan bir probun
kullanilmasiyla gerceklesebilir. Bu nedenle hibridizasyon tekniginde en Onemli
asamalardan biri prob sec¢imidir. Hibridizasyonun giivenilir ve duyarli olmasinda,
kullanilan probun amaca yonelik olmasi, uzunlugu, kalitesi, incelenecek materyale,
degerlendirilecek anomali tipine ve bolgesine (kromozom analizi) uygun olmasi ayrica

hapten molekiilii ile tam olarak isaretlenmis olmast biiyiik 6nem tagimaktadir (14, 45).

FISH tekniginin sitogenetik alanindaki kullaniminda 4 farkli prob cesidi vardir;
a. Tekrarlayan dizi problari (satellit problar1)
b. Lokusa spesifik problar
c. Tiim kromozomu boyayan problar (library problari)
d. Banda 6zgii problar
e. Telomerik, subtelomerik problar (14, 45).
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a. Tekrarlayan dizi problari: Sentromerik ve perisentromerik bolgede bulunan
tekrar dizilerine 6zgii problar o, B ve klasik satellit problar1 olarak adlandirilir. Alfoid
DNA dizileri kromozomlara 6zgii olup, sentromerik bolgede yer alirlar. Bu dizilere ait a
satellit problarinin sinyalleri ¢ok kuvvetlidir ve 0Ozellikle interfaz sitogenetiginde
anoploidilerin saptanmasinda kullanilirlar.  satellit problar akrosentrik kromozomlarin
polimorfik satellit bolgelerinin, klasik satellit problar ise 1., 9., 16. kromozomlarin
heterokromatin alanlart ile Y kromozomunun uzun kolunda yer alan tekrar dizilerinin

gosterilmesi amaciyla kullanilirlar (14, 45).

b. Lokusa spesifik problar: Klonlanmis genlere 6zgii dizileri iceren bu problar
ilgili bolgeye iliskin amplifikasyon, yapisal diizensizlikler ve delesyon sendromlarinin
tanisinda kullanilmaktadir. Hedefin 2 Mb dan uzun olmasi analiz basarisini

arttirmaktadir (3, 14, 45).

c. Tiim kromozom boyama problari: Kromozom boyunca degisik bolgelere 6zgii
DNA dizisi iceren prob karisiminin kullanilmasi halinde, o dizilere 6zgii kromozom
tiimiiyle boyanir. Hibridizasyonu takiben uygulanan goriintileme basamaklar ile
incelenen kromozom son derece belirgin olarak go6zlenir. Translokasyon
degerlendirmesinde marker ve ring kromozom incelemelerinde tercih edilen problardir

(3, 14, 45).

d. Banda 6zgii problar: Siipheli goriilen ve spesifik probun olmadigi durumlarda
kullanilan bu yontemde once ilgili kromozom segmenti diseksiyonla alinir. DNA
ekstraksiyonundan sonra PCR ile ¢ogaltilarak prob haline getirilir ve normal metafaz
kromozomlar1 ile hibridize edilir. Ozellikle dengesiz translokasyonlarda, terminal

delesyonlarin saptanmasinda uygulanan bir yontemdir (3, 14, 45).
e. Telomerik ve subtelomerik problar, kromozom kollarinin en ucunda yer alan

tekrar dizilerine 6zgii problar olup telomeri ve subtelomerik bolgeyi iceren yapisal

kromozom anomalilerinde sik kullanim alan1 bulmaktadir (14, 45).
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Yukarida ifade edilen problarin elde edilmesinde klasik klonlama tekniklerinden,
PCR, flow sitometri ya da somatik hiicre hibridizasyonu yontemlerinden

yararlanilmaktadir (14, 45).

Anoploidi taramast i¢in FISH teknigini fetal hiicrelerin interfaz niikleuslarina,
lam iizerine fikse kiiltiire edilmemis veya kisa donem Kkiiltiirden sonra hiicrelerin
spesifik problar ile hibridizasyonu seklinde uygulamak miimkiindiir. Yiksek riskli
gebeliklerden alinan fetal materyalde 13., 18., 21. ve cinsiyet kromozomlarimin doz
tayininde ¢ok ¢abuk sonuc alinabilen, etkili ve giivenilir bir tekniktir. Klasik kromozom
analizi ile dogrulandig taktirde trizomi taramasinda rutin olarak uygulabilecek bir

prenatal tani testidir. Yontemin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

a- Ileri gebelik haftalarindaki drneklerde artmus olii hiicre ve hiicre artiklar1 oran1 sebebi
ile zayif hibridizasyon ve tersine 15. haftadan daha erken gebeliklerde bu teknik i¢in
hiicre sayisinin yetersiz olabilmesi,

b- Kan ile kontamine materyalde diisiik hibridizasyon etkinligine egilim ve maternal
hiicrelerin hibridizasyonuna bagl olarak yanlis sonug ihtimali,

c- Klasik karyotiplemeye gore en 6nemli dezavantaji; karyotipleme ile saptanabilen
anomalilerin FISH ile %70 inin saptanmasidir.

d- Hedefe yonelik analiz yapilabilmektedir (38).

Prenatal tanida FISH teknigi; interfaz nukleusuna uygulanabilen, spesifik problar
ile kromozomun bir parcasinda meydana gelebilecek doz degisikliklerini gosterebilen,
10 yili askin siiredir yaygin kullanim alani bulmus ve iyi denenmis bir tekniktir.
American College of Medical Genetics te 2000 yilinda yayinlanan bir raporda, gebelik
takibindeki kararlarin ve tamidaki problemlerin sadece FISH sonucuna gore
belirlenemeyecegi ve FISH sonuglarinin mutlaka konvansiyonel kromozom analizi ve

klinik bulgularla anlam kazanacagi belirtilmektedir (2, 18, 30).

Waters ve Waters 1999 yilinda yayinladiklari raporda 1987-1998 yillan arasinda
FISH teknigi uyguladiklar1 prenatal tam1 6rneklerinden aldiklar1 sonuca gore bu teknigi

1 giin gibi kisa bir siirede erken ve dogru sonuc¢ alinabilecek bir test olarak
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tanimlamiglardir. FISH teknigi daha ¢cok anormal USG bulgusunu desteklemek igin,

“ertesi giin testi” olarak kullanilmaktadir (18, 48).

2.3.3. Molekiiler Analiz

QF-PCR Yontemi fle Anoploidi Tayini:

Lubin ve arkadaslar1 1991 yilinda X kromozom andploidi tanisinda ilk defa QF-
PCR yo6ntemini uygulamiglardir. Bu calismay1 21., 13., ve 18. kromozom trizomilerinin

tek ya da multiplex PCR reaksiyonu ile tanisina yonelik calismalar takip etmistir (27).

QF-PCR uygulamasinin en yaygin tipi; STRs olarak bilinen kromozom spesifik
tekrarlayan DNA dizilerinin amplifikasyonunu igcermektedir. STRs lar stabil ve
polimorfiktirler ve {iclii, dortlii, ya da besli niikleotid tekrarlarina bagli olarak
uzunluklar1 degismektedir. Ornek DNA, floresans primerler kullanilarak PCR ile
amplifiye edilir. Boylece PCR iiriiniinde Gene Scan yazilimi bulunan otomatize DNA

dizileme cihazi kullanilarak tekrarlayan dizilerin pik alanlar goriilebilir ve oOl¢iilebilir.

Bir STRs bolgesi i¢in heterozigot normal kisilerin DNA lar1 amplifiye
edildiginde, aym alanda iki pik varligimin goriilmesi beklenmektedir. Trizomik
insanlarin DNA lar1 amplifiye edildiginde aymi alanda; ii¢ adet pik varhigi (ii¢ farkli
uzunlukta alel varlig1) ya da ii¢ alelin ikisinde esit uzunlukta STRs bulunmasi nedeni ile
yalmzca iki pik (iki alel varligindaki gibi) saptanabilecektir. Iki piki bulunan dialelik
orneklerde kisa ve uzun alellere ait pik alanlar1 oran1 0.8 ile 1.4 arasinda olan ornekler
normal kabul edilmektedirler. Iki piki bulunan dialelik 6rneklerde bu oran <0.65 ya da

>1.8 ise Ornek trizomik olarak diisiiniilmektedir (25).

QF-PCR ile prenatal taramada yaygin kullanilan giivenilir bir tekniktir.
Cirigliano ve arkadaslarinin 2006 yilinda yayinlanan bir ¢alismasinda 1999-2005 yillar
arasinda toplanan 30.000 ornekte (28.040 amniyon sivivi, 1100 adet koryonik villus
ornegi, 196 fetal kan Ornegi, 694 diisiik materyali) QF-PCR yontemiyle anoploidi

taramas1 yapmislardir. Bu calismada 13., 18., 21., X ve Y kromozomlarina spesifik STR
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markerleri kullanmiglardir. Bu c¢alismada elde ettikleri sonuglart konvensiyonel
sitogenetik analiz sonuglariyla karsilastirmiglardir. Yapilan calismada 6rneklerin %99,9
da DNA ekstraksiyonu ve QF- PCR amplikasyonu yapabilmislerdir. Yalmzca 18
ornekte sonu¢ alamamislardir. Bunun sebebi olarak da sitogenetik kiiltiirlerinde yogun
bakteri veya mantar hiicresi kontaminasyonu gosterilmistir. 42 vakanin 33 {inde hiicre
kiiltiirti basarisizligi, 9 unda maternal hiicre kontaminasyonu sebebiyle sitogenetik
analizleri yapilamamistir. Bu 42 vakanin hepsinde QF- PCR ile basarili sonuclar elde
edilmis ve bu sonuclar daha sonra yapilan invaziv girisimlerle dogrulanmistir.
Calismanin sonucunda biitiin 6rnekler degerlendirildiginde QF-PCR yodnteminin

sensitivitesini % 92.3, spesifitesini de % 100 olarak bulmuslardir (11).

Slater ve arkadaslarinin ¢alismalarindan bildirdikleri tizere, QF-PCR yonteminde
multiplex PCR kullanildigindan her test i¢in ancak 13 ya da daha az lokus
degerlendirilebilmektedir. QF-PCR yonteminde kullanilan markerler her test igin

informatif olmayabilmektedir (40).
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2.4. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification Yontemi

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemini ilk defa
2002 yilinda Schouten ve arkadaslari, son haliyle relatif kantitatif PCR yontemi olarak
tariflemislerdir. Yontemin prenatal tamida kullanilmasi konusunda ilk klinik verileri

2003 yilinda Slater ve arkadaglar yayinlamislardir (39, 40).

MLPA,; 45 taneye kadar spesifik dizinin, bir multiplex PCR dan sonra es zamanh
olarak degerlendirilebildigi yeni bir metodtur. Amplifikasyon iirlinleri bir dizileme
cihazi ile ayristirilir. Sadece bir tek primer ¢ifti kullanilir. Olusan fragment uzunluklari
130 - 490 bp arasinda oldugundan jel paternine uygundur. Elde edilen sonuglarin
kontrol ornegiyle karsilastirilmast sonucunda hangi dizinin delesyon / insersiyon
tasidig tespit edilir. MLPA reaksiyonunda 45 dizinin amplifikasyonu i¢in sadece 20 ng
insan DNA s1 yeterli olmakta ve tek niikleotid degisimleri (baglanma bdolgesindeki)
goriilebilmektedir. Diger tekniklerle karsilastirildiginda MLPA reaksiyonu daha hizls,
ucuz ve uygulanmasi kolaydir. Gerekli ekipmanlar ise cogu molekiiler laboratuvarinda

bulunur (50).

Teknige; kolay uygulanabilir, iiretken, sensitif olmasi ve dogru multipleks
analiz sonucu verebilmesi icin bircok modifikasyon yapilmistir. Her bir MLPA probu
hedef diziye hibridize olduklarinda birbirine eklenebilecek iki oligoniikleotid igerir.
Biitiin baglanmig problar 5 ve 3' uclarinda PCR ile sadece tek primer ¢ifti kullanilarak
ayni anda amplifiye olmalar icin tanimlayici dizilere sahiptirler. Her prob uzunluklar
130 ve 480 baz ¢ifti arasinda degismek iizere birbirinden farkli uzunlukta amplifikasyon
iriinii verir. Her MLPA probunun iki oligoniikleotid parcasindan bir tanesi kimyasal
olarak sentezlenmistir ve 5' ucunda PCR ile amplifikasyon i¢in sabit bir dizi ve 3'
ucunda hedefe spesifik olan dizi bulunur. Probun diger oligoniikleotidi 5' ucunda 25-43
niikleotid uzunlugunda ve ilk oligoniikleotide komsu sekilde hedef diziye hibridize olan
diziyi icerir, 3' ucunda ise PCR ile amplifikasyonda kullanilacak olan sabit dizi ve 19-
370 niikleotid uzunlugunda dolgu dizisi bulunur. 80-440 niikleotid uzunlugundaki
oligoniikleotidler =~ MLPA  kalitesini  karsilayacak  sekilde  ticari  olarak

bulunmadiklarindan kimyasal olarak sentezlenmistir. Bu oligoniikleoditlerinin sentezi
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icin M13 klonlarinin tek zincirli DNA s1 kullamilmistir. M13 DNA s1 komplementer
oligoniikleotidlerin baglanmas1 ile kismen ¢ift zincirli hale getirilmistir ve iki
restriksiyon endoniikleaz ile kesilmistir. Bu enzimlerden bir tanesi DNA y1 kendi
tanima bolgesinden, hedef diziye miikemmel bir komplementer olacak sekilde fosforile
5' ucundan kesmektedir. 35-42 prob iceren kitler genellikle problar arasinda 6 ya da 9
baz cifti uzunluk farki olacak sekilde dizayn edilmistir. Spesifik bir MLPA prob kitinde
kullanilan biitiin problar farkli M13 kaynakli vektorlerden elde edilmislerdir ve farkli
dolgu ve hibridizasyon dizileri igerirler. Farkli problarin birbirleri ile heterodubleks
formasyonunu Onlemek icin problarin sadece u¢ kisimlar ortak dizi igerir. Bunun i¢in
118 farkli dizide ve uzunlukta dolgu dizisi iceren M13 kaynakli MLPA vektorii
hazirlanmistir. Hedef diziye spesifik sentetik oligoniikleotitler, gerekli dizi uzunlugunu
saglayacak esneklikte bu vektorlere kolayca eklenebilirler. Iki sentetik oligoniikleotid
parcayi iceren 94-124 baz cifti uzunlugundaki problar amplifikasyonda basarili sekilde
kullanilmistir. M13 kaynakli oligoniikleotid problarinin hibridize olmayan dolgu
dizilerinin farkli uzunluklar1 bize amplifikasyon iiriinlerinin farkl 6zellikleri sayesinde
avantaj saglamistir. Hibridize olan hedefe spesifik kisa diziler ise mutasyonlar
saptamada ve tek niikleotid polimorfizm analizlerinde de hedef diziye yarigsmali sekilde

baglanmadiklarindan dolay1 avantaj saglamistir (39).

Hibridizasyon ve ligasyon asamalarindan sonra PCR ile amplifikasyonda biitiin
problar icin tek cift primer kullamilmaktadir. Primerlerden bir tanesi FAM [N- (3-

fluoranthyl) maleimide] ile isaretlenmistir (40).

Genomik DNA da oldugu gibi mRNA arastirmalarinda da kullanilabilir. MLPA
yontemi ile CpG metilasyon paterninin multiplex kantitasyonunu da miimkiindiir.
Giintimiizde 300 den fazla laboratuvarda, MLPA yoOntemiyle ¢esitli genlerin, delesyon

ve amplifikasyonlar1 arastirilmaktadir (50).
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Sekil 2.4.: MLPA Reaksiyonunun Isleyisi
MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

*Denatiire genomik DNA 40 avri prob ile hibridize edilir.

*Her bir MLPA probu, biri sentetik, digeri M13 kaynakhdur.

PCER primer dizisi Y PCR primer Dizisi X

N\ M13 kaynalkh her

Dolgu Dizi oligoniikleotid dizisi
Hibridize olan dizi farkh proplarda farkh

Hibridize olan dizi dolgu dizisine sahiptir.

x

Her probun iki parcasi
hedef diziye yakimn

5

N sekilde hibridize ohular.
, LN, 4

3 Hedef A 5

3 Hedef B 5
X
X Probun hibridize olan iki
, parcast bir termostabil
5 Y ligaz tarafindan
50 bitlestivilir.

3 Hedef A S
3 Hedef B S

Biitiin prob ligasyon iiriinleri tek bir primer cifti kullamlarak PCR ile amplifiyve edilirler.

Y Her probun amplifikasyon
X Y X iiriinii birbirinden farkh
uzunluga sahiptir.

5 3 S 3
Amplifikasyon tiriinleri elektroforez ile aynigtnd. Prop amplifikasyon tirimdilerinin géreceli

miktarlan hedef dizinin géreceli doz miktarmu belirler.

Sekil “Schouten, J.P., McElgunn CJ, Waaijer R, Zwijnenburg D, Diepvens F, Pals G:
Relative quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex ligation-dependent
probe amplification. Nucleic Acids Research, 2002; 30: e57.” den alinmistir (39).
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2.4.1. MLPA Yonteminin Anoploidi Tayininde Kullamilmasi

Bu konuda yapilmis sinirhi sayidaki calismada elde edilen sonuglar asagida
Ozetlenmistir. Yapilan c¢alismalarin tiimii MLPA yonteminin andploidiye spesifik
problari ile gerceklestirildiginden bu yontemle giivenilir sonu¢ alinamayacak ornekler
(anne kam ile goriiniir sekilde kontamine olan o©rnekler, Oploidik kromozom
anomalileri, mozaik karyotipe sahip Ornekler, kromozomal dengeli/dengesiz yeniden
diizenlenmelerin mevcut oldugu vakalar) calismaya alinmamistir ve/veya testin

giivenilirligi ilgili hesaplamalara dahil edilmemistir.

Slater ve arkadaslar1 2003 yilinda MLPA teknigi ile yaptiklart andploidi tarama
calismasinda; 1 ml amniyon s1visin1 50 mmol/ 1 NaOH ile muamele ederek, toplam 30
pl lik hiicre lizatindan 5 pl sini MLPA teknigi icin kullanmislardir. Toplam 18 anoploidi
vakasinda yanlis negatif sonu¢ olmaksizin dogru sonuglar elde edilmigtir. Testin
sensitivitesi % 100 olarak bulunmustur. Buna ragmen calisilan anoploidi vakasi sayisal
olarak yetersiz bulunarak testin spesifitesinin %95-100 arasinda kabul etmenin daha
uygun olacagim belirtilmistir. Ayni1 ¢alismada 474 normal 6rnekten yanlis pozitif sonug
olmaksizin dogru sonuglar elde edilmistir. Testin spesifitesi %100 olarak bulunmustur.
Calisilan orneklerin hepsinden anlamli sonu¢ alinmistir, testin basarisizlik oran1 %0

olarak bulunmustur (40).

Gerdes ve arkadaglar1 2004 yilinda MLPA teknigi ile yaptiklar1 andploidi tarama
calismasinda; 809 amniyotik s1vi drneginden 3-4 ml, 784 koryonik villiis 6rneginden 5
er mg Ornek alinarak (toplam vaka sayisi 1593) QIAamp kit ile DNA ekstraksiyonu
yapilmiglardir. 27 anoploidi vakasinin tiimiinde dogru sonuglar elde edilmistir. Testin
sensitivitesi %100 olarak bulunmustur. Normal 6rneklerin tiimiinde dogru sonuglar elde
edilmistir. Testin spesifitesi %100 olarak bulunmustur. 51 6rnekte sonug alinamamistir,
testin basarisizlik oram1 %3.2 olarak bulunmustur. Buna gerekce olarak; pratik

uygulamadaki ve sonuclarin degerlendirilmesindeki deneyimsizlik gosterilmistir (19).

Hochstenbach ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptiklart MLPA ile anoploidi

taramasi1 caligmasinda; 1 ml amniyotik siviya 1.5 pL Proteinaz K (10 mg/mL) ile
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muamele ederek elde ettikleri hiicre lizatindan 5 pl si ile MLPA teknigine baglanmistir.
24 anoploidi vakasinin tiimiinde dogru sonuclar elde edilmistir. Testin sensitivitesi
%100 olarak bulunmustur. 480 normal Ornekte sonuglar dogru olarak bulunmusken,
karyotipi 46,XY olan bir vakada MLPA ile sonu¢ 47,XXY olarak yanlis bulunmustur.
Testin spesifitesi %99.8 olarak bulunmustur. 10 6rnekte sonu¢ alinamamistir (%1.9).
Buna sebep olarak yetersiz DNA miktar1 gosterilmistir. Testte sonu¢ alinamayan
ornekler ile bu orneklerin gebelik haftalar1 arasinda DNA yetersizligi ile ilgili baglanti

bulunmadig: saptanmistir (22).

MLPA yo6ntemi ile kromozom dozu hesap edilirken internal ve eksternal kontrol
pikleri birlikte kullanilarak kromozomlarin relatif doz tayini yapilmaktadir. Gerdes ve
arkadaglarinin 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 2000 den fazla drnekte, sadece internal
kontrol pikleri kullanilarak kromozom doz tayinini basarili sekilde gerceklestirilmistir

(20).

MLPA anoploidi kitinde; 13., 18., 21., X ve Y kromozomlarinin doz tayinlerinin
yapilmasina imkan saglayan bu kromozomlara spesifik olarak dizayn edilmis problar
kullanilmaktadir. Kit iginde; Y kromozomunun 4 farkli hedef bolgesine, diger
kromozomlarin 8 er farkli hedef bolgelerine spesifik 32 prob ve ayrica ydntemin
hibridizasyon basamagimi ve DNA yeterliligini kontrol amaci ile kullanilan 5 adet daha
kontrol probu mevcuttur. Her bir probun genomik hedef bolgesi ve ayrica uzunlugu
birbirinden farklidir. Cizelge 2.5.1. de problarin 6zellikleri detayli olarak gosterilmistir
(50).
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Cizelge 2.4.1.: MLPA 095 Anéploidi Kitinde Kullanilan MLPA Problarinin Ozellikleri

Uzunluk Kromozom Prob GEN Krm. Yerlesimi |
64-70-76-82 DQ Kontrol Problari

94 Sentetik Kontrol Probu Chr. 2q14
136 21 0815-L0333 SIM2 21g22.2
142 18 2127-11638 MADH4 18g21.1
148 13 0798-L0316 ABCC4 13g32
154 X 0652-L0637 AR Xql1.2
160 Y 2153-L0596 SRY Yp11.3
166 21 0813-L0636 NCAM2 21g21.1
172 18 0808-L0326 PMAIP1 18921
178 13 0799-L0317 CCNA1 13q12.3
184 X 2155-L1607 FACL4 Xq23
193 Y 2152-10592 SRY Yp11.3
202 21 2115-L1605 USP25 21q11.2
211 18 2845-12275 SS18 18q11.2
220 13 0582-L0147 RB1 13q14.3
229 X 2898-1.2369 ARX Xp22.1
238 Y 1071-L0464 uTyYy Yqll
247 21 0816-L0334 STCH 21q11
256 18 0807-L0325 NFATC1 18q23
265 13 2125-11636 DACH 13g21.3
274 X 2904-L2370 TMA4SF2 Xpl1l.4
283 Y 4189-13982 ZFY Yp1l.3
292 21 2116-L1604 SOD1 21g22.1
301 18 0811-L0329 TYMS 18p11.3
310 13 0871-L0461 P85SPR 13q34
319 X 0819-L0337 L1CAM Xq28
337 21 0812-L0330 APP 21g21.3
346 18 0810-L0328 SERPINB2 18q21.3
355 13 0452-L0360 BRCA2 13q12.3
364 X 2906-L2300 RPS6KA3 Xp22.2
382 21 2834-12265 TFF1 21g22.3
391 18 2846-1.2276 SS18 18q11.2
400 13 0801-L0639 DLEU1 13q14.3
409 X 0820-L0338 PDCD8 Xq25
427 21 0817-L0335 TIAM1 21g22.1
436 18 2847-12277 MC2R 18p11.2
445 13 0802-L0320 ING1 13q34
454 X 1388-L2509 DMD Xp21.2

Cizelge “www.mlpa.com” wep adresinden alinmistir (50).
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Amniyositlerin hiicre biitiinliigtiniin bozuldugu ve/veya hiicre sayisimin diger
yontemler i¢in yetersiz oldugu durumlarda MLPA yo6ntemi ile nispeten daha stabil olan
genomik DNA varligi sonu¢ vermek icgin yeterli olabilecektir. 20 ng DNA miktar
MLPA teknigi ile sonu¢ vermeye yeterli olabilmektedir. Teorik olarak 3500 e yakin
sayidaki amniyosit bu yontem i¢in yeterli DNA miktarin1 saglayabilecektir (21, 25, 36,
38).

Winsor ve arkadaslarinin 1996 da yayinladiklar1 bir ¢alismada; amniyosentez
sonucu elde edilen amniyotik sivilarin %?21.4 iinde (miktarlar1 degisik olmakla birlikte)
anne kani kontaminasyonuna rastlandigini, bunlarin sadece %1-2 sinde makroskopik
olarak anne kami kontaminasyonunun fark edilebilecegini belirtmislerdir. Anne kam
kontaminasyonu prenatal tamida fetal andploidi agisindan yanlis pozitiflige sebep
olabilecek o6nemli bir problemdir. Makroskopik olarak anne kami ile kontamine

amniyosentez s1visina MLPA Kkiti ile andploidi taramas1 yapilmamaktadir (49, 50).

Hochstenbach ve arkadaslarinin calismalarinda; FISH yonteminin anoploidi
tanisinda tek Ornek icin sarf malzeme maliyetinin QF-PCR yontemindekine gore
yaklagik 5 kat fazla oldugu, MLPA yonteminin ise test basina sarf maliyeti olarak en
avantajli yontem oldugu belirtilmistir (Ornek basimna diisen sarf malzeme maliyeti Euro
cinsinden; MLPA icin 12, QF PCR i¢in 14, FISH i¢in 50 olarak bildirilmistir.). Bu
yontemlerin kullaniminin yayginlagsmas1 ve yontem basamaklarinda uygulanabilecek
iyilestirmeler sebebi ile drnek basina diisen sarf malzeme maliyetlerinin zaman iginde

azalmasi beklenmektedir (22, 50, 51)
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1.Gerecler

3.1.1.Kullanilan Gerecler

Spektrofotometre (Eppendorf)

Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 310)
Spektrofotometre Kiivetleri (Eppendorf)
Mikro Pipet takimi (Gilson)

Santrifiij (Eppendorf 5415C)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Pastor pipeti

Thermal cycler (PE GenAmp PCR System 9700)
Su banyosu (Niive)

Etiiv (Inducell)

Vorteks (Heidolph)

Deep-freeze (Meraeus)

Buzdolabi (Argelik)

Santrifiyj tiipleri

Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)

PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)

ABI 310 yiikleme tiipleri (ABI)

ABI 310 47 cm Kapiller (ABI)

Toplama tiipii (QIAGEN)

Spin kolonu (QIAGEN)
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3.1.2. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

DNA Ekstraksiyon Kiti (Qiagen QIAmp DNA Mini Kit)
MLPA Anoéploidi Kiti ( Salsa P095- MRC Holland)
Performans Optimize Edici Polimer 4 (POP4 TM) (ABI)
10X EDTA I1 Buffer (ABI)

Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)

Hi-Di Formamide (ABI)

Mineral Yag (Roche)

Etanol

Distile Su

3.2. Yontemler

3.2.1. Materyal Secimi

Calismamiza prenatal tani amaciyla Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali na 2000-2006 yillar1 arasinda basvuran
hastalardan alinarak saklanmis Orneklerden segilerek, 500 amniyosentez sivisi dahil

edilmistir.

Anne kaniyla kontamine amniyosentez sivilari, konvansiyonel karyotipi mozaik
bulunan hastalar ve kromozomal dengeli/dengesiz yeniden diizenlenimi olan &rnekler

calismamiza alinmamistir.

69,XXX triploidi vakasi, MLPA anoploidi kiti ile muamele edilerek sonucun

degerlendirilmesi amaciyla caligmamiza dahil edilmistir.
Calismamizin amaglarina yonelik olarak, MLPA teknigi ile elde edilecek

sonuclarin karsilastirilmast i¢in karyotip ve FISH sonuglari mevcut olan ornekler

calismaya alinmistir.
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3.2.2. Kiiltire Edilmemis Amniyon Sivissnmn DNA Ekstraksiyonu icin

Hazirlanmasi

- 2 ml amniyon sivist 12 ml lik santrifiij tiipiine alindi.

- 13.000 rpm de 8 dk. santrifuj edildi. Stipernatant, pastor pipetle pellete zarar vermeden
almnarak atild1.

- Pelletin tizerine 1.5 ml PBS soliisyonu eklendi. Cok kisa siireli vortekslendi. Pipetajla
homojenize edilerek 1.5 luk ependorf tiipiine aktarildi.

- Ependorf tiipii mikrosantrifuj cihazinda 14.000 rpm de 5 dk. Santrifuj edildi.

- Pelete zarar vermeden mikropipet ile siipernatant alinarak atild.

3.2.3 QIAmp DNA Mini Kiti Kullanarak Amniyon Sivisindan DNA

Izolasyonu

- Peletin iistiine 200 pl lik Buffer AL eklenip ependorf tiipii 15 saniye vortekslendi.

- Sonrasinda tiipe 20 ul QIAGEN proteinaz K konarak kisa siireli pipetaj yapildi.

- 56°C de 60 dakika inkiibe edildi.

- 1.5 ml lik ependorf tiipiiniin kapaginda olusan damlaciklarin diismesi i¢in kisa siireli
santrifiij yapild.

- %100 liik 200 pl etanol eklenip, 15 saniye vortekslendikten sonra kisa siireli santrifiij
yapildi.

- Karisim dikkatli bir sekilde ependorf tiipiinden alinip QIAamp spin kolonuna (spin
kolonlar 2 ml lik toplama tiiplerine yerlestirilmistir) aktarildi ve 1 dakika 8000 rpm de
santrifiij edildi. QIAamp spin kolonu 2 ml lik temiz bir toplama tiipiine aktarildi ve
filtrat1 iceren toplama tiipii atildi.

- QIAamp spin kolonuna 500 ul AW1 soliisyonu eklenip 8000 rpm de 1 dakika santrifiij
yapildi.

- Filtrath tiip atild1, spin kolonu yeni bir toplama tiipiiniin igerisine yerlestirildi.

- QIAamp spin kolonuna 500 ul AW?2 soliisyonu eklendi. 14000 rpm de 3 dakika
santrifiij edildi.

- Filtrath toplama tiipii atildi. Spin kolonu 1.5 ml lik temiz ependorf tiipiine yerlestirilip,

QIAamp spin kolonuna 100 pl Buffer AE eklendi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilip
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daha sonra 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi. 100 pl lik son miktardan 5 pl alinarak
spektrometre ile DNA miktar tayini yapildi.

- Geriye kalan 95 pl lik s1v1 igindeki DNA y1 yogunlastirmak icin ependorf tiipii 14.000
rpm de 5 dk. santrifiij edilerek kapaklari acik sekilde 80 °C de ki etiive alindu.
Siipernatant buharlastirilarak uzaklastirildi. Tiip, etiivden alinarak oda sicakliginda
sogumaya birakildi. Peletin iizerine 10 pl distile su ilave edildi. Tiip 30 sn. vortekslendi,
cok kisa siireli santrifiij edildi. Tiip i¢inden 5 pl s1v1 mikropipet ile alinarak sivida daha

yogun hale gelen 6rnek DNA MLPA yontemi ile analiz edildi.

3.2.4. izole Edilen DNA Orneklerinin MLPA Yontemiyle Analizi

3.2.4.1. DNA Denatiirasyonu Ve SALSA P095 Probe Miks ile

Hibridizasyonu

- Orneklerimizden elde ettigimiz DNA dan 5 pl (45-150 ng DNA) alinda.

- Alinan 6rnekler 200 pl lik PCR strip tiiplerine aktarildi.

- 98 °C de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA nin denatiirasyonu
saglandi.

- Sonrasinda drnekler 25 °C ye sogutuldu.

- 25 °C deki DNA 6rneginin tizerine 1.5 ul SALSA Probe Mix (P095) ve 1.5 ul MLPA
Buffer ilave edilip pipetaj ile homojenize edildi.

- Sonraki asamada buharlasmay1 6nlemek i¢in PCR strip tiiplerinin iizerine 5 pl mineral
yag eklendi.

- Daha sonra 95 °C de 1 dk. inkiibe edilip drnekler 60 °C de 16 saat hibridizasyona
birakildi.
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3.2.4.2. Ligasyon Reaksiyonu

- Hibridizasyon siiresi bitiminde termal cycler cihazinin 1s1s1 54 °C ye indirildi.

- Ornekler 54 °C ye geldikten sonra strip tiiplerden mineral yag dikkatli sekilde pipet ile

alindu.

- Hibridizasyon {iriiniine 32 pl Ligaz-65 miks ilave edildi.

- 54 °C de 15 dk. inkiibasyona birakildi.

- Daha sonra 98 °C de 5 dk. bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglandi.

3.2.4.3. PCR

- Ligasyon reaksiyonu tiiriiniinden 10 pl alinarak ayr1 PCR strip tiiplerine aktarildi.
- Daha sonra ligasyon iiriinii konmus her strip tiipiine sirastyla:

-4 ul 10XSALSA PCR Buffer

- 26 pl distile su

- 10 pl Polimeraz miks,

konularak PCR baglatildi.

-PCR sartlar:
Denatiirasyon 30sn 95°C
Annealing 30sn 60 °C 35 dongii
Ekstansiyon 60sn 72°C
Final Ekstansiyon 20 dk 72 °C
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3.2.4.4. ABI 310 Cihazina Yiikleme

- PCR bitiminde elde edilen iirtinlerden 2 pl alinarak ABI 310 cihaz yiikleme tiiplerine
aktarildr.

- Daha sonra iizerlerine:

- 0.5 yl internal size standart (Rox 500)

- 12 pl deiyonize formamid konularak pipetajla homojenize edildi.

- Ornekler 94 °C de 4 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek denatiirasyonlari
saglandi.

- Devaminda 6rnekler buz iizerine alindi.

- ABI 310 cihazinda; 15 kV de 5 saniye injeksiyon zamani, 60 °C ve 15 kV de 25
dakika yiiriitme zamany, filitre C sartlar1 saglandi.

- Daha sonrasinda ABI cihazina yiiklenilerek, Gene Mapper programinda okutulmaya
baslandi.

- Her ornege ait pik goriintiileri ve pik alanlan elde edildi.

3.2.4.5. Degerlendirme

- Okutulan o©rneklerin pik alanlar1 ve prob uzunluklar1 excel dosyasi formatinda
kaydedildi.

- Spesifik olmayan amplifikasyon pik iiriinleri kaldirildi. Normal ve test 6rneklerine ait
sadece beklenen MLPA iiriinlerinin pik alanlar1 kaldiginda problarin elde edilen boyut
ve pik alanlar1 Coffalyser versiyon 1.4 programina aktarildi. Normal ornekler eksternal
kontroller olarak kaydedildi. Coffalyser programi tarafindan test 6rneginin biitiin pik
alanlari, her bir pik alaninin (internal kontrol pikleri) o ¢izgideki biitiin piklerin toplam
pik alanina boliinmesiyle birbirlerine gore oranlari tayin edildi. Bu oranlar, pik alanlar
normal karyotipe sahip oldugu bilinen ve test orneklerle ayn1 testte caligilmis 3 6rnegin
amniyotik sivilardan elde edilen pik alanlarmin (eksternal kontrol pikleri) ortalama

sonugclari ile kiyaslandi ve doz tayinine gidildi.

- Kontrol olarak kromozomal agidan normal oldugu bilinen vakalarin pikleri eksternal

kontrol olarak kullanildi. Her testte 3 erkek ve 3 kadin eksternal kontroller test 6rnekleri
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ile birlikte calisildi. Relatif kantitatif PCR yontemi olan MLPA ile degerlendirme
yapilirken Coffalyser programi otomatik olarak internal kontrol ve ekstrenal kontol pik

degerleri ile asagidaki formiilii kullanarak her bir prob spesifik bolge i¢in doz tayini

yapmaktadir:
Hasta T. P. A. D.
HastaP. A. T.D. (i.P.A)
Doz Oran1 =
1. Kontrol T.P. A.D. 2. Kontrol T.P. A.D. 3. Kontrol T. P. A. D.
+ +
1. Kontrol P. A. T.D. 2. Kontrol P. A. T.D. 3. Kontrol P. A. T. D. (E.P.A.)
3
T.P. AD.: Test Piki Alan Degeri
P.A. TD.: Pik Alanlar1 Toplam Degeri
ILP. A Internal Pik Alanlart
E.P. A.: Eksternal Pik Alanlari

-Yontem geregi olarak, program tarafindan test edilen prob bolgesi i¢in, doz oranmi 0.7
ve 1.3 degerleri arasinda hesaplandiginda 6rnege ait bu bolgenin normal dozda oldugu,
< 0.7 degerlerinde bolgede delesyon yani doz eksigi oldugu, > 1.3 degerlerinde ise
amplifikasyon yani doz fazlasi oldugu belirlenmektedir. Coffalyser programindan alinan
sonucglar calismamizin arastirma grubu sonuglart oldugundan karyotipleme ve FISH
kontrol sonuglart ile “Medikal Testlerin Gergek Durumu Yansitmasi” formiilii ile

kargilagtirmak iizere kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1. Arastirma Grubu Sonuglar1 Ve Kontrol Grubu Sonuclar:

Calismamiza prenatal tani amaciyla Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali na 2000-2006 yillar1 arasinda basvuran

hastalardan alinmig 500 amniyosentez s1visi dahil edilmistir.

Ana Bilim Dali miz tarafindan bu amniyon sivilarina rutin olarak uygulanan
karyotipleme ve FISH yoOntemi analiz sonuclari “gercek durum, referans” olarak
belirlenmistir ve bu sonug¢lar kontrol grubu sonuglarimi olusturmaktadirlar. Ayni
amniyon sivilarina uyguladigimiz MLPA yontemi ile elde edilen sonuglar arastirma

grubu sonuglarini olusturmuslardir.

Kontrol grubu dogru sonuglan ile arastirma grubu sonuclar1 karsilastirilarak

MLPA yo6nteminin giivenilirligi hesaplanmistir.
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4.1.1. Kontrol Grubu Sonuclari

Kontrol grubu sonuglarimi olusturan sonuglar (referans); amniyosentez
stvilarinda rutin uygulamamiz olan klasik kromozom analizi sonuglar1 ve AneuVysion
Prob Set (Vysis) ile 13., 18., 21., X ve Y kromozomlarina spesifik olarak yapilan FISH

analizi sonuglar arsiv bilgilerinden alinmistir ve Cizelge 4.1.1. deki gibidir.

Cizelge 4.1.1: Kontrol Grubu (Referans) Sonuglari

Karyotip FISH Sonuclar (13, 18, 21, X, Y krm. icin) Ornek Sayisi
46, XX Normal, Kadin 240
46, XY Normal, Erkek 232
47, XY, +21 Trizomi 21, Erkek 11
47, XX, +21 Trizomi 21, Kadin 7
47, XY, +18 Trizomi 18, Erkek 2
47, XX, +18 Trizomi 18, Kadin 2
47, XY, +13 Trizomi 13, Erkek 1
47, XX, +13 Trizomi 13, Kadin 1
47, XXY XXY 1
45, X Monozomi X 1
47, XXX Trizomi X 1
69, XXX Triploidi, XXX 1
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4.1.2. Arastirma Grubu Sonuclari

Calismamiz, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dalina 2000-2006 yillar1 arasinda prenatal tan1 amaciyla basvuran
amniyosentez yapilmis hastalar1 kapsamaktadir. Bu hastalara ait 500 amniyon
stvisindan elde edilen fetal hiicrelere MLPA Salsa PO95 Anoploidi Kiti kullanilarak 13.,
18., 21., X ve Y kromozomlarina .iliskin doz tayini yapilmistir. Elde ettigimiz arastirma

grubu sonuglar1 Cizelge 4.1.2. de gosterilmistir.

Cizelge 4.1.2.: MLPA Yontemi Ile Elde Edilen Arastirma Grubu Sonuglari

Referans MLPA Analiz Sonuclar1 (Kromozom Ornek
13., 18., 21., X ve Y icin doz tayinleri) Sayis1

46, XX Normal, Kadin 233

46, XX Sonug¢ Yok 7

46, XY Normal, Erkek 220

46, XY Sonug¢ Yok 12

47, XY, +21 Trizomi 21, Erkek 11

47, XX, +21 Trizomi 21, Kadin 7

47, XY, +18 Trizomi 18, Erkek 2

47, XX, +18 Trizomi 18, Kadin 2

47, XY, +13 Trizomi 13, Erkek 1

47, XX, +13 Sonug yok. 1

47, XXY XXY 1

45, X Monozomi X 1

47, XXX Trizomi X 1

69, XXX Normal, Kadin 1
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47, XX,+13 karyotipine ait 6rnekte MLPA yo6ntemi ile sonug elde edilememistir.
69,XXX karyotipine ait 6rnekte MLPA ile doz tayininde sonug¢ yanlis negatif olarak
“Normal, Kadin” olarak bulunmustur. Karyotipi normal 12 erkek ve 7 kadin 6rnekte
MLPA ile sonug elde edilememistir. Sonu¢ elde edemedigimiz 20 amniyotik sivi
Orneginde, yontem basarisizlig1 ile bu orneklerin gebelik haftalar1 arasinda korelasyon

saptanmamistir.

4.2. Arastirma Grubu Sonuclarimin Detayh Gosterimi

Calismamiz, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dalina 2000-2006 yillarni arasinda prenatal tan1 amaciyla bagvuran
amniyosentez yapilmis hastalar1 kapsamaktadir. Bu hastalara ait 500 amniyon
stvisindan elde edilen fetal hiicrelere MLPA Salsa P0O95 Anéploidi Kiti kullanilarak

13., 18., 21., X ve Y kromozomlarina iligskin doz tayini yapilmistir.

Calismamizda 20 ornekte kaliteli pikler elde edilememistir (Sekil 4.2.14). Bu
sonu¢ alinamayan ornekler icerisindeki 1 hastanin karyotipi sitogenetik analizinde
47,XX,+13 olarak bulunmustur. Toplam olarak hastalarin, MLPA yontemiyle %96

sindan sonug alinabilmistir.

Calismamizda oOrnekler, kromozomal agidan saglikli oldugunu bildigimiz
vakalardan en az 3 kadin ve 3 erkek, eksternal kontrol olarak kullanmilmak iizere her

testte orneklerle birlikte calisilmislardir.
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Kullanilan Eksternal Kontrollere Ornekler:

Sekil 4.2.1.: Eksternal Normal Erkek Kontrollerin Pik Goriintiilerine Ornek

bl m an
Normal, Frkek
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Cizelge 4.2.1.: Eksternal Normal Erkek Kontrollerin Pik Alanlarina Ornek

Dye/Sample Dye/Sample

Peak Size Area Peak Size Area
Krom.21 133,19 35179 Krom.X 274,07 18393
Krom.18 140,28 33689 Krom.Y 282,36 20435
Krom.13 146,24 30463 Krom.21 290,25 19893
Krom.X 152,98 14319 Krom.18 299,25 22663
Krom.Y 158,88 15021 Krom.13 310,36 22250
Krom.21 164,82 29182 Krom.X 317,99 9158
Krom.18 171,04 26423 Krom.21 337,96 18665
Krom.13 177,68 24773 Krom.18 346,4 12575
Krom.X 184,01 13379 Krom.13 355 20273
Krom.Y 191,95 10653 Krom.X 362,43 14687
Krom.21 201,31 31786 Krom.21 381,47 19668
Krom.18 211,22 29555 Krom.18 389,85 27515
Krom.13 221,12 33096 Krom.13 398,15 25706
Krom.X 231,61 15663 Krom.X 407,86 9864
Krom.Y 241,87 11965 Krom.21 424,52 17964
Krom.21 249,76 29776 Krom.18 433,83 22097
Krom.18 256,53 31467 Krom.13 442,33 14112
Krom.13 265,71 23014 Krom.X 451,09 11213
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Sekil 4.2.2.: Eksternal Normal Kadin Kontrollerin Pik Gériintiilerine Ornek
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Cizelge 4.2.2.: Eksternal Normal Kadin Kontrollerin Pik Alanlarina Ornek

Dye/Sample Dye/Sample

Peak Size Area Peak Size Area
Krom.21 133,29 16490 Krom.X 273,66 15877
Krom.18 140,36 17067 Krom.Y 283 0
Krom.13 146,1 16126 Krom.21 290,06 9167
Krom.X 152,98 11763 Krom.18 299,28 10221
Krom.Y 160 0 Krom.13 310,08 11095
Krom.21 164,78 14591 Krom.X 317,58 7897
Krom.18 170,96 13106 Krom.21 337,47 7500
Krom.13 177,49 11101 Krom.18 346,31 4983
Krom.X 183,78 12279 Krom.13 355,26 9553
Krom.Y 193 0 Krom.X 362,6 12401
Krom.21 201,16 15212 Krom.21 381,61 8220
Krom.18 210,8 13036 Krom.18 390,07 10198
Krom.13 220,59 16002 Krom.13 398,38 10504
Krom.X 230,93 14981 Krom.X 407,82 8802
Krom.Y 238 0 Krom.21 424,76 8151
Krom.21 248,96 14264 Krom.18 434,04 9728
Krom.18 255,98 16100 Krom.13 442,7 5543
Krom.13 265,28 10681 Krom.X 451,5 8472
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Normal, Erkek Ornekler:

Degerlendirilen hastalar igerisinde 220 olguda MLPA yontemi ile Normal,
Erkek sonucu elde edilmistir. Bu olgulara ait pik dizilimlerinin bir 6rnegi Sekil 4.2.3.

de verilmistir.

Sekil 4.2.3.: Normal, Erkek Pik Goriintiilerine Ornek
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Elde edilen bu piklerin bp uzunluklart ve pik alanlar1 Gene Mapper
programindan excel dosyasina kaydedildi ve spesifik olmayan pik alanlart silindi. Bu
degerler Cizelge 4.2.3 de verilmistir. Bu pik alanlar1 daha sonra yine excel tabanh
calisan Coffalyser v1.4b programinda degerlendirmeye alindi. Bu program kullanilarak
eksternal kontrol pikleri ile hasta pikleri karsilastilarak bir ortalama deger elde edildi.
Prosediir geregi olarak, her pik alani icin ortalama deger <0.7 ise delesyon yoniinde,

>1.3 ise amplifikasyon yoniinde degerlendirildi.
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Cizelge 4.2.3.: Normal Erkek Pik Alanlarina Ornek Degerler

Dye/Sample Peak Size Area Dye/Sample Peak  Size Area
Krom. 21 138,29 10664 Krom. X 274,23 3965
Krom. 18 140,35 10401 Krom. Y 282,44 5990
Krom. 13 146,23 8499 Krom. 21 290,18 5845
Krom. X 152,94 3980 Krom. 18 299,18 7498
Krom. Y 159 5446 Krom. 13 310,33 6431
Krom. 21 164,9 8476 Krom. X 318,11 2498
Krom. 18 171,24 8364 Krom. 21 338,26 4719
Krom. 13 177,78 7011 Krom. 18 346,79 3975
Krom. X 183,99 2136 Krom. 13 354,94 5970
Krom. Y 191,95 3363 Krom. X 362,41 4234
Krom. 21 201,29 8434 Krom. 21 381,12 5045
Krom. 18 211,21 6858 Krom. 18 389,65 6157
Krom. 13 221,35 9873 Krom. 13 397,77 6163
Krom. X 231,83 3658 Krom. X 407,32 2853
Krom. Y 242,19 2904 Krom. 21 4244 5119
Krom. 21 250,1 8917 Krom. 18 433,72 5314
Krom. 18 256,76 9905 Krom. 13 442,13 4323
Krom. 13 265,84 6645 Krom. X 450,23 4722

Normal Kadin Ornekler:

Calisma grubu icerisinde 234 olguda 46,XX karyotipi ile uyumlu pikler elde
edilmistir. Bu sonuglardan bir tanesi 69,XXX oploidi vakasina ait yanlis negatif
Normal, Kadin sonucunu igermektedir. Normal Kadin pik goriintiilerine 6rnek Sekil

4.2.4. de verilmistir.
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Sekil 4.2.4.: Normal, Kadin Pik Gériintiilerine Ornek
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Bu hastalarda elde edilen pik alanlarindan bir ornek Cizelge 4.2.4. de
belirtilmistir. Bu hastalarda dikkat edilmesi gereken nokta, Y kromozomunun karsilig
olan piklerin olmamasi ve bu pikler degerlendirilirken bunlarin sayisal degerinin sifir

olarak belirtilmesidir.

Cizelge 4.2.4.: Normal Kadin Pik Alanlarina Ornek Degerler

Dye/Sample Dye/Sample

Peak Size Area Peak Size Area
Krom.21 133,28 9583 Krom.X 274,24 8071
Krom.18 140,39 8974 Krom.Y 283 0
Krom.13 146,23 7651 Krom.21 290,08 4951
Krom.X 153,04 4625 Krom.18 299,35 6324
Krom.Y 160 0 Krom.13 310,32 4883
Krom.21 164,87 7617 Krom.X 318,14 4678
Krom.18 171,12 6736 Krom.21 337,94 5089
Krom.13 177,68 6620 Krom.18 346,68 4300
Krom.X 184,02 6858 Krom.13 355,13 5611
Krom.Y 193 0 Krom.X 362,59 7443
Krom.21 201,21 8620 Krom.21 381,68 4125
Krom.18 211,11 5730 Krom.18 389,84 6829
Krom.13 221,12 8437 Krom.13 398,15 8269
Krom.X 231,62 4210 Krom.X 407,83 5313
Krom.Y 238 0 Krom.21 424,66 5191
Krom.21 249,88 8708 Krom.18 434,07 5496
Krom.18 256,58 7587 Krom.13 44252 4647
Krom.13 265,72 5382 Krom.X 451,34 5290
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Trizomi 21, Erkek Ornekler:

Yine calisma grubunda degerlendirilen hastalardan 11 inde 47,XY,+21 ile
uyumlu pik alan degerleri saptanmistir. Bu pikler Gene Mapper programinda
degerlendirilirken 21. kromozoma karsilik gelen piklerin komsu piklere gore goriiniir
sekilde uzun oldugu ve eksternal normal kontrollerde 21. kromozoma ait piklerin komsu
pikler ile orantili oldugu yine goriiniir sekildedir. Bu karsilastirma goriintiisii Sekil
4.2.5. de verilmistir. Ama kesin verileri elde etmek icin piklerin alanlar1 Gene Mapper
programindan excel dosyasina aktarilarak, Cofalyser programinda degerlendirilmistir.
Bu programa gore 21. kromozomun karsilifi olan piklerin ortalama degerlerinde,
kontrol hastalarina gore 1.3 ve iizerinde artis goriilmesi beklenmektedir. Bu analiz

sonugclari toplu olarak Cizelge 4.2.5.B. de verilmistir.
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Sekil 4.2.5.: Trizomi 21, Erkek ve Normal, Erkek Ornek Pik Goriintiileri
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Cizelge 4.2.5.A.: Trizomi 21, Erkek Pik Alan Degerleri

Dye/Sample
Peak
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13

Size
133,23
140,32
146,24
153,09
158,84
164,89
171,05
177,48
183,64
191,34
200,11
208,51
217,26
226,57
235,7
242,92
250
260,25

Area

70768
42020
34242
16551
19273
65428
33326
29461
16877
13905
63775
29759
42142
19413
11927
60985
40029
28768

Dye/Sample
Peak
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
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Size
269,88
279,27
288,39
299,08
310,47
318,23
337,94
346,46
355,07
362,43
381,32
389,87
398,08
407,58
4246
433,8
4424
451,24

Area

22935
21936
40745
20792
29447
12872
41296
14868
23648
13440
47561
25804
24537
10259
33798
19966
13680
13924



Cizelge 4.2.5.B.: Trizomi 21, Erkek Orneklerin Coffalyser Programinda Elde Edilen

Sonuglari

P095 MLPA mix lot 1204

Length
Probe name | Chr pos | PCR MV35
SIM2 21g22.2 | 136 21
MADH4 18g21.1 | 142 18
ABCC4 13932 148 13
AR Xqi11.2 | 154 X
SRY Ypi11.3 | 160 Y
NCAM2 21g21.1 | 166 21
PMAIP1 18921 172 18
CCNAT1 13q12.3 | 178 13
FACL4 Xg23 184 X
SRY Yp11.3 [193 Y
USP25 21g11.2 | 202 21
SS18 18q11.2 | 211 18
RB1 13q14.3 | 220 13
ARX Xp22.1 | 229 X
uTy Yqii 238 Y
STCH 21qg11 247 21
NFATC1 18923 256 18
DACH 13921.3 | 265 13
TM4SF2 Xpi11.4 | 274 X
ZFY Yp11.3 | 283 Y
SOD1 21g22.1 | 292 21
TYMS 18p11.3 | 301 18
P85SPR 13q34 310 13
L1CAM Xqg28 319 X
APP 21921.3 | 337 21
SERPINB2 | 189g21.3 | 346 18
BRCA2 13q12.3 | 355 13
RPS6KA3 Xp22.2 | 364 X
TFFA1 21g22.3 | 382 21
SS18 18q11.2 | 391 18
DLEUA 13q14.3 | 400 13
PDCD8 Xg25 409 X
TIAM1 21g22.1 | 427 21
MC2R 18p11.2 | 436 18
ING1 13q34 445 13
DMD Xp21.2 | 454 X
Coffalyser

s- s- s- s- s- s- s- s- s-
s-803 s-811 1128 1415 1868 1591 1770 1864 1499 1948 1954

Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio

programinin bu tablosunda, renkli alanda her siitun bir hastay:

gostermektedir. {1k siitunda yer alan hasta daha once pik goriintiisii ve pik alan degerleri

verilen hastadir. Diger siitunlarda yer alan hastalarda trizomi 21 ile uyumlu diger erkek

hastalardir. Bu degerlendirmede dikkat edilmesi gereken nokta mavi olarak goriinen

alanlarda (>0.7-<1.3) kontrollerle karsilagtirldiginda herhangi bir delesyon veya

amplifikasyon olmayan prob bolgeleri olup, kirmizi goriinen alanlar (>1.3) ise

amplifikasyonla uyumlu prob bolgelerini gostermektedir. Sekil 4.2.5 de verilen

sonuclar1 inceledigimizde kromozom 21 iizerindeki prob bdlgelerinin amplifikasyonu

goriilmektedir. Kullandigimiz anéploidi kitinde 21. kromozom {izerinde 8 ayr1 prob
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bolgesi incelenmektedir. Ayrica erkek hastalar icin erkek kontroller kullandigimiz igin,

X ve Y kromozomuna ait herhangi bir delesyon veya amplifikasyon saptanmamustir.

Trizomi 21, Kadin Ornekler:

Yine calisma grubundaki hastalarda MLPA yontemi ile elde edilen analiz
sonuclar1 igerisinde 7 olguda Trizomi 21, Kadin sonuclar ile uyumlu pikler elde
edilmistir. Bu sonuclar da kontrol hastalari ile Cofalyser programinda karsilastirilmistir.
Elde edilen pik goriintiileri ve kontrol hastalari ile karsilagtirllmasi Sekil 4.2.6. da
verilmistir. Burada dikkat edilmesi gereken 21. kromozoma karsilik gelen piklerin diger
kromozomlarmm pikleri (komsu pikler) ile orantisindaki gozle goriiniir artigtir. Kontrol
hastalarinda bu uzunluk sabit iken, Ornegin 21. kromozom piki ile 18. kromozom
pikinin birbiri ile uzunluklarn yaklasik iken, trizomi 21 hastasinda uzunluk 21.
kromozom lehine artmis sekildedir. Bu fark Sekil 4.2.6. da net bir sekilde
degerlendirilebilir. Ama yine kesin tani icin mutlaka sayisal degerlerin, Cofalyser

programi kullanilarak karsilastirilmasi gerekmektedir.

Sekil 4.2.6.: Trizomi 21, Kadin ve Normal Kadin Ornek Pik Goriintiileri

M am 4

MNormal, Kadin
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Cizelge 4.2.6.A.:Trizomi 21, Kadin Pik Alan Degerleri

Dye/Sample Dye/Sample

Peak Size Area Peak Size Area
Krom.21 133,46 44356 Krom.X 274,13 25338
Krom.18 140,51 27094 Krom.Y 283 0
Krom.13 146,23 25579 Krom.21 290,21 30268
Krom.X 153,04 18971 Krom.18 299,24 14505
Krom.Y 160 0 Krom.13 310,34 16251
Krom.21 164,89 40560 Krom.X 317,82 12209
Krom.18 171,08 21314 Krom.21 337,8 25774
Krom.13 177,69 21632 Krom.18 346,5 8572
Krom.X 183,97 21543 Krom.13 355,18 13633
Krom.Y 193 0 Krom.X 362,59 17875
Krom.21 201,22 37756 Krom.21 381,43 23421
Krom.18 211,06 18902 Krom.18 389,84 18452
Krom.13 221,03 26444 Krom.13 398,03 17544
Krom.X 231,48 20448 Krom.X 407,54 12210
Krom.Y 238 0 Krom.21 424,67 20997
Krom.21 249,76 32773 Krom.18 433,91 13780
Krom.18 256,53 25094 Krom.13 442,58 11041
Krom.13 265,75 18944 Krom.X 451,21 15070

Verilen bu pik alan degerleri Coffalyser programia aktarildiktan sonra elde
edilen sonuglar Cizelge 4.2.6.B de gosterilmistir. Bu tabloda 47,XX,+21 ile uyumlu 7
hastanin sonucu yer almaktadir. Ilk siitunda yer alan hasta, yukarida pik goriintiileri ve
pik alan degerleri verilen hastadir. Bu tabloda dikkat edilmesi gereken nokta, 21.
kromozom iizerinde yer alan prob bolgelerinde goriilen amplifikasyonlara ilaveten, X
kromozomu iizerinde yer alan prob bolgelerinde de amplifikasyon goriilmesi, ayrica Y
kromozomu iizerinde yer alan prob bolgelerinde de delesyon goriilmesidir. (Delesyonlar
Coffalyser programi tarafindan yesil renk ile gosterilmektedir: <0.7) Bu degisikliklerin
nedeni sonuglarin erkek kontroller iizerinden degerlendirilmesidir. Bu nedenle hastalar
disi karyotipi ile uyumlu oldugu icin, X kromozomunda amplifikasyon ve Y

kromozomunda delesyon goriilecektir.

53



Cizelge 4.2.6.B.: Trizomi 21, Kadin 6rneklerin Coffalyser Programinda Elde Edilen

Sonuglari

P095 MLPA mix lot 1204 s-1014 s-1316 s-1358 s-1367 s-1527 s-1670 s-1888
Probe Chr Length
name pos PCR MV35 | Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio
SIM2 21g22.2 | 136 21
MADH4 18g21.1 | 142 18
ABCC4 13932 148 13
AR Xqgi11.2 | 154 X
SRY Yp11.3 | 160 Y
NCAM2 21g21.1 | 166 21
PMAIP1 18921 172 18
CCNAT1 13912.3 [ 178 13
FACL4 Xg23 184 X
SRY Yp11.3 | 193 Y
USP25 21g11.2 | 202 21
SS18 18q11.2 | 211 18
RB1 13914.3 | 220 13
ARX Xp22.1 | 229 X
Uty Yqi1 238 Y
STCH 21g11 247 21
NFATC1 18923 | 256 18
DACH 13921.3 | 265 13
TM4SF2 Xpi11.4 | 274 X
ZFY Ypi11.3 | 283 Y
SOD1 21922.1 | 292 21
TYMS 18p11.3 | 301 18
P85SPR 13g34 | 310 13
L1CAM Xg28 319 X
APP 21921.3 | 337 21
SERPINB2 | 18921.3 | 346 18
BRCA2 13g12.3 | 355 13
RPSEKA3 | Xp22.2 | 364 X
TFF1 21922.3 | 382 21
SS18 18q11.2 | 391 18
DLEUA 13914.3 | 400 13
PDCD8 Xg25 409 X
TIAM1 21g22.1 | 427 21
MC2R 18p11.2 | 436 18
ING1 13934 | 445 13
DMD Xp21.2 | 454 X
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Trizomi 18, Erkek Ornekler:

Degerlendirilen hasta grubu icerisinde 2 hastada Trizomi 18, Erkek sonuglari ile
uyumlu pik goriintiileri elde edildi. Yine bu pik alanlann Gene Mapper programi
kullanilarak Coffalyser programinda degerlendirildi. Bu degerlendirme sonuglari
Cizelge 4.2.7.B de verilmistir. Kontrol hastalarimin pik alanlar ile karsilastinlldiginda
Trizomi 18 ile uyumlu oldugu dogrulandi. Bu grup igerisinde 1 hastadan elde edilen pik

goriintiileri ve kontrol hastasi ile karsilastirilmasi Sekil 4.2.7. de verilmistir.

Sekil 4.2.7.: Trizomi 18, Erkek ve Normal Erkek Ornek Pik Goriintiileri
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Cizelge 4.2.7.A.: Trizomi 18, Erkek Pik Alan Degerleri

Dye/Sample Dye/Sample

Peak Size Area Peak Size Area

Krom.21 133,28 28898 Krom.X 269,98 12464
Krom.18 140,39 38708 Krom.Y 279,46 14396
Krom.13 146,23 25527 Krom.21 288,58 19209
Krom.X 153,01 10520 Krom.18 299,23 28992
Krom.Y 158,86 13506 Krom.13 310,7 19314
Krom.21 164,89 31621 Krom.X 318,58 7745

Krom.18 171,39 34649 Krom.21 338,14 13286
Krom.13 178,04 19998 Krom.18 346,44 14714
Krom.X 184,3 14152 Krom.13 354,87 15582
Krom.Y 192,2 8975 Krom.X 362,28 13161
Krom.21 201,12 24216 Krom.21 381,22 13809
Krom.18 209,5 35679 Krom.18 389,77 31685
Krom.13 218,07 26645 Krom.13 398,01 16823
Krom.X 227,15 17490 Krom.X 407,46 7208

Krom.Y 236,14 9019 Krom.21 424,8 12250
Krom.21 243,2 21246 Krom.18 433,95 28144
Krom.18 250 38717 Krom.13 442 53 10942
Krom.13 260,4 24390 Krom.X 451,45 8839
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Cizelge 4.2.7.B.: Trizomi 18, Erkek Orneklerin Coffalyser Programinda Elde Edilen

Sonuglari

P095 MLPA mix lot

1204 s-1041  s-1640
Probe Length

name Chr pos | PCR MV35 | Ratio Ratio
SIM2 21g22.2 136 21

MADH4 18g21.1 142 18

ABCC4 13932 148 13

AR Xqi1.2 154 X

SRY Ypi11.3 160 Y

NCAM2 21g21.1 166 21
PMAIP1 18921 172 18
CCNA1 13g12.3 178 13

FACL4 Xq23 184 X
SRY Yp11.3 | 193 Y
USP25 | 21g11.2 | 202 21
SS18 18q11.2 | 211 18
RB1 13q14.3 | 220 13
ARX Xpe2.1 | 229 X
uTY Yqi1 238 Y
STCH 21q11 247 21
NFATC1 | 18923 256 18
DACH 13g21.3 | 265 13
TM4SF2 | Xpi14 | 274 X
ZFY Yp11.3 | 283 Y
SODf1 21g221 | 292 21
TYMS 18p11.3 | 301 18
P85SPR__ | 13g34 310 13
LICAM | Xqg28 319 X
APP 21g21.3 | 337 21

SERPINB2 | 18g21.3 | 346 18

BRCA2 13912.3 | 355 13
RPS6KA3 | Xp22.2 364 X

TFF1 21g22.3 | 382 21
SS18 18q11.2 | 391 18
DLEU1 13q14.3 | 400 13
PDCD8 | Xg25 409 X
TIAM1 21g22.1 | 427 21
MC2R 18pi1.2 | 436 18
ING1 13934 445 13
DMD Xp21.2 | 454 X

Bu tabloda 18. kromozom iizerinde yer alan prob bolgelerinin amplifikasyonlar

goriilmektedir. Degerlendirmede erkek kontrol kullanildigi i¢in ve cinsiyet
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kromozomlarn iizerindeki problarda herhangi bir delesyon veya amplifikasyon olmadigi

icin hastalarin erkek karyotipi ile uyumlu oldugunu anliyoruz.

Trizomi 18, Kadin Ornekler:

Yine calisilan hasta grubu icerisinde 2 hastada Trizomi 18, Kadin sonucu ile
uyumlu pik alanlar1 elde edilmistir. Elde edilen pik goriintiileri ve kontrol hastasinin
pikleri ile karsilastirilmasi Sekil 4.2.8. de verilmistir. Yine bu hastalardan birinin
Olciilen pik alanlar1 da Cizelge 4.2.8.A da verilmistir. Bu hastalarin pik alanlarinin

Coffalyser programinda elde edilen sonuglar1 Cizelge 4.2.8.B de verilmistir.

Sekil 4.2.8.: Trizomi 18, Kadin ve Normal, Kadin 6rnek Pik Goriintiileri

5
4

1
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Cizelge 4.2.8.A.: Trizomi 18, Kadin Pik Alan Degerleri

Dye/Sample Peak
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13

Size
133,32
140,36
146,19
152,97
160
165,1
171,53
178,11
184,39
193
201,09
209,5
218,1
227,21
238
243,34
250,23
260,54

Area
34070
56669
26986
23852
0
35713
40600
25436
25877
0
29367
38500
31453
23604
0
20692
41626
22209
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Dye/Sample
Peak
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X

Size
270,07
283
288,69
299,26
310,86
318,56
338,42
346,69
354,9
362,27
381,24
389,62
397,95
407,68
424,54
433,75
442,28
451,06

Area
27738

15989
30302
21632
12106
18692
17320
17572
22384
18406
32240
18758
17517
13888
28790
11225
12323



Cizelge 4.2.8.B.: Trizomi 18, Kadin Orneklerin Coffalyser Programinda Elde Edilen

Sonuglari
P095 MLPA mix lot 1204 s-1506 s-1631
Length
Probe name | Chr pos | PCR MV35 Ratio Ratio
SIM2 21g22.2 | 136 21
MADH4 18g21.1 | 142 18
ABCC4 13932 148 13
AR Xqi1.2 |154 X
SRY Yp11.3 [ 160 Y
NCAM2 21g21.1 [ 166 21
PMAIP1 18921 172 18
CCNA1 13q12.3 | 178 13
FACL4 Xg23 184 X
SRY Yp11.3 193 Y
USP25 21q11.2 | 202 21
SS18 18q11.2 | 211 18
RB1 13q14.3 | 220 13
ARX Xp22.1 | 229 X
uTy Yqii 238 Y
STCH 21g11 247 21
NFATC1 18923 256 18
DACH 13921.3 | 265 13
TM4SF2 Xpl11.4 [274 X
ZFY Yp11.3 |283 Y
SOD1 21g22.1 | 292 21
TYMS 18p11.3 | 301 18
P85SPR 13q34 310 13
L1CAM Xg28 319 X
APP 21g21.3 [ 337 21
SERPINB2 18g21.3 | 346 18
BRCA2 13q12.3 | 355 13
RPS6KA3 Xp22.2 | 364 X
TFF1 21g22.3 [ 382 21
5518 18q11.2 | 391 18
DLEUA 13q14.3 | 400 13
PDCD8 Xg25 409 X
TIAMA1 21g22.1 | 427 21
MC2R 18p11.2 | 436 18
ING1 13q34 445 13
DMD Xp21.2 | 454 X

Bu c¢izelgede 18. kromozom problarinin amplifikasyonu goriilmektedir. Ayrica

X kromozom problarindaki amplifikasyonlar ve Y kromozom problarindaki delesyonlar

bize kullanilan kontroliin erkek

olmasindan dolay1

cinsiyetlerinin disi oldugunu gostermektedir.
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Trizomi 13, Erkek Ornek:

Calisma grubunda ki hastalardan 1 tanesinde 47,XY,+13 karyotipi ile uyumlu
pikler elde edilmis, bu pik alanlarinin Coffalyser programinda analizinde de bu karyotip
dogrulanmistir. Elde ettigimiz pik dizilimleri ve saglikli kontrol hastasinin pik
dizilimleri Sekil 4.2.9. da verilmistir. Ayrica hastadan elde edilen pik alanlarinin

degerleri de Cizelge 4.2.9.A da verilmistir.

Sekil 4.2.9.: Trizomi 13, Erkek ve Normal, Erkek Ornek Pik Gériintiileri

. 100 ) — nr;x;’ — an
m: e f J LIU_LJ |J_I'_J U| _,UI UU ||‘_J'm,_,|| lll_ﬂ,J _,ILIJII_;, o
| | | |
13 13 13 13 13 13 13 13
o ‘ ’ ‘ ( | | Trizomi 13, llirhek ‘
1 |
ala AR L 'Jk_ U\_f "._l_- |'l_.'JI\_,'\_n[IL_- \J‘-J'J'JJ;)L& s uﬂ_l” '?-_JIIL;\_u AR .

I | l l | ! |

13 13 13 13 13 13 13 13
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Cizelge 4.2.9.A.: Trizomi 13, Erkek Pik Alan Degerleri

Dye/Sample Peak
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13

Size
133,32
140,38
146,15
153,01
158,97
164,83
171,15
177,68
183,98
191,88
201,2
211,16
221,11
231,65
241,96
249,88
256,59
265,71

Area
37132
36559
48542
12596
14959
35392
27212
40660
13788
11661
29564
22920
55315
18163
14153
30009
26179
30609
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Dye/Sample Peak Size

Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X

274,12
282,35
290,19
299,25
310,33
318,01
338,2

346,65
355,14
362,57
381,35
389,74
397,93
407,5

424,66
433,97
442,46
451,19

Area
15246
16009
17895
18333
32490
9124
17611
9281
30375
12546
15471
23249
36554
11170
13711
18292
25658
10484



Cizelge 4.2.9.B.: Trizomi 13, Erkek Ornek Coffalyser Programinda Elde Edilen

Sonuglari
P095 MLPA mix lot 1204 s-1234
Length
Probe name | Chr pos | PCR MV35 Ratio
SIM2 21g922.2 | 136 21
MADH4 18g21.1 | 142 18
ABCC4 13932 148 13
AR Xqi1.2 |154 X
SRY Yp11.3 [ 160 Y
NCAM2 21g21.1 [ 166 21
PMAIP1 18921 172 18
CCNA1 13q12.3 | 178 13
FACL4 Xg23 184 X
SRY Yp11.3 193 Y
USP25 21q11.2 | 202 21
SS18 18q11.2 | 211 18
RB1 13q14.3 | 220 13
ARX Xp22.1 | 229 X
uTy Yqii 238 Y
STCH 21g11 247 21
NFATC1 18923 256 18
DACH 13921.3 | 265 13
TM4SF2 Xpl11.4 [274 X
ZFY Yp11.3 |283 Y
SOD1 21g22.1 | 292 21
TYMS 18p11.3 | 301 18
P85SPR 13q34 310 13
L1CAM Xg28 319 X
APP 21g21.3 [ 337 21
SERPINB2 18g21.3 | 346 18
BRCA2 13q12.3 | 355 13
RPS6KA3 Xp22.2 | 364 X
TFF1 21g22.3 [ 382 21
SS18 18q11.2 | 391 18
DLEUA 13q14.3 | 400 13
PDCD8 Xg25 409 X
TIAMA1 21g22.1 | 427 21
MC2R 18p11.2 | 436 18
ING1 13q34 445 13
DMD Xp21.2 | 454 X

Bu tabloyu inceledigimiz zaman 13. kromozom bdlgesine karsilik gelen prob
bolgelerindeki amplifikasyonlar goriilmektedir. Ayrica hastanin cinsiyeti kontrollerle
aynt oldugu i¢cin X ve Y kromozomundaki prob bolgelerinde herhangi degisim

goriilmemigtir.
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XXY Ornegi:

Calisma grubundaki hastalarin birinden elde edilen pikler, bu piklerin sayisal
degerlerinin kontrol orneklerinin pik alanlari ile karsilastirilmasi sonucunda 47, XXY
ile uyumlu oldugu bulunmustur. Bu elde edilen pik 6rnekleri, saglikli kontrol 6rneginin
pik goriintiileri Sekil 4.2.10 da gosterilmistir. Ayrica elde edilen pik alan degerleri de
Cizelge 4.2.10.A. da verilmistir. Verilen bu pik alan degerlerinin Coffalyser

programinda elde edilen sonuclar1 da Cizelge 4.2.10.B de verilmistir.

Sekil 4.2.10.: XXY ve Normal Erkek Ornek Pik Gériintiileri

o]

]
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Cizelge 4.2.10.A.: XXY Orneginin Pik Alan Degerleri

Dye/Sample
Peak
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13

Size
133,31
140,34
146,19
153,12
159,06
164,89
171,12
177,67
183,89
191,88
201,13
211,14
221,02
231,54
241,83
249,75
256,48
265,73

Area
13428
12688
9678
12705
4860
9437
10767
10023
14023
3624
11126
8055
11493
11923
4165
10603
11630
7272

Dye/Sample
Peak
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
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Size
274,12
282,1
290,02
299,1
310,15
317,83
337,97
346,65
355,14
362,47
381,47
389,76
398,19
407,63
424 52
433,65
442,33
450,99

Area
11807
7157
6429
6814
5855
8164
4851
3536
6115
10462
5933
7750
6709
9452
4543
6140
3234
8188



Cizelge 4.2.10.B: XXY Orneginin Coffalyser Programinda Elde Edilen Sonuglari

P095 MLPA mix lot 1204 s-1778
Probe name | Chr pos | Length PCR | MV35 | Ratio
SIM2 21922.2 | 136 21
MADH4 18g21.1 | 142 18
ABCC4 13932 148 13
AR Xq11.2 | 154 X
SRY Ypi11.3 | 160 Y
NCAM2 21921.1 | 166 21
PMAIP1 18921 172 18
CCNAT1 13g12.3 | 178 13
FACL4 X923 184 X
SRY Yp11.3 | 193 Y
USP25 21gi11.2 | 202 21
SS18 18qg11.2 | 211 18
RB1 13g14.3 | 220 13
ARX Xp22.1 | 229 X
uTy Yqii 238 Y
STCH 21q11 247 21
NFATC1 18923 256 18
DACH 13921.3 | 265 13
TM4SF2 Xpi11.4 274 X
ZFY Ypi1.3 | 283 Y
SOD1 21922.1 | 292 21
TYMS 18p11.3 | 301 18
P85SPR 13934 310 13
L1CAM Xg28 319 X
APP 21921.3 | 337 21
SERPINB2 18921.3 | 346 18
BRCA2 13g12.3 | 355 13
RPS6KA3 Xp22.2 364 X
TFFA1 21922.3 | 382 21
SS18 18g11.2 | 391 18
DLEU1 13914.3 | 400 13
PDCD8 X925 409 X
TIAM1 21922.1 | 427 21
MC2R 18p11.2 | 436 18
ING1 13934 445 13
DMD Xp21.2 | 454 X

Bu tabloda dikkat edilecek nokta X kromozomu iizerinde yer alan prob
bolgelerindeki amplifikasyonlardir. Bu hasta degerlendirilirken kontrol olarak erkek
hasta kullanilmistir. Buna gore kontrolle karsilagtirildiginda X kromozomundaki artig
Coffalyser programinda amplifikasyon olarak goriilmektedir. Ayrica Y kromozomunda

herhangi bir delesyon veya amplifikasyon goriilmemesi kontrolle ayn1 dozda Y
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kromozomu tasidigin1 gostermektedir. Buna gére MLPA yontemi ile alinan sonug 47,

XXY ile uyumlu olarak bulunmustur.

Monozomi X Ornegi:

Yine ¢alisma grubunda incelenen hastalardan bir tanesinde Monozomi X sonucu
ile uyumlu pik goriintiileri elde edilmistir. Bu hastanin elde edilen pik alan degerleri,
Coffalyser programina aktarilarak kromozomal agidan normal kontrol hastalariyla
karsilastirilmis ve MLPA yontemi ile alinan sonucun 45,X karyotipi ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Calismamizda kromozomal a¢idan normal olan erkek ve kadin ornekler
eksternal kontrol olarak kullanilmak iizere test ornekleri ile birlikte calisilmistir. Bu
hastadan elde edilen pik goriintiileri ve kullanilan kontrol hastasina ait pik goriintiisii
Sekil 4.2.11 de gosterilmistir. Yine ayni hastadan elde edilen pik alan degerleri de
Cizelge 4.2.11.A da belirtilmistir. Ayrica bu pik alan degerlerinin Coffalyser

programinda analiziyle elde edilen degerleri Cizelge 4.2.11.B de verilmistir.
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Sekil4.2.11.: Monozomi X ve Normal, Kadin Ornek Pik Goriintiileri

m # 4

Normal, Kadin
m

n .LHL[_JUJLUUUJJU'JJLUUU Wy

e
A

X X X X X X X
“‘: (tuUU.JUU__UJJJJUJL_LJU@ Lodb s

N
oo

X X X X A X
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Cizelge 4.2.11.A.: Monozomi X Orneginin Pik Alan Degerleri

Dye/Sample
Peak

Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13

Size
132,42
139,57
145,38
152,18
160
164,33
170,87
177,54
183,84
193
200,5
209,13
217,86
227,12
238
243,11
250
260,14

Area
40492
35307
33093
12991
0
33063
28663
27459
13132

33862
25599
31341
13738

28363
31436
22697

Dye/Sample
Peak

Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
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Size
269,62
283
287,93
298,37
310,03
317,58
337,75
346,36
354,46
362,03
381,22
389,36
397,53
407,19
424 1
433,22
441,51
450,49

Area
19921

14828
16709
19240
8121

13026
10524
15446
11213
15656
19454
19831
8172

14183
14665
9146

9088



Cizelge 4.2.11.B.: Monozomi X Orneginin Coffalyser Programinda Elde Edilen

Sonuglari
P095 MLPA mix lot 1204 s-1788
Length
Probe name | Chr pos | PCR MV35 Ratio
SIM2 21g22.2 | 136 21
MADH4 18g21.1 | 142 18
ABCC4 13932 148 13
AR Xqi1.2 |154 X
SRY Yp11.3 [ 160 Y
NCAM2 21g21.1 [ 166 21
PMAIP1 18921 172 18
CCNA1 13q12.3 | 178 13
FACL4 Xg23 184 X
SRY Yp11.3 193 Y
USP25 21q11.2 | 202 21
SS18 18q11.2 | 211 18
RB1 13q14.3 | 220 13
ARX Xp22.1 | 229 X
uTy Yqii 238 Y
STCH 21g11 247 21
NFATC1 18923 256 18
DACH 13921.3 | 265 13
TM4SF2 Xpl11.4 [274 X
ZFY Yp11.3 |283 Y
SOD1 21g22.1 | 292 21
TYMS 18p11.3 | 301 18
P85SPR 13q34 310 13
L1CAM Xg28 319 X
APP 21g21.3 [ 337 21
SERPINB2 18g21.3 | 346 18
BRCA2 13q12.3 | 355 13
RPS6KA3 Xp22.2 | 364 X
TFF1 21g22.3 [ 382 21
5518 18q11.2 | 391 18
DLEUA 13q14.3 | 400 13
PDCD8 Xg25 409 X
TIAMA1 21g22.1 | 427 21
MC2R 18p11.2 | 436 18
ING1 13q34 445 13
DMD Xp21.2 | 454 X

Tabloda verilen degerler incelendiginde Y kromozomu iizerindeki prob
bolgelerinde delesyonlar goriilmektedir. Bu hastanin degerlendirmesinde kontrol olarak
erkek hastalar kullamilmigtir. Buna gore degerlendirilen hastada Y kromozomu

olmamakla birlikte, X kromozom dozunda duplikasyon goriilmediginden X kromozom
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dozu kontrolle aymdir. Yani hasta tek X kromozomuna sahiptir. Boylece Ornegin

MLPA yo6ntemi ile sonucu Monozomi X olarak belirlenmistir.

Trizomi X Ornegi:

Degerlendirilen hasta grubu igerisinde bir hastada Trizomi X sonucu ile uyumlu
pik goriintiileri elde edilmistir. Elde edilen bu piklerin alanlar1 Coffalyser programina
aktarilarak degerlendirilmis ve bu karyotip ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bu hastaya
ait pik goriintiileri ve kromozomal yonden saglikli kontrol hastasina ait pik goriintiileri
Sekil 4.2.12. de verilmistir. Yine aym hastaya ait pik alanlarinin degerleri de Cizelge
4.2.12.A da belirtilmistir. Ayrica bu degerlerin Coffalyser programinda elde edilen
sonuclarida Cizelge 4.2.12.B de verilmistir.
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Sekil 4.2.12.: Trizomi X ve Normal, Kadin Omegi Pik Goriintiileri

. i
I
Koo XX XX
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Cizelge 4.2.12.A.: Trizomi X Ornegi Pik Alan Degerleri

Dye/Sample Peak
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X
Krom.Y
Krom.21
Krom.18

Krom.13

Size
133,31
140,31
146,28
153,05
160
164,81
171,04
177,7
183,92
193
201,22
211,12
221,01
231,52
238
249,63
256,46

265,62

Area

16592

17423

14331

14453

0

16428

13881

9968

20447

18332

13054

15430

22057

17847

13987

13378

Dye/Sample
Peak

Krom.X

Krom.Y

Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X

Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X

Krom.21
Krom.18
Krom.13
Krom.X

Krom.21
Krom.18
Krom.13

Krom.X
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Size
274,05
283
290,14
299,23
310,08
317,64
337,9
346,5
355
362,5
381,24
389,78
398,11
407,73
424,62
434,06
442,66

451,35

Area

23120

9535

10549

11502

8671

8462

4396

10845

19695

8682

11951

9514

13246

7866

7882

7527

10855



Cizelge 4.2.12.B.: Trizomi X Ornegi Coffalyser Programinda Elde Edilen Sonuglari

P095 MLPA mix lot 1204 s-1003
Length
Probe name | Chr pos | PCR MV35 Ratio
SIM2 21g922.2 | 136 21
MADH4 18g21.1 | 142 18
ABCC4 13932 148 13
AR Xqii.2 | 154 X
SRY Yp11.3 [ 160 Y
NCAM2 21g21.1 [ 166 21
PMAIP1 18921 172 18
CCNAT1 13q12.3 | 178 13
FACL4 Xg23 184 X
SRY Yp11.3 193 Y
USP25 21q11.2 | 202 21
SS18 18q11.2 | 211 18
RB1 13q14.3 | 220 13
ARX Xp22.1 | 229 X
uTyYy Yqii 238 Y
STCH 21q11 247 21
NFATC1 18023 256 18
DACH 13921.3 | 265 13
TM4SF2 Xpl11.4 [274 X
ZFY Yp11.3 |283 Y
SOD1 21g22.1 | 292 21
TYMS 18p11.3 | 301 18
P85SPR 13934 310 13
L1CAM Xg28 319 X
APP 21g21.3 [ 337 21
SERPINB2 18921.3 | 346 18
BRCA2 13q12.3 | 355 13
RPS6KA3 Xp22.2 | 364 X
TFF1 21922.3 | 382 21
SS18 18q11.2 | 391 18
DLEUA 13q14.3 | 400 13
PDCD8 Xg25 409 X
TIAM1 21g22.1 | 427 21
MC2R 18p11.2 | 436 18
ING1 13934 445 13
DMD Xp21.2 | 454 X

Cizelge incelendiginde Y kromozomu iizerinde yer alan problarda delesyon
oldugu, daha dogrusu hastanin Y kromozomu tasimadigi, X kromozomunda ise doz
artist oldugu goriilmektedir. Degerlendirmelerde kontrol olarak Oncelikle erkek hasta

kullanilmistir. Bu ornekte eksternal kontrol olarak normal kadin pik alan degerleri
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kullanildiginda yine aymi sekilde X kromozomuna ait doz artist goriilmiistir. Bu

sonuclara gore hastanin MLPA yontemi ile test sonucu Trizomi X olarak belirlenmistir.

69, XXX Karyotipli Ornegin MLPA Yontemi ile Elde Edilen Sonucu:

Calistigimiz amniyotik sivi Orneklerinde, 1 hastanin sitogenetik analizinde
69, XXX karyotipi goriildii. Calismamizda bu hastada elde ettigimiz pik goriintiileri
Sekil 4.2.13 de verilmistir. Yine bu hastaya ait pik alan degerleride Cizelge 4.2.13.A da
verilmistir. Burada dikkat edilecek nokta, anoploidilerde goriildiigii gibi, bu 6plodik
vakada piklerin, kontrol pikleri ile goriiniir bir degisiminin olmamasidir. Ayrica bu pik
alan degerlerinin Coffalyser programia aktarillarak elde edilen sonuglar Cizelge

4.2.13.B de verilmistir.
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Sekil 4.2.13.: 69,XXX Karyotipli Hastanin MLPA Yo6ntemi ile Pik Goriintiileri

| o il
1]l ' ' ' ' '
Normal, Kadin (Karyotip 69,X5X)
il
il
I
il il ]
Normal, Kadin {(Karyotip 46,XX}
m
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Cizelge 4.2.13.A.: 69,XXX Karyotipli Hastanin MLPA Yontemi ile Pik Alan Degerleri

Dye/Sample
Dye/Sample Peak  Size s-1832 Peak Size s-1832
Krom.21 133,32 14244 Krom.X 274,02 22632
Krom.18 140,38 14132 Krom.Y 283 0
Krom.13 146,16 19818 Krom.21 290,16 9034
Krom.X 152,98 13724 Krom.18 299,14 9723
Krom.Y 160 0 Krom.13 310,07 10731
Krom.21 164,81 16143 Krom.X 317,84 7118
Krom.18 171,01 13670 Krom.21 337,82 11526
Krom.13 177,64 8272 Krom.18 346,54 6675
Krom.X 183,84 14978 Krom.13 355,25 11392
Krom.Y 193 0 Krom.X 362,59 8503
Krom.21 201,2 16319 Krom.21 381,61 10611
Krom.18 211,01 10162 Krom.18 389,94 10348
Krom.13 221,05 14694 Krom.13 398,29 10237
Krom.X 231,56 17843 Krom.X 407,66 7651
Krom.Y 238 0 Krom.21 424,65 8777
Krom.21 249,76 12519 Krom.18 433,75 10242
Krom.18 256,52 14260 Krom.13 442 55 8331
Krom.13 265,57 11439 Krom.X 451,21 12180
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Cizelge 4.2.13.B.: 69,XXX Karyotipli Hastamn MLPA Yéntemi ile Coffalyser
Programinda Elde Edilen Sonuclari

P095 MLPA mix lot 1204 s-1832
Length
Probe name | Chr pos | PCR MV35 Ratio
SIM2 21g922.2 | 136 21
MADH4 18g21.1 | 142 18
ABCC4 13932 148 13
AR Xqi1.2 |154 X
SRY Yp11.3 [ 160 Y
NCAM2 21g21.1 [ 166 21
PMAIP1 18921 172 18
CCNAT1 13912.3 | 178 13
FACL4 Xg23 184 X
SRY Yp11.3 193 Y
USP25 21q11.2 | 202 21
SS18 18q11.2 | 211 18
RB1 13q14.3 | 220 13
ARX Xp22.1 | 229 X
uTy Yqii 238 Y
STCH 21g11 247 21
NFATC1 18923 256 18
DACH 13921.3 | 265 13
TM4SF2 Xpl11.4 [274 X
ZFY Yp11.3 |283 Y
SOD1 21g22.1 | 292 21
TYMS 18p11.3 | 301 18
P85SPR 13q34 310 13
L1CAM Xg28 319 X
APP 21921.3 [ 337 21
SERPINB2 18g21.3 | 346 18
BRCA2 13912.3 | 355 13
RPS6KA3 Xp22.2 | 364 X
TFFA1 21922.3 [ 382 21
SS18 18q11.2 | 391 18
DLEUA 13q14.3 | 400 13
PDCD8 Xg25 409 X
TIAM1 21g22.1 | 427 21
MC2R 18p11.2 | 436 18
ING1 13q34 445 13
DMD Xp21.2 |[454 X

Tabloda verilen degerler incelendiginde X kromozomu iizerindeki prob
bolgelerindeki amplifikasyonlar ve Y kromozomu olmamasi dikkati ¢ekmektedir.
Ayrica X kromozomundaki amplifikasyonlar, hastanin kontrole gore fazla X

kromozomu tasidigin1 gostermektedir. Ek olarak Normal, Kadin pik alanlar1 eksternal
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kontrol olarak kullanmildiginda da bu 6rnegin sonucu MLPA testi ile Normal, Kadin
olarak bulunmustur. Yapilan sitogenetik incelemelerde hastanin karyotipi 69, XXX
olarak saptanmistir. Bu nedenle MLPA testinin Oploidik degisimlerde dogru sonug

vermeyecegi goriilmiistiir.

47,XX,+13 Karyotipli Ornekte MLPA Yontemi ile Elde Edilen Pik

Goriintiileri:

Calistigimiz hasta grubu icinde 47,XX,+13 karyotipine sahip hastanin MLPA
yontemi ile elde edilen sonucu Sekil 4.2.14 de gosterilmistir. 46,XY karyotipine sahip
bir ornegin MLPA pik goriintiileri karsilastirma amacli olarak ayn1 sekilde

gosterilmistir.

Sekil 4.2.14.: Normal Erkek Ornekten ve Degerlendirmeye Alinamayan 47,XX,+13
Karyotipli Hastadan MLPA Yontemi Ile Elde Edilen Pik Goriintiileri

m: bk lJﬂJU JLJ ULUJ ]JM_}UJLJLLU

Degerlendirmeye Almamayan Pikler

/G

DO (DNA  Sendetik Konirol Probu Pild
Quantity)
Konirel Pikderi

P Arhk Primer-Dimer Pikleri
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Bu ornekle birlikte toplam 20 amniyotik sivi érneginde de Gene Mapper programinda
yetersiz gozikken DNA miktarlar1 sebebi ile sonu¢ alinamamistir. Sonuc elde
edemedigimiz bu 20 amniyotik sivi 6rnegi ile bu Orneklerin gebelik haftalan ile

korelasyon bulunmamustir.

4.3. MLPA Analiz Sonuclarimin Rutin Test Sonuclar1 fle Karsilastiriimasi

Ve Yontemin Giivenilirliginin Hesaplanmasi

500 orneklik testin tamamlanmasindan sonra “Medikal Tani Testlerinin
Giivenilirligi” ile ilgili olarak testin sensitivite ve spesifitesinin belirlenmesi igin
asagidaki istatistik metodu uygulanmistir (Cizelge 4.3.1.). Sensitivite ve spesifite
hesaplamalarina sadece sonu¢ alinan test sonuclari dahil edilebildiginden, sonug

alinamayan vakalar bu hesaplamaya katilmamaistir.

Cizelge 4.3.1: Medikal Testin Ger¢ek Durumu Y ansitmasi

Ger¢ek Durum (Referans)
H+ H - Toplam
Medikal Test | H+ Gergek Pozitif | Yalanci Pozitif | T(T+)
Sonucu (GP=a) (YP=b)
H - Yalanci Negatif | Ger¢ek Negatif | T(T-)
(YN=c) (GN=d)
Toplam G(H+)=a+c G(H-)=b+d Toplam

Duyarlilik (Sensitivite, hassasiyet) Orani: P(D)=a/(a+c)=GP/(GP+YN)
Ozgiilliik (Specifite) Orani: P(O)=d/(b+d)=GN/(YP+GN) (Kaynak 33)

Cizelge 4.3.2.: Bulgularimizin Referans Sonuclar ile Karsilastiriimasi

Gergcek Durum (Referans)
H+ H-
Medikal  Test | H+ 26 0
Sonucu H- 0 453
Toplam 26 453 479

Duyarlilik (Sensitivite, hassasiyet) Orani= 26/ (26+0)= 1 (%100)
Ozgiilliik (Specifite, secicilik) Oranm= 453/ (453+0)= 1 (%100)
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Yanlis negatiflik orani= 1 — Duyarlilik = %0
Yanlis pozitiflik oram= 1 — Ozgiilliikk= %0

Elde ettigimiz test sonuglarimizda, yanlis negatif ve/ veya yanlis pozitif sonug
saptanmamistir. Yani referans sonuglar ile karsilastirildiginda MLPA P095 anéploidi

kiti ile biitiin hastalar “hasta”, biitiin normaller de “normal” olarak tanimlanmustir.
Yontemin basar1 oran1i=%96 dir. MLPA teknigi ile sonug elde edilemeyen vaka

sayist “basarisizlik orani”ni belirlemistir. Yontemin Basarisizlik Orani= Toplam 500

vakanin 20 sinde (%4) MLPA yoéntemi ile sonug elde edilememistir.
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S. TARTISMA

Calismamiza prenatal tani amaciyla Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'na 2000-2006 yillann arasinda bagvuran

hastalardan alinmig 500 amniyosentez s1visi dahil edilmistir.

MLPA yontemi ile anoploidi tayini yaptigimiz 6rneklerden elde edilen sonuglar

konu ile ilgili yapilmis sinirh sayidaki calisma sonuglari ile karsilagtirilmistir.

5.1. MLPA Yonteminin Sensitivitesi

Slater ve arkadaslari, Gerdes ve arkadaslar1 ve Hochstenbach ve arkadaslarinin
calismalarinda andploidi taramasinda MLPA yOnteminin sensitivitesi %100 olarak

bulunmustur (19, 22, 40).

Calismamizda da MLPA yonteminin sensitivitesi %100 olarak saptanmis ve

diger calismalarla uyumlu bulunmustur (Cizelge 4.3.2.).

5.2. MLPA Yonteminin Spesifitesi

Slater ve arkadaslan ile Gerdes ve arkadaslar1 yapmis olduklar calismalarda
MLPA yonteminin spesifitesini %100 olarak saptamislardir. Hochstenbach ve

arkadaglan ise yaptiklari caligmalarinda MLPA yoOnteminin spesifitesini %99.8 olarak

bulmuslardir (19, 22, 40).

Bizim ¢alismamizda MLPA yonteminin spesifitesi %100 olarak saptanmis olup,

diger arastirmacilarin sonuclari ile uyumlu bulunmustur (Cizelge 4.3.2.).
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5.3. MLPA Yonteminin Basarisizhik Oram

Slater ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismalarda MLPA yonteminin basarisizlik

orani %0 olarak bildirilmistir (40).

Gerdes ve arkadaslarinin ¢calismalarinda yontemin basarisizlik oram1 %3.2 olarak
bulunmus, sonuca gerekce olarak; pratik uygulamadaki ve MLPA verilerinin

analizindeki deneyimsizlik gosterilmistir (19).

Hochstenbach ve arkadaglarinin caligmalarinda yontemin basarisizlik orant %1.9
olarak bulunmus ve bu sonuca gerekce olarak sonug¢ alinamayan Orneklerdeki DNA

miktarinin yetersizligi gosterilmistir (22).

Calismamizda yontemin basarisizlik oranmi %4 olarak saptanmistir. Oranimiz

diger calismalardakinden daha yiiksektir.

Slater ve arkadaslar1 ile Hochstenbach ve arkadaslar yaptiklann calismada
MLPA yonteminde DNA kaynagi olarak fetal drneklerden elde ettikleri hiicre lizatimi
kullanmiglar ve yonteme ait daha diisiik basarisizlik oranlar1 elde etmislerdir. Gerdes ve
arkadaslarinin  yaptiklart ¢alismada ve bizim c¢alismamizda MLPA yonteminde
kullanilmak {iizere fetal orneklerden DNA izolasyonu yapilmistir ve daha yiiksek

diizeyde basarisizlik orani elde edilmistir (19, 22, 40).

Uygulanan  yontemin basamaklart ve basarisizlik oranlar1  topluca
degerlendirildiginde; DNA kaynagi olarak kiiltiire edilmemis fetal materyalden MLPA
prob miksi ile hibridizasyon asamasindan ©Onceki asamada hiicre lizati kullanilan
calismalarda testin basarisizlik orani diisitk bulunurken, DNA izolasyonu ile saf DNA
elde edilerek calisilan yontemlerde testin basarisizlik oraninin daha yiiksek bulundugu
goriilmiistir. Biz de calismamizda DNA izolasyonu ile saf DNA elde ederek
uygulamada bulundugumuz icin basarisizlik oranmmiz diger calismalardan yiiksek

olarak saptanmistir.
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Hiicre lizat1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda, MLPA problarinin genomik DNA
ile  hibridizasyonunun ve/veya ligaz reaksiyonunun daha efektif sekilde

gerceklesebilecegi diisiiniilmiistiir.

Hochstenbach ve arkadaslarinin ¢alismalarinda; amniyotik sivi ig¢indeki fetal
hiicrelerin %80 inden fazlasinin 6lii ya da 6lmekte oldugu ve bu hiicrelerden, DNaz 1n
da dahil oldugu cesitli enzimlerin salindig1 belirtilmektedir. DNA degradasyonu ile
MLPA sonuglarinin etkilenmeyecegi ifade edilse bile caligmamizda kullandigimiz
amniyon sivist ornekleri uzun siire -20 °C de saklanmustir ve diger calismalara gore
daha yiiksek test basarisizlik orani elde etmemizin ikinci bir nedeninin; caligmamizda
kullandigimiz amniyotik s1v1 6rneklerinin saklanma kosullar olabilecegi diistiniilmiistiir

ve Hochstenbach ve arkadaslarinin ¢aligmalari ile uyumlu bulunmustur (22).

Calismamizda sonug elde edemedigimiz 20 amniyotik sivi 6rneginde, yontem

basarisizligi ile bu 6rneklerin gebelik haftalarn arasinda korelasyon saptanmamustir.
Calismamizda sonu¢ elde edemedigimiz Orneklerin tipik pik goriintiisii ve

karsilagtirma amaciyla verilen sonug elde edilmis normal erkek 6rnege ait pik goriintiisii

Sekil 4.2.14 de gosterilmistir.
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Sekil 4.2.14.: Normal Erkek Ornekten ve Degerlendirmeye Alinamayan 47,XX,+13
Karyotipli Hastadan MLPA Yontemi Ile Elde Edilen Pik Goriintiileri

m: bk lJJll U UJLA IJLJ ULUJ ]J_MJU_}\JJL_JL([JU

Degerlendirmeye Almamayan Pilder

G

DO (DNA  Sentetik Konirol Probu Pild
Quantity)
EKonirol Pikderi

P Arhk PrimerDimer Pikderi
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Kontrol grubu sonucu olarak 47,XX,+13 karyotipine sahip hastanin MLPA ile
analizinde elde edilen pik gorintileri yontemin uygulama ve degerlendirme
prosediiriine uygun sekilde incelendiginde; sentetik kontrol probu pikinin varligi prob
hibridizasyon isleminden sonra ligasyon ve PCR islemlerinin gerceklestirildigine isaret
etmektedir. Ligasyon isleminden bagimsiz sekilde PCR ile amplifiye olan DQ
kontrolleri bu ornekte gozle goriiliir sekilde test pikleri ile aym1 boyda ya da daha
uzundurlar. Normalde bu durum prosediire gore kullanilan DNA miktarinin yetersiz
oldugunu gostermektedir ve elde edilen pik alan degerleri degerlendirilemeyecek
sekilde kalitesizdirler. Oysa tim diger orneklerimizde oldugu gibi (20-500 ng olan
gerekli DNA miktarini karsilamak iizere) bu o6rnekte de 45-150 ng olacak sekilde yeterli
miktarda DNA kullanilmistir. Genelde 55 baz uzunlugu bolgesinde goriilen uzun pikler
artik primer-dimer pikleridir ve normalde efektif bir PCR sonunda primerlerin tama
yakin miktar1 kullanilmis olacagindan daha diisiik seviyelerde goriiliirler. Bu durum
PCR reaksiyonuna giren ligate olmus prob miktarinin mevcut oldugunu ancak
miktarinin  yetersiz oldugunu isaret etmektedir. MLPA yonteminde pikleri
degerlendirme asamasinda prosediire gore bu durum; yetersiz ligasyon islemi seklinde
aciklanmistir. Calismamizda bu duruma yol acabilecek gerek¢enin; izole DNA ile prob
hibridizasyonunun, hiicre lizatindaki hibridizasyona gore daha az efektif olabilecegi

diistiniilmiistiir.

Yaptigimiz calismada MLPA yonteminde elde edilecek pik alan degerlerinin
tan1 icin yeterli kalitede olmasinin temel olarak; fetal DNA  miktari,

hibridizasyon/ligasyon etkinligi ve PCR dongii sayisi ile ilgili oldugu diistiniilmiistiir.
Elde ettigimiz %4 likk yontem basarisizliginin, yontemde fetal hiicrelerden elde

edilecek hiicre lizat1 ile calisilmast halinde daha asagi seviyelere cekilebilecegi

diistiniilmiistiir.
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5.4. Anoploidi Tamisinda Kullanilan Analiz Yontemlerinin Karsilastirilmasi

MLPA yo6ntemin, prenatal anoploidi tayininde rutinde kullanilabilirligi ile ilgili
olarak rutinde kullanilan mevcut yontemlere gore avantaj ve dezavantajlar

karsilastirilmistir.

54.1. Klasik Kromozom Analizi ile Molekiiler Yontemlerin

Karsilastirilmasi

FISH, QF PCR ve MLPA yo6ntemlerinin (molekiiler yontemler) 13., 18., 21., X
ve Y kromozomlarmin dozlarinin tayininde kullanilmak iizere dizayn edilis bi¢imleri ile
ilgili  olarak bu  yOntemler stk  gorilen andploidilerin  saptanmasinda
kullanilabilmektedirler. Bu nedenle klasik kromozom analizi ile saptanabilen fakat
anoploidi tanisinda rutinde kullanilan molekiiler yontemler ile (andploidi taramasi igin
hazirlandiklarindan)  saptanamayan  dengeli/dengesiz =~ kromozomal  yeniden

diizenlenmeler bu tartismanin diginda tutulmustur.

Grimshaw ve arkadaglarinin calismalarina gore; klasik kromozom analizinde
Ornegin karyotipi belirlenebilirken, molekiiler yontemler ile adi gecen kromozomlarin

sadece doz tayini yapilabilmektedir (21).

Hulten ve arkadaslarinin raporlarinda da belirtildigi gibi; molekiiler analiz
yontemleri ile incelenecek fetal hiicrelerin hiicre yagam siklusunun béliinme agamasinda
olmalar1 sarti bulunmamaktadir. Bu yiizden karyotiplemeye gore daha kisa zamanda

analiz sonuglan elde edilebilmektedir (25).
Hulten ve arkadaglarinin raporlarinda belirtildigi gibi; molekiiler yontemlerle

calismak icin karyotiplemeye oranla daha az miktarda fetal materyal yeterli

olabilmektedir (25).
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Persutte ve arkadaslar ile Reid ve arkadaslarinin ¢alismalarinda belirttikleri gibi;
anoploidi saptanan Orneklerin normal karyotipe sahip orneklere gore kiiltiirde iireme
basarisizliklarinin yaklagik 5 kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Kiiltiirde iiremenin
olmadigr bu orneklerde molekiiler yontemler ile basarili sonuglar alinabilecektir (35,

37).

Hook ve arkadaslarinin yaptiklart calismada; kiiltiire edilmis amniyon
hiicrelerinden anormal fetal karyotip saptanan vakalarin %60-80 ininde 13., 18., 21., X
ve Y kromozomlarina ait andploidilerin varligim1 gostermistir. Anomali saptanan toplam
vaka sayisinin %60-80 lik kisminda molekiiler yontemler kullanilarak giivenilir

sonuglar alinabilecektir (24).

Cirigliano ve arkadaslari, Grimshaw ve arkadaslar1 ile Waters ve arkadaslarinin
calismalarinda bildirdikleri gibi; klasik kromozom analizine gore siire acisindan
avantajlar1 nedeni ile Ozellikle anormal ultrason bulgusu olan vakalarda molekiiler

yontemler ile erken sonu¢ almak anlamli olabilecektir (11, 21, 48).

Grimshaw ve arkadaslan1 ile Slater ve arkadaslarinin calismalarinda; bazi
dezavantajlarinin olmasi ile birlikte klasik kromozom analizinin (karyotipleme) prenatal
takipte “Altin Standart” olarak kabul gordiigii ve molekiiler yontemler ile elde edilen

sonuclarin karyotipleme ile onaylanmasi gerekliligi ifade edilmektedir (21, 40).

Calismamizda MLPA anoploidi kiti ile taninamayan bir triploidik vakamiz
bulunmaktadir. Calisma grubumuzda %4 vakada bu yontemle sonug elde edilememistir.
Olas1 mozaik tip andploidik vakalarda MLPA yontemi ile kesin sonu¢ elde
edilemeyebilecektir. Bu gerekceler nedeni ile MLPA ile elde edilen sonuclarin klasik

kromozom analizi ile dogrulanmasi gerektigi diistiniilmiistiir.
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54.2. MLPA Yonteminin Diger Molekiiler Analiz Yontemleri 1le

Karsilastirilmasi

Calismamizda prenatal tani amach olarak kullandigimiz MLPA yo6nteminin
rutinde kullanilabilirliginin simnanmasi ile ilgili, rutinde kullamilan diger yontemlerin

(FISH ve QF-PCR) baslica 6zellikleri karsilastiriimistir.

1. Genomik hedef DNA dizilerinde polimorfizm varhg:

Adinolfi ve arkadaslar ile Slater ve arkadaslarinin ¢alismalarinda bildirdikleri
gibi; polimorfik o6zellik gosteren STRs markerler1 kullanilan QF-PCR yontemi ile
prenatal tanida, sonucun giivenirliligi irktan 1rka, kisiden kisiye degisebilmektedir (1,

40).

Tepperberg ve arkadaslari, Thilaganathan ve arkadaglart ile Verlinsky ve
arkadaslarimin ¢alismalarinda belirttikleri gibi; FISH yontemi ile andploidi tayininde;
hedef bolgenin polimorfizm gosterebilmesine ve alfa satellit tekrar sayilarindaki azalma
nedeni ile problarin hedef diziye hibridizasyon yetersizligine bagh olarak zayif
floresans sinyaller ve yanlis negatif, yanls pozitif sonu¢lar miimkiin olabilmektedir (43,

44, 46).

Calismamizda; hedef DNA dizileri polimorfik olmayan, kromozoma spesifik
stabil bolgelerden sec¢ilmislerdir ve test sonuclar1 polimorfizmden etkilenmemektedir.

Bu 6zelligi ile MLPA yontemi diger yontemlere gore avantajlidir.

2. Kromozomlara spesifik olarak kullamilan marker sayilari:

Bryndorf ve arkadaslari, Grimshaw ve arkadaslari, Mann ve arkadagslarn ile
Tepperberg ve arkadaglarimin caligmalarinda belirttikleri gibi; 13., 18., ve 2I.

kromozomlar icin; QF-PCR yonteminde 3-4 er marker, FISH yonteminde 1 er marker

kullanilmaktadir (7, 21, 28, 44).
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Adi gecen kromozomlar icin MLPA yontemi ile yaptigimiz ¢alismamizda 8 er

farkli marker kullanilmustir.

Bryndorf ve arkadaslari, Grimshaw ve arkadaslari, Mann ve arkadaglarn ile
Tepperberg ve arkadaglarinin caligmalarinda belirttikleri gibi; X ve Y kromozomlari

icin QF-PCR ve FISH yontemlerinde 1 er marker kullanilmaktadir (7, 21, 28, 44).

Calismamizda X kromozomu i¢in 8, Y kromozomu i¢in 4 marker kullanilmistir

Boliimiimiizde FISH yonteminde kullandigimiz AneuVysion Prob Set (Vysis)
ile 18., X ve Y kromozomlarina sentromer spesifik, 13. ve 21. kromozomlara lokus

spesifik olmak iizere 5 ayr1 prop ile bakilarak doz tayini yapilmaktadir.

Her ornek icin toplam genomik hedef sayisi; QF-PCR yonteminde 13, FISH
yonteminde 5 ve MLPA yonteminde 36 dir.

MLPA yontemi ile 45 ayr genomik bolgeye tek calismada bakilabilmesi, MLPA
Salsa 095 Anoploidi kitinde toplam 36 genomik bolge iizerinden adi gegen

kromozomlar i¢in doz tayini yapilabilmesi avantaj1 saglamaktadir.

3. informatif marker gerekliligi:

Bryndorf ve arkadaslari ve Grimshaw ve arkadaslarinin caligmalarinda
belirttikleri gibi; QF-PCR yoOnteminde kromozoma ait doz tayini yapilabilmesi icin
kromozomdaki allel bolgelerde STRs dizi uzunluklarinin birbirinden farkli (informatif)
olmasi sartt mevcuttur. FISH ve MLPA yontemlerinde kromozomlarin dozajlarini
belirlemek icin kullanilan markerlerin informatif olmasi gerekmemektedir ve bu 6zellik

acisindan QF-PCR yontemine gore avantajlidirlar (7, 21).
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4. Tek seferde calisilabilecek test sayisi ve otomasyona uygunluk:

Hochstenbach ve arkadaslarinin c¢alismalarinda  belirttikleri  gibi; FISH
yonteminde tek seferde yaklasik 10 ornek calisilabilirken, kapiller elektrofez cihazinin
kapasitesine bagli olarak QF-PCR ve MLPA yonteminde 96 sar ornek ayni anda
calisilabilmektedir. FISH disinda diger iki yontem otomatize edilmislerdir (22).

Calismamizda kapiller elektroforez cihazimizin kapasitesine bagli olarak 48

amniyotik s1v1 6rnegi aym anda calisilabilmistir.

5. Sonuc¢ vermek icin gereken siire:

Hochstenbach ve arkadaslarinin caligmalarinda belirttikleri gibi; QF-PCR ve

FISH yontemleri kullanilarak 24 saatten kisa siirede sonu¢ vermek miimkiindiir (22).

Klinigimizde FISH ile anoploidi tayini; bir gecelik hibridizasyon siiresi ile

birlikte 24 saatten kisa zamanda yapilabilmektedir.

Calismamizda MLPA prosediiriine uygun olarak uyguladigimiz 16 saatlik prob
hibridizasyon siiresi, 90 dakikalik PCR asamasi ve kapiller elektroforezde her 6rnek igin
25 dakikalik uygulama siireleri sebebi ile MLPA yoOnteminde 24 saatten az zamanda

sonu¢ vermek miimkiin olmustur.

Yontemlerin sonu¢ vermek icin gereken siire acisindan birbirlerine gore

avantajlarn yoktur.

91



6. Yontemlerin giivenilirlikleri:

QF-PCR:

Cirigliano ve arkadaslan caligmalarinda; QF-PCR yOntemi icin sensitivite ve
spesifite oranlarini sirasi ile %95 ve %100 olarak bildirilmislerdir. Test basarisizlik

orani <%1 olarak bildirilmistir (11).

FISH:

Hochstenbach ve arkadaslar1 molekiiler yontemler icinde iizerinde en ¢ok
calisilmis olan FISH yontemimin prenatal tanidaki giivenilirligi ile ilgili sensitivitesinin
9%99.7, spesifitesinin %97.6 oldugu bildirilmistir. Bu c¢alismada test basarisizlik

oraninin %7 ye kadar degisen oranlarda olabilecegi bildirilmistir (22).

Tepperberg ve arkadaglarinin AneuVysion Prob Set (Vysis) kullanarak yaptiklari
caligmada; FISH yontemin sensitivitesinin %99.6, spesifitesinin %99.98 oldugu

bildirilmistir. Bu ¢alismada test basarisizlik oran1 <% 2.8 olarak bildirilmistir (44).

Calismamizda MLPA yonteminin prenatal tam1 amacgh kullanilmasi ile ilgili,
yontemin sensitivitesi ve spesifitesinin %100 oldugu hesaplanmistir. Test basarisizlik

orani %4 olarak bulunmustur.

Calismamizda kontrol grubu olarak kullandigimiz karyotip ve FISH yontemi
sonuclari, calismamizin amaglarina yonelik olarak secilmis orneklere ait oldugundan
FISH yonteminin giivenilirliginin saptanmasinda kullanilamamiglardir. Bu sebeple
FISH yonteminin giivenilirligi ile ilgili karsilastirmada litaratiir bilgilerinden

yararlamilmustir (22, 44, 51).
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7. Anne kam kontaminasyonu:

Gerdes ve arkadaglar1 ile Hochstenbach ve arkadaslarinin calismalarinda
belirttikleri gibi; amniyotik sivinin anne kani ile kontaminasyonu MLPA yontemi igin
belirgin bir dezavantajdir ve bu Orneklerde MLPA ile giivenilir sonug

aliamayabilecektir (20, 22).

Grimshaw ve arkadaglar1 ile Hochstenbach ve arkadaslarinin caligmalarinda
belirttikleri gibi; QF-PCR yontemi anne kan1 kontaminasyonunu belirlemede basarili bir
yontemdir. FISH yonteminde ise fetus erkek ise anne kani kontaminasyonu

belirlenebilmektedir (21, 22).

8. Hiicre kalitesi:

Grimshaw ve arkadaslari, Hulten ve arkadaglar ile Rooney ve arkadaslarinin
calismalarinda belirtildigi gibi; fetal materyalde hiicre biitiinligiiniin bozuldugu ve/veya
hiicre sayisinin yetersiz oldugu durumlarda karyotipleme ve FISH yontemi dezavantajli
olabilirken QF-PCR ve MLPA yontemleri ile analiz miimkiin olabilmektedir (21, 25,
38).
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5.5. MLPA Yonteminin Uygulamadaki Basamaklari

Bu konuda fazla calisma bulunmadigi ve MLPA yontemindeki basamaklarla
ilgili detaylar degerlendirilemedigi i¢in ¢calismamiz, Salsa PO95 anoploidi kiti protokolii

verileri ile karsilastirilmig ve sonuglarimiz degerlendirilmistir.

1. Denaturasyon / Hibridizasyon Reaksiyonu Basamaklari

Kit protokoliine gore; problarin hedeflerine hibridizasyonunun hemen hemen 12
saatten sonra tamamlandigi ve hibridizasyon periyodunun 12 ile 24 saat arasinda
herhangi bir siirede olabilecegi bildirilmistir. Calismamizda, 16 saat hibridizasyon

stiresi uygulanmistir ve bagarili sonuclar alinmistir.

Kit protokoliine gore; ilk kullanimdan oOnce kit ile saglanan tiiplerin (DNA
polimeraz ve ligaz hari¢) bir ka¢ saniye siire ile vortekslenmesi tavsiye edilmektedir.
MLPA tamponunun tuz ve diger bilesenlerden olusan yiiksek bir konsantrasyona sahip
olduguna dikkat edilmelidir. MLPA tamponu genellikle -20°C de donacaktir, bazen sivi
olarak da kalabilmektedir. Calismamizda bu tavsiyeye uyulmus ve basarili sonug

alinmistir.

2. Ligasyon Reaksiyonu Basamagi

Protokole gore, 98°C ligaz inaktivasyon isleminden sonra, drnekler 4°C de bir
haftaya kadar saklanabilir. Daha uzun siireler i¢in —20°C de saklanmasi tavsiye
edilmektedir. Calismamizda ligasyon iriinleri ile ilgili bu tavsiyelere uyulmus ve sonug
elde edemedigimiz Orneklere ait iiriinler PCR asamasi i¢in tekrar kullanilmistir. Fakat

degerlendirilebilir sonug elde edilememistir.
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3. PCR Basamag

Kit protokoliine gére, MLPA PCR iiriinlerinde kullanilmis mikropipetler MLPA
reaksiyonlarinin uygulanmasinda hi¢ bir zaman kullanilmamalidir. PCR dan sonra,
tiipler termal cyclerin yakininda acilmamalidir. Calismamizda kontaminasyonu 6nlemek
amac1 ile bu tavsiyelere uyulmus ve Orneklerimizin hicbirinde kontaminasyon

goriilmemistir.

Protokolde; ligasyon iiriiniine polimeraz miksinin ilave edilmesinden sonra
miimkiin olan en kisa zamanda PCR in baslatilmalmasi Onerilmistir. Bu tavsiyeye
uymak iizere calismamizda; uygulama kolaylig1 ve zaman kazanma acisindan avantaj
saglamas1 amaci ile Ornek sayisina yeterli gelecek sekilde su, PCR tamponu ve
polimeraz miksinden olusan soliisyon hazirlanarak, bu tiim tiiplere dagitilmig ve sonra
ligasyon iiriinlerini ilave edilerek PCR reaksiyonu kisa siirede baslatilabilmis ve basarili

sonuglar alinmustir.

Calismamizda kullandigimiz iizere; PCR dongiilerinin protokolde tavsiye edilen
sayist 35 tir. Ancak yine protokole gore cogu kullanici icin 33 dongii yeterli
olabilmektedir ve bir ¢cok kullanici dongii sayisin1 30 a diisiirebilir. Sadece 10-20 ng
insan DNA s1 iceren DNA oOrnekleri, PCR dongii sayisimin 37 ye c¢ikarilmasini
gerektirebilir. Calismamizda PCR i¢in orneklerimizde 35 dongii uygulanmis ve %96

ornekte basarili sonuglar alinmistir.

Kit protokoliine gore; PCR fiiriinleri 4°C de en az bir hafta siiresince saklanabilir.
Kullanilan floresan etiketleri 1s13a duyarhi olduklar1 icin PCR fiiriinleri karanlik bir

kutuda saklanmali veya aliiminyum folyoya sarilmalidir.

Kit protokoliine gore; biitiin kitler i¢in tek cift primer kullanildigindan MLPA
teknigi, PCR bulagma problemlerine siradan PCR reaksiyonlarina gére daha fazla
hassastir. Calismamizda DNA ekstraksiyonu, prob hibridizasyon islemi ve PCR farkli
odalarda yapilmistir ve pipet sterilizasyonuna azami dikkat gosterilmistir. Caligmamizda

kontaminasyon problemine rastlanmamastir.
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4. Kapiller Elektroforeze Yiikleme

Kit prosediiriine gore; PCR iiriiniinden 0.75 pl alinip, tizerine 0.75 pl distile su
ilave edilerek kapiller elektroforez cihazina yiiklenmesi onerilmektedir. Calismamizda
elde edilecek pik kalitesini artirmak amaci ile 2 ul PCR diiriinii (su ilavesi olmadan)
kullanilarak kapiller elektroforeze yiikleme yapilmistir ve 6nerilen protokole gore daha

kaliteli pik goriintiileri elde edilmistir.

5. Data Analizi

Kit protokoliine gore; Gene Mapper yaziliminda 6rnek piklerinin baz uzunluklari
beklenen uzunluklarindan 2 baz kisa ya da uzun sekilde goriilebildigi belirtilmistir.
Calismamizda pik uzunluklarmin bazi Orneklerde 2 baz kisa yada uzun olabildigi

goriilmiistiir. Test sonucunun bu degisiklikten etkilenmedigi goriilmiistiir.

Protokole gore, hem MLPA iiriinleri hem de boyut standardinin ¢ok diisiik
pikleri kapillere enjeksiyonun basarisiz oldugunu gosterebilmektedir. Calismamizda

boyle bir problem ile karsilagilmamustir.

6. Sorun Giderme

1. Hi¢ bir bant goriinmiiyorsa; molekiil agirligi isaretleyicisinin (size standart)
reaksiyona eklendiginden emin olunmasi, kapiller ve elektroforez sartlarini kontrol

edilmesi tavsiye edilmistir. Calisgmamizda boyle bir problemle karsilagilmamstir.

2. Kit prosediiriinde belirtildigi gibi; dort kontrol fragmaninin goriintir halde
oldugunu kontrol edilmelidir. Her SALSA arastirmasi (prob) miksi, ligasyon yapilmasa
bile 64, 70, 76 ve 82 nt fragmanlarin1 amplifiye edecegi bildirilmistir. Bu bantlar,
MLPA icin 50 ng dan fazla insan DNA s1 kullanildigt zaman kiiciik olacaktir.
Protokolde, bu bantlar beklenen MLPA amplifikasyon iiriinlerinden daha giiclii ise, ya

ligasyon reaksiyonunun basarisiz oldugu ya da 6rnek DNA miktarinin tavsiye edilen
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minimum miktar olan 20 ng den ¢ok daha az olabilecegi bildirilmistir. Her iki durumda
da elde edilen sonuglar giivenilir olmayabilecektir. Protokolde bildirildigi iizere
ligasyona bagl olan kontrol miksi tarafindan 94 nt lik bir besinci bant (sentetik kontrol
probu piki) iiretilmektedir. Bu, insan IL1B genine 6zel bir sentetik MLPA probunun
amplifikasyon iiriiniidiir. Bu bant, beklenen MLPA amplifikasyon iiriinlerinin coguyla
benzer pik alanlarina sahip olmalidir. Calismamizda her 6rnekte yeterli miktarda DNA
kullanilmasina ragmen 20 Ornekte tartismanin onceki boliimlerinde detayli sekilde
aciklandigr iizere sonu¢ alinamamistir. Bu yilizden bu sonuca c¢alismamizdaki
gerekcenin yetersiz DNA miktar1 degil, ligasyon reaksiyonunun ya da hibridisazyon

reaksiyonu yetersizliginin sebep oldugu diisiiniilmiistiir.

3. Protokole gore primer pikleri mevcut, fakat kontrol fragmam ve prob
amplifikasyon {riinleri yok ise; PCR reaksiyonunun basarisiz olarak yorumlanmasi
gerektigi bildirilmistir. Bu durumda ayn1 ligasyon reaksiyon iiriinii kullanarak, 6rnegin
farkli bir termal cycler kullanimiyla, PCR reaksiyonunun tekrarlamasi tavsiye edilir.

Calismamizda boyle bir problem ile karsilagilmamistir.

Bantlar goriiniiyor, fakat sinyaller zayif ise (pik alanlan diisiik ise); protokole
gore, PCR reaksiyonunun tiipleri bir baska 4 dongii i¢in termal dondiiriiciiye
yerlestirilebilir veya ayn1 ligasyon reaksiyonlarimi kullanan (fakat 36-40 dongii ile) yeni
bir PCR yardim edebilir. Calismamizda sonug elde edemedigimiz drneklerde; 6rnege ait
arta kalan ligasyon reaksiyon iiriiniinleri PCR dongiileri 40 a kadar artirilarak yeniden

calisilmis fakat yine sonug elde edilememistir.

Protokolde bildirildigine gore; farkli 6rnekler arasinda goreceli pik alanlarinda
biiyiik farklar varsa; bu DNA hazirliklarindaki bozukluklardan kaynaklanabilir. Daha az
miktarda 6rnek kullanilmasi problemi siklikla ¢6zmektedir. Bu duruma bagka bir sebep
ise, kapiller elektroforezde floresan tespit aygitinin doymasi ile sonuglanan kapillerin
fazla yiiklenmesidir. Elektroforez sirasinda tamamlanmamis denatiirasyon tarafindan
genis piklere (6zellikle daha uzun fragmanlarin pikleri) neden olabilir. Calismamizda

boyle bir problemle karsilasilmamistir.
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Protokole gore; elektroforez sirasinda tamamlanmamis denatiirasyon, ekstra
piklere ve genis piklere (6zellikle daha uzun fragmanlarin pikleri) neden olabilmektedir.
Elektroforez calisma sicakliginda bir artis bu problemi ¢ozmek i¢in yeterli olabilecektir.

Calismamizda boyle bir problem ile karsilagilmamistir.

Protokolde bildirildigine gore; daha uzun problarda kisa olanlara gore daha
diisiik pik alanlarinin goriilmesinin bir ¢ok nedeni olabilir. DNA 6rneginin hacmi + prob
miksi + MLPA tamponu (buffer) 8 ul dir. 16 saat hibridasyon reaksiyonu siiresince
buharlagma, 1sitilmis kapak (lid) nedeniyle diisiiktiir. Genel olarak, bu 16 saat
inkiibasyondan sonra tiipiin dibinde 6-6.5 pl den daha fazla sivi kalir. Eger hacim,
Ornegin tiiplerin kotii kapatilmasindan, yanlis 1sitilmis kapak sicakligr vb. nedenlerden
dolayi, 5 ul den diisiik ise, amplifikasyon iiriiniiniin arttirilmis uzunlugu ile birlikte pik
yiiksekliklerinin kaybolmasi meydana gelebilir. Calismamizda, bazi tiiplerdeki sivinin
tamaminin buharlastigi goriildiigiinden, hibridizasyon asamasinda buharlagma nedeni ile
meydana gelebilecek kayiplart onlemek i¢in tiiplere mineral yag eklenmistir ve bu

sebeble dogabilecek problemler 6nlenebilmistir.
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SONUC

Calismamiza prenatal tani amaciyla Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali na 2000-2006 yillar1 arasinda basvuran

hastalardan alinmig olan 500 amniyosentez sivist dahil edilmis ve su sonuclar alinmagtir;

1. Yontemin andploidi taramasinda sensitivitesi ve spesifitesi %100 olarak

bulunmustur.

2. Yontemin basart orant %96 olarak bulunmustur.

3. Yontem icin kullanilacak fetal DNA kaynaginin, ekstrakte edilmis saf DNA
yerine 2 ml amniyotik sividan elde edilecek hiicre lizatindan saglanmasinin yontem

basarisini artiracagl saptanmistir.

4. MLPA yontemi ile kiiltiire edilmemis amniyotik sividan fetal 13., 18., 21., X

ve Y kromozomlarina ait doz tayini 24 saate yakin siirede yapilmistir.

5. 48 ornek es zamanli olarak calisilmistir ve yontemin otomasyona uygun

oldugu saptanmistir.

6. MLPA yontemi ile 1 olguda triploidi tanis1 yapilamamaistir.

MLPA tekniginin prenatal tanida sik goriilen andploidilerin taranmasinda,
pratik, hizli, giivenilir, diisiik maliyetli, rutinde kullanilabilecek bir test oldugu

goriilmiistiir. Ancak sonuglarin klasik kromozom analizi ile konfirme edilmesi

gerekliligi ortaya konmustur.
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