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OZET

MATERNAL PERIFERIK KANDA FETAL GENOMIK DNA’NIN BELIRLENMESI*
Ugur AKPULAT

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Inciralt,
[ZMIR

Yeni bir kesif olan anne serum ve plazmasinda fetiise ait serbest DNA’nin bulunmasi
girisimsel olmayan prenatal tan1 yontemleri i¢in yeni uygulamalarin baglamasini saglamistir.
Koryonik villus 6rneklemesi (CVS) ve amniyosentez gibi girisimsel prenatal tan1 yontemleri
fetiis morbiditesi ve mortalitesiyle iliskili riskleri tasiyan prosediirleri gerektirmektedir.
Bununla beraber girisimsel olmayan prenatal tani yontemleri girisimsel tan1 yontemlerinin
risklerini ortadan kaldirdig1 gibi aym1 zamanda girisimsel yontemlerin uygulanacagi hamile
kadinlarin duyduklar endiseleri de ortadan kaldirmaktadir. Girisimsel olmayan prenatal tam
yontemlerinden biri anne serum veya plazmasindan fetiis DNA’sinin izolasyonu ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile analizi yapilarak fetiis cinsiyetinin belirlenmesidir. Girisimsel
olmayan yontemle fetiis cinsiyetinin belirlenmesi, X’ e bagh resesif bir hastalik riski tasiyan
fetiislere girisimsel yontemlerin uygulanip uygulanmayacagi konusunda ©n test olarak
kullanilabilir. Eger fetiisiin cinsiyeti disi ise girisimsel yontemlerin uygulanmasi gereksizdir.
Bugiine kadar gelisen teknolojiyle birlikte anne plazma ve serumundaki fetiis DNA’sinin
analizi ile farkli duyarliliklarda fetiisiin cinsiyeti belirlenmistir.

Bu calismada PCR analizi ile gebe kadinlarin periferik kanindaki fetiise ait genetik
materyalin varlifi degerlendirilmistir. Bu yiizden gebe kadinlarin periferik kanindan
ayristirilan serum Orneklerinden izole edilen total DNA i¢inde fetal DNA’nin varligt Y
kromozomuna 6zgiin dizilerin (DYS14 ve SRY ) konvansiyonel ve ger¢ek zamanli PCR
analizi ile gosterilmesi amaglanmistir. Calismaya dahil edilen 40 olgudan 25’inin kontrol
yontemleri ile sonuglarma ulasilmustir. Istatistiksel analizler bu 25 olgu iizerinden yapilmustir.
Calismamiz anne serumunda fetiise ait DNA’nin varligimm DYS14 ve SRY dizilerine 6zgii

konvansiyonel PCR analizleri ile sirasiyla %80 ve %53.3 dogrulukta gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Prenatal tami, PCR, fetal DNA, sirkiiler DNA, maternal serum, fetiis
cinsiyetinin belirlenmesi.
* Bu cahisma, Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Arastirma Subesi tarafindan

desteklenmistir. Proje no: 2005.KB.SAG.004
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ABSTRACT

DETECTION OF FETAL GENOMIC DNA IN MATERNAL PERiPHERAL BLOOD*
Ugur AKPULAT

Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Department of Medical Biology and Genetics,
Izmir, Turkiye

The recent discovery of the presence of fetal DNA in maternal plasma and serum has
offered new approaches to non-invasive prenatal diagnoses. Invasive prenatal diagnosis
methods such as Chorionic villus sampling (CVS) and amniocentesis, entail procedure-
related risks of fetal morbidity and mortality; however, non-invasive prenatal diagnoses
would not only obviate the procedure-related risks of an invasive prenatal diagnosis, but
also remove the anxiety associated with them on the part of pregnant women intending to
undergo the procedure. An example of non-invasive prenatal diagnosis is fetal gender
determination by isolation of fetal DNA from maternal plasma and serum and analysis with
polimerase chain reaction (PCR). Fetal gender determination to non-invasive prenatal
diagnosis is as a “pre-test” to determine whether invasive prenatal diagnosis should be
performed on a fetus having a risk of an X-linked recessive disorder. If gender of fetus is
female, the application of invasive methods is unnecessary. By now, along with the improving
technology the fetal gender has been determined in different sensitivity by analysis of fetal
DNA in maternal plasma and serum.

In this study, it has been evaluated the presence of fetal genetic material in the
periferal blood of pregnant women by means of PCR analysis. For this reason, it has been
aimed to show the presence of fetal DNA in total DNA isolated from serum sampling
decomposed the periferal blood of pregnant women with the help of conventional and real-
time PCR analysis with Y chromosome specific sequences (DYS14 and SRY). We only
reached 25 cases’ results in 40 cases examined. All statistical analysis made with these 25
cases. Our study showed the presence of fetal DNA in maternal serum by means of
conventional PCR analysis of DYS14 and SRY sequences in accuracy %80 and %53.3
respectively .

Key words: Prenatal diagnosis, PCR, fetal DNA, circulating DNA, maternal serum, fetal sex
determination.

* This study was supported by Dokuz Eyliill University, Scientific Research Department.
Project No: 2005.KB.SAG.022
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1.GiRiS VE AMAC:

Son yillarda dogum Oncesi genetik tani cok ilerleme kaydetmistir. 1950’lerde genetik
danigmanlik elde var olan tek imkandi. Ciftler, taninmis birka¢ ‘Mendelian’ ge¢isli hastaligin
tekrarlama riski acgisindan bilgilendiriliyor, fakat bu ciftlere hicbir tam1 ya da islem
yapilamiyordu (1). 1968’de amniyosentez yoluyla anne karninda iken tan1 koymanin miimkiin
hale gelmesiyle, aniden biiyiik bir degisim oldu. 1982-1984 yillar1 arasinda koryonik villiis
orneklemesi (CVS) ile gebeligin ilk 3 ayinda dogum oncesi taninin yapilabildigi gosterildi (2).
Bu 6nemli ilerlemelere ragmen, dogum oncesi genetik tanida eksiklikler devam etmektedir.
Hem CVS hem de amniyosentez girisimsel yontemlerdir ve gebeligin sonlanmasi agisindan
diisitk fakat olciilebilir bir risk tasirlar (1). Ayrica, CVS’in ardindan ciddi kol ve bacak
anomalileri bildirilmistir (3). Muhtemel komplikasyonlar1 sebebiyle, bu testler biitiin toplum
geneline sunulamayip, sadece genetik bozukluklar i¢in yiiksek risk tasiyan gebe kadinlara
uygulanabilir. Daha 6nceden ‘Mendelian’ ge¢isli bir hastaliga sahip cocuk dogurma hikayesi
olan gebe kadin ya da 35 yas iistiinii kapsayan ileri gebelik yas1 buna 6rnek verilebilir (1). Bu
metotlara eslik eden risklerden dolayi, girisimsel olmayan yontemlere biiyiikk gereksinim
vardir. Glinlimiizde, klinik genetik uzmanlarinin kullanabilecegi metotlar ultrason ve anne
serum analizi ile sinirhdir (4). Ancak ne ultrasonun ne de anne serum analizinin girigimsel
testlerin duyarliligima yaklasamamasi nedeniyle, dogum Oncesi genetik tani icin hem risk
tasimayan, hem de duyarliigi yiiksek olan yeni bir yonteme gereksinim duyulmustur.
Boylece, anne kanindan yeterli miktarda fetiise ait hiicre elde edilerek genetik tani icin
incelenmesi ve anne kaninda serbest olarak dolasan fetiis DNA’sinin incelenmesi fikirlerine
odaklanilmistir. Bu yontemlerde simdiki girisimsel yontemlere eslik eden risklerin olmamasi
ve boylece biitiin gebeleri takip etme olanaginin dogabilmesi de bu olgulara yonelmede
uyarici bir etken olmustur (1, 5).

1997°de Lo ve arkadaglar1 anne plazma ve serumunda serbest fetiis DNA’sinin var
oldugunu gostermislerdir (6). Bu serbest DNA’nin miktari, anne kaninda bulunan fetal
hiicrelerin analizinde oldugu gibi herhangi bir karmagsik izolasyon ve zenginlestirme
prosediirlerine gerek duymadan analiz yapmaya izin verecek kadar yeterlidir (7). Boylece
kesfinden giiniimiize kadar gelisen teknolojiyle birlikte anne plazma ve serumundaki fetiis
DNA’sinin analizi ile farkli duyarhiliklarda fetiisiin cinsiyeti belirlenmistir (6, 8-12). Diger bir
sekilde Fetal cinsiyet belirlemesi en erken olarak CVS ile yapilmaktadir. CVS ile elde edilen
fetal dokudan yapilan genetik analizler ile sonuca gidilmektedir. Ancak CVS’in %3.7 diisiik
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riskine sahip girisimsel bir uygulama olmasi cinsiyete bagli genetik hastaliklarin erken
prenatal tanisinda anne kanindaki sirkiiler fetal DNA’nin Onemini artirmaktadir (13).
Konvansiyonel PCR ile en erken yedinci ve gercek zamanli PCR ile en erken besinci gebelik
haftasinda anne kanindan fetal cinsiyet analizi giivenilir bir bi¢imde gergeklestirilmistir (10,
11).

Bu proje kapsaminda gebe kadinlarin periferik kanindaki fetiise ait genetik materyalin
varliginin PCR analizi ile gosterilebilirligine bakilmistir. Bu yilizden gebe kadinlarin periferik
kanindan ayristirilan serum 6rneklerinden izole edilen total DNA iginde fetal DNA’nin varlig
Y kromozomuna 6zgiin dizilerin konvansiyonel ve gercek zamanli PCR analizi ile
gosterilmesi amacglanmistir. Hedef olarak farkli dizilerin kullanilmasi durumunda testin
duyarliliginin ne dl¢iide degisecegini belirlemek icin Y kromozomu iizerinde bulunan DYS14
ve SRY dizilerine 6zgiin primerler kullanilmistir. Ayrica serumdan DNA elde edilmesi
sirasinda farklh prosediirlerin yontemin duyarliligina etkisinin olup olmadigi arastirilmistir.
Konvansiyonel ve gercek zamanli PCR analizleri arasindaki duyarlilik farklari bulunmaya

calisilmstir.
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2.GENEL BiLGIiLER

2.1. GENETIK HASTALIKLARIN KOKENLERIi

Genetik hastaliklar genellikle ciddi, tedavileri miimkiin olmayan ya da ¢ok zor olan
hastaliklardir. Bu nedenlerle bu hastaliklardan korunma son derece onemlidir. Giiniimiizde en
etkili korunma yontemi ciddi genetik hastalikli ¢cocuklar1 olan ailelere genetik danigsma ve
miimkiin oldugu durumda prenatal tan1 hizmeti vermektir (14). Bir hastaligin genetik temeli
hakkinda bilgi sahibi olmak yiiksek oranda s6z konusu genetik hastaligin tipine baglidir.
Genetik hastaliklar tek gen hastaliklari, kromozomal ve multifaktoriyel olmak iizere ii¢ ana

grup altinda toplanabilirler (15).

Tek gen hastaliklan tek bir gendeki bir degisiklikten meydana gelirler ve bir¢ok farkli
tipleri vardir. Tek tek genellikle nadir gozlenirler ancak tiimii géz 6niinde bulundurulunca
niifusun yasam siireci boyunca yaklasik %2’sini etkilerler (15). Tek gen mutasyonuna bagh
hastaliklar otozomal dominant, otozomal resesif, X’ bagli dominant, X’e bagh resesif olmak
iizere baglica 4 kalitm seklini gosterir. En sik rastlanan hastalik grubu otozomal resesif
olanlardir. Anne baba genellikle saglikli goriinlimde heterozigot tasiyicidir. Hasta kiside gen
homozigot olarak bulunur. Cocuklarda hastaligin goriilme oranini etkileyen faktorlerden biri
akraba evlilikleridir. En kolay tanman hastalik grubu otozomal dominant olanlardir. Hasta
olan kisinin anne veya babasi genellikle hastadir. Sorun, hastaligin ileri yaslarda ortaya ¢iktig
veya ekspressivitenin degisken ya da penetransin tant olmadigi durumlarda ortaya ¢ikar. Bazi
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda ebeveynin cinsiyeti veya yast etkili olabilmektedir. Olgular
sporadik olarak da goriilebilmektedir. X’e bagli resesif hastaliklarda mutant gen X
kromozomu iizerinde bulunur ve hastalik hemen daima erkeklerde goriiliir. Baz1 durumlarda
risk oranlarinin degerlendirilmesinde zorluklar olabilir. Ozellikle saglikli normal kadin ile
saglikli heterozigot tasiyici kadinlan ayirt edebilme zorlugudur. X’e bagli dominant kalitim
sekli otozomal dominant kalittim sekline ¢ok benzer. Fakat X’e bagli dominant hastaligin

kizlarda sik goriilmesi ve babadan erkek ¢ocuga gecis olmamasi ile ayrilir (16).

Kromozomal hastalikli bir birey bir kromozomun tiimii ya da bir kism1 bakimindan ya

bir eksiklik ya da fazlaliga sahiptir. Sorunlar bu tiir fazlalik ve eksikliklerden kaynaklanir.
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Kromozomal hastaliklar digerlerine gore yaygindir. Gebeliklerin yaklasik %15°1 ilk ii¢ aylik
donemde diisiik ile sonuglanmaktadir ve bunlarin yarisi kromozomal bozukluktan
kaynaklanmaktadir. Ayrica dogan bebeklerin yaklasik %0,7’si kromozomal bozukluga
sahiptir (15). Kromozomal abnormalitenin 1/3’ii otozomal andploidi ve 2/3’ii ise seks-
kromozomal andploididir. Kromozomal hastaliklarin aile bireylerinde dengeli translokasyon
tasiyrciligl ya da anne yasi ile baglantili olmasi disinda, biiylik cogunlugunun aile iginde
tekrarlama riski yoktur. Olii dogum ya da neonatal 6liim olgularinda cesitli arastirma
sonuglart %6—7 oraninda kromozomal abnormalitenin bulundugu gosterilmistir. Bunlarin
%1’inden fazlas1 seks kromozom anomalisi, %3’ii otozomal trisomiler ve geri kalanlari
yapisal ve diger anomalilerdir. Erken spontan abortus fetuslarinda biiyiik cogunlugu anoploidi
olan kromozom aberasyonlarmin %25-60 arasinda oldugu goOsterilmistir. Abortus
materyalinde %3—4 arasinda striiktiirel anomaliler saptanmistir. Tekrarlayan abortuslar1 olan
ciftlerden yapilan calismalarda anne-babadan birinin dengeli kromozom anomalisi tagima
olasilig1 yaklasik %12 bulunmugstur. Daha 6nceden multipli malformasyonlu cogugu olan, ya
da ikinci trimesterda multipli major malformasyonlu fetuslarda %30’a yakin kromozomal
hastalik saptanmistir. Prenatal genetik danigma agisindan en 6nemli ve en sik goriilen
kromozom hastaligit Down sendromudur. Yaklasik 600-700 dogumda bir gériiliir. Anne yasi

artikca Down sendromlu ¢ocuk dogurma riski artar.

Multifaktoriyel hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda birden fazla mutant genle birlikte
cevresel faktorlerin rolii vardir. Multifaktoriyel hastaliklar bebeklerde dogum defektlerinden
yetigkinlerde kalp hastaliklari, seker hastaligi gibi yaygin hastaliklara kadar genis bir hastalik
grubunu kapsar. Bu gruptaki hastaliklarin toplumun %60’ 1indan fazlasini etkiledigi
diisiiniilmektedir. Hastaliklar1 olusturan genler mintr genlerdir. Bu hastaliklar Mendeliyen
kalitim gostermedikleri, yani belli kurallara gore izleyen kusaga ge¢medikleri i¢in tekrarlama
riskini de kesin olarak hesaplama olanag1 yoktur. Genellikle boyle bir hastaligi gosteren bir

cocuktan sonra, ikinci bir ¢ocuk i¢in risk %5’dir (15,16).

2.2. PRENATAL TANI

Prenatal tan1 denince akla gelen fetusdaki normal dis1 bulgularin gebeligin miimkiin
oldugu kadar erken doneminde belirlenmesi ve gerekiyorsa gebeligin sonlandirilmasidir. S6z

konusu problemler kalitsal gecis gosteren hastaliklar olabildigi gibi, degisik nedenlerle olusan
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malformasyonlar, intrauterin enfeksiyonlar, teratojenik etkenler ve benzeri patolojiler de
olabilir. Prenatal tan1 sonucu fetus hasta bulunursa etik/yasal ve sosyo-ekonomik degerler goz
Oniinde tutularak gebelige son verilir ya da tedaviye gidilir (14). Prenatal tanida baslica amac,
yiiksek riskli gebeliklerin ve yiiksek riskli dogumlarin erkenden belirlenmesi; anne ve
cocugun saglik ve hayatim etkileyen risklerin 6nlenmesi; patolojinin biran once belirlenmesi
ve biran Once tedaviye baslanmasidir (17,18). Prenatal tam ile elde edilen bilgi gebelik
stiresince, doguma yakin, dogum sirasinda ve bazi durumlarda da gebeligin sonucunu
gelistirmek icin, dogum uzmanina ve aile hekimine yardimci olmaktadir. Prenatal taninin
varligi ciftlere, anomalili bir cocugun dogumu icin hazirlik, etkilenmis bir gebeligin
sonlandirilmast ya da spina bifida gibi fetal cerrahinin uygulandigi gebeliklerde fetal

tedavinin kullanilmasim saglayan, bagka tiirlii elde edilemeyecek secenekler sunar (18,19).

Prenatal taniya ailesel, maternal ya da fetal bir durumun bir malformasyon, kromozom
anomalisi veya genetik bir hastalik icin yliksek risk olusturdugu durumlarda gidilir. Bazi
prenatal tan1 ¢calismalar1 ultrasonogrofi incelemesi veya maternal serum taramasi gibi testlerin
anormal sonuglarindan yola ¢ikilarak baslatilir. Bagka durumlar ise, ebeveynler bir genetik
hastaliktan etkilenmis olabilirler, otozomal resesif ya da X’e bagli resesif bir hastaligin
tasiyicisi olabilirler ya da spesifik bir genetik hastalik i¢in artmis risk gosteren bir etnik

grubun iiyesi olabilirler (19).

Konjenital ve genetik bozukluklarin goriilme sikligr toplumlar arasi farkliliklar
gostermektedir; konu hakkinda bilgi sahibi olmak icin Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) 1992
yilinda 14 milyona yakin dogum iizerinden elde ettigi verilere bakildiginda konjenital ve
genetik  bozukluklarin  goriilme sikligt bin canli dogumda 42,0’dir. Konjenital
marformasyonlarin goriilme siklifi binde 31,0 olup bunlarin %22’si erken donemde
O0lmektedir. Kromozom anomalilerinin goriilme sikligi bin canli dogumda 3,2’dir. Bunlarin
%34’1 erken donemde Olmektedir. Diger kalitsal hastaliklarin goriilme sikligi ise binde 7,8
olup agirlikli olarak resesif gecis gostermektedir (16). Tiirkiye Sekizinci Bes Yillik Kalkinma
(SBYK) plam verileri dogrultusunda iilkemizdeki duruma bakildiginda 1999 yili itibariyle 3
milyon civarinda Oziirlii ¢ocuk oldugu tahmin edilmektedir. Cocuklarin ¢cogu Onlenebilir

nedenlerle 6ziirlii dogmakta veya Oziirlii olma riski tagimaktadir (20).
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2.2.1. Prenatal Tam Yontemleri

Prenatal tanida anne ¢evre (maternal ¢evre), fetus ise hasta olarak kabul edilmektedir.
Fetal tibbin en onemli karakteristigi doktorun hasta ile dogrudan temas edememesidir. Bu
nedenle 6zel goriintilleme tekniklerine ihtiya¢ vardir. Diger 6nemli bir konu ise fetusa
yapilacak miidahalelerin anne iizerinden olacak olmasidir. Fetusa baska bir erisim sekli
yoktur. Anne {lizerinden yapilacak miidahaleler ya da yaklagimlar anneyi dogrudan
etkileyecektir.

Prenatal tani testleri, tarama testleri ve tam testleri olmak iizere iki kategoride
degerlendirilebilir. Anne yasinin sorulmasi, anne serumu taramasi ve ultrason incelemesi gibi
girisimsel olmayan yontemler tarama testleri i¢inde yer alirken koryonik villus 6rneklemesi
(CVS), amniyosentez ve kordosentez Orneklemesi gibi girisimsel yontemler tam testleri
icinde yer almaktadir (21,22). Tarama programlarinin amaci, fetal saglik problemlerini
(genellikle genetik sorunlari) dogrudan belirlemek ya da riskli gebelikleri tanimlayarak
prenatal tami programlarina refere etmek ve olabildigince cok genetik Oziirlii fetusu
belirlemektir. Tarama programlarinin diger bir nedeni de girisimsel  prenatal tam
yontemlerinin belli bir komplikasyon hizina sahip olmalaridir. Yiiksek risk gruplarinin zaten
prenatal tam1 programlarina alinmasindan dolay: tarama programlarinda hedef kitle diisiik risk
grubuna giren gebeliklerdir (16).

Prenatal tamida, girisimsel uygulamalarda iki konu daha cok onemlidir. Bunlardan
birincisi intrauterin miidahale sirasinda komplikasyon olmasidir. Islem sonrasi fetus diisebilir
ve tetkik sonucu fetus normal bulunursa saglam bir cocuk kaybedilmis olabilir. Ikincisi ise
annenin maruz kaldigi ruhi stres (korku vb) ile fiziki strestir (ac1). Miidahalede annenin cani
yanmakta, batici aletler annenin karin duvan ile uterusundan ge¢cmektedir. Olay ¢ok ciddi
komplikasyonlara aciktir. Enfeksiyon, kanama/hematom, hatta sonugta histerektomi ile
bitecek komlikasyonlar bile olabilir.

Prenatal tanida kullanilacak yontemin girisimsel olmayan olmasi tercih edilmektedir.
Anne karnina dayanan transduser’lar (ultrason vb) ve anne kam ile yapilan incelemeler
girisimsel olmayan kabul edilmektedir. Bir¢cok tarama testi ve prenatal tam1 programlarinda
girisimsel  olmayan  yontemler  kullanilmaktadir.  Malformasyon  belirlenmesinde
ultrasonografinin (USG) rolii 6nemlidir. Tarama testleri de anne kani kullanilarak yapilmakta
ve bir¢ok program bunlara erken dénem ultrasonunu (nukal translusensi) ilave etmektedir.
Somatik degisiklik veya malformasyonlarla seyreden kromozom anomalileri ile gen

bozukluklarinda da goriintiileme bir dl¢iide 6nemini korumaktadir. Ancak sayisal ve yapisal
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kromozom anomalilerinin biiyiik bir cogunlugunda ve yapisal bozukluk nedeni olmayan
bir¢ok “Mendellian” bozuklukta girisimsel yontemlere gereksinim vardir. Bu gibi durumlarda
sitogenetik caligmalarin (karyotipleme) veya DNA c¢alismalarinin (PCR, FISH vb)
yapilabilmesi icin fetus kokenli biyolojik materyale ihtiya¢ duyulur. Bu noktada
amniyosentez. CVS ve Fetal kan Orneklemesi (kordosentez vb) gibi fetal doku

orneklemelerine ihtiya¢ vardir (16).

Girigsimsel olmayan yontemlerden fetal goriintiileme ig¢in yaygin olarak ultrason
kullanilmakta olup manyetik rezonans goriintiileme gelecek igin iimit vaat etmektedir.
Ultrasonografi ile fetal biiyiime, hareket ve morfoloji goriintiilenebilirken ayrica amniyon
stvistnin hacmi, gebelik haftasi ve plasental yerlesim de degerlendirilmektedir. Ultrason
taramasi sonrast major bir fetal anormallik belirlendigi durumlarda bu tip olgularda
kromozomal anomalinin sik bulunmasindan dolay1 genetik analiz Onerilmektedir. Ayrica

bircok feal minor anormalligin de kromozomal anomalilerle iligkisi vardir (16,19,21).

Anne kanina dayali testlerde, baz1 genetik bozukluklar (6zellikle Down sendromu gibi
kromozom anomalileri) ile anne kanindaki hormon/biyokimyasal parametreler arasi iligkiler
gosterilmistir. Bunun sonucunda birinci ve ikinci ii¢ aylik donem tarama testleri adi altinda
baz1 uygulama programlar gelistirilmistir. Ikinci ii¢ aylik donemdeki tarama testlerinden iiglii
test’de , anne kaninda alfa-fetoprotein (AFP), serbest estriol ve insan koryonik gonadotropine
(HCG) bakilmakta ve Down sendromu goriilme olasiligi hesaplanmaktadir. Giiniimiizde ¢cok
cesitli programlar vardir, ticlil test yerine ikili test ya da dortlii testler kullanilabilmektedir.
Tarama testlerinin ilk ii¢ aylik doneme kaymasi ve biyokimyasal/hormonel parametrelere fetal
ultrasonografi bulgularinin eklenmesi de siklikla karsimiza ¢ikan uygulamalardandir. Tablo
1’de ornek olarak Down sendromunun dogum Oncesinde tarama testleriyle belirlenebilme

oranlar1 verilmistir (16).
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Tablo 1: Down sendromunun dogum 6ncesinde tarama testleriyle belirlenebilme oranlari(22).

Tarama Testi Gebelik haftasi Down sendromunu belirleme

yiizdesi (+ %5 YPO *)

[k ii¢ aylik dénem serum

analizi (serbest BhCG ve 10-13 60
PAPP-A)
[k ii¢ aylik donemde
ultrason, nukal 11-14 80
translusensi(NT)
NT + ilk ti¢ aylik donem

11-13 90

serum analizi

Ikinci ii¢ aylik serum analizi

14-18 60-70
(hCG, serbest estriol ve AFP)
Ikinci ii¢ aylik ultrason 18.20 20-30 (diisiik duyarhilik ve
markerlari yiiksek YPO)

*YPO: yalanci pozitif oran

Girigimsel yontemlerden en ¢ok uygulananm1 amniyosentez, gebelik sirasinda uterustan
amniyotik sivinin alinmasi yontemidir. Alinan sivida fetal kaynakli hiicreler ve biyokimyasal
iriinler bulunmakta olup bu s1vi kromozom, DNA ve protein analizi i¢in kullanilabilmektedir.
Genellikle gebeligin 14-22’nci haftalart arasinda uygulanmaktadir. 11-13’ncii haftalarda
uygulanan erken amniyosentezin artan komplikasyon hizlari nedeni ile uygulamasi
giiniimiizde son bulmustur. Amniyosentezin baslica dezavantaji genellikle 17-20’nci gebelik
haftasindan Once prenatal tani sonucunun elde edilememesidir. Genetik bir anomalinin
belirlenmesi ve hastanin gebeligin sonlandirilmasini istemesi sonucunda uygulanacak gebelik
sonlandirict teknikler gebe kadina ilk ii¢ aylik donemdekinden daha fazla fiziksel ve duygusal
risk  olusturmaktadir. ~ Amniyosentezin  baslica  komplikasyonlari:  fetal  kayip,
izoimmunizasyon, enfeksiyon, fetal yaralanmalar ve agri, kanama, amniyotik siv1 s1zintist gibi
maternal akut komplikasyonlardir. Genel olarak kabul edilen amniyosentezin fetal kayip

oranini %1 artirdigidir (16,19,23,24).
Gelismekte olan plasentadan transservikal ya da transabdominal yolla koryonik

dokunun alinmasi islemi olan CVS, gebeligin 10-13’ncii haftalarinda gerceklestirilmekte olup

ilk ii¢ aylik donemde uygulanan en yaygin girisimsel prenatal tan1 yontemidir. Fetal karyotip,
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molekiiler ve biyokimyasal anomalilerin belirlenmesinde kullanilan CVS’in en biiyiik avantaji
genetik danisma ve karar verme siireclerinde amniyosenteze gore ek siire tanimasidir, ayrica
bu donem igersinde gebeligin sonlandirilmasi anne icin daha giivenlidir. CVS’e bagh
dezavantaj ve riskler: fetal kayip, enfeksiyon, kanama, membranlarin riiptiirii, fetal anomali
olugma riski, simirli plasental mozaisizmdir. CVS’e bagh fetal kayip oram1 %]1-2’dir

(16,19,23,24).

Hizl fetal karyotipleme i¢in kullanilan kordosentez en giivenli olarak gebeligin 18-
21’°nci haftalar arasinda yapilabilmektedir. Karyotip sonucuna kisa siirede ihtiya¢ duyuldugu
durumlarda, amniyosentez veya CVS’de mozaisizm veya pseudomozaisizm belirlenmisse
fetal karyotipleme i¢in kordosenteze basvurulur. Prenatal tanidaki yeri sinirh olup daha ¢ok
perinatal takip amaci ile fetal saglik belirlemesinde kullanilmaktadir. Fetal kayip veya
kendiliginden diisiik oran1 amniyosenteze ve CVS’e gore daha yiiksek olup yaklasik tiim

olgularin %1-2’sinde gozlenmektedir.

2.3. SIRKULER KANDA NUKLEIK ASITLERIN VARLIGI

DNA ve RNA’y1 i¢ine alan niikleik asitlerin asil islev gordiikleri yer hiicre i¢idir, bu
hiicreler ya karaciger, kalp gibi sabit dokularda ya da beyaz kan hiicreleri, retikiilositler gibi
sirkiiler kanda bulunurlar. Sirkiiler kanda bulunan DNA ve RNA ya intraseliiler olarak ya da
ekstraseliiler formda bulunurlar. Sirkiiler kan dinamik bir ¢evreye sahip olup, bir giinde 200
milyar kirmiz1 kan hiicresi ve 70 milyar notrofilik 16kositleri iceren yaklagik 1 trilyon kan
hiicresinin turnover’t s6z konusudur. Lenfosit, monosit ve graniilositleri iceren nukleuslu
hiicreler kanda transkripsiyonel olarak en aktif hiicreler olduklarindan hem DNA analizi hem
de gen ekspresyon profillerinin incelenmesinde kullanilirlar. Sirkiiler ekstraseliller DNA ve
RNA serbest olarak kan plazma ya da serumunda bulunurlar. Bunlar dogal cevrelerinden
kacmislardir ve bir partikiile bagl olarak ya da ¢ozeltide serbest olarak var olabilecekleri

plazmaya gecis olanagi kazanmiglardir (25).
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2.4. ANNE KANINDA FETAL HUCRELERIN VARLIGI

Anne kaninda fetal hiicrelerin varligimi ilk defa 1893’te Alman patolog Schmorl’iin
eklampsi nedeniyle Olen gebe kadinlarin kan dolasiminda histolojik olarak trofoblastlar
gozlemlemesiyle bildirilmistir. Douglas ve arkadaslarn da 1959°da eklampsili hastalarin
toplardamar kaninda trofoblastlarin varligini rapor etmislerdir. Clayton ve arkadaslar1 1964°de
anneden aldiklar kan 6rneklerinde fetal hemoglobin (HbF) iceren hiicreler saptamislardir. Bu
veriler, anne kaninda fetiise ait hiicre bulunma olasiligim arttirmis ve bu delillere dayanarak
sitogenetik uzmanlari, anne kaninda fetiise ait hiicreleri alisilmis tekniklerle arastirmaya
baglamislardir. ik kez Walknowska ve arkadaslari 1969°da erkek fetiis tasiyan gebe
kadinlarin kaninda 46,XY karyotipine sahip fetal lenfositlerin varligini rapor etmislerdir. De
Grouchy ve Trebuchet’in anne kaninda 46,XY metafazlarini; Schroder ve Grossett’in ise Y
kromatin pozitif hiicreleri saptamalariyla, Onceki bulgular destek bulmustur. Tiim bu
calismalarda goriilen bir problem, 46,XY metafazlarinin ve Y kromatinin disi fetiis tasiyan
gebelerde de gozlenmesiydi. Zilliacus ve arkadaslar erkek fetiis tasiyan 8 gebe kadinin
7’sinin kaninda ve disi fetiis tasiyan 7 gebe kadindan birinin kaninda Y kromatini rapor ettiler.
Ancak hicbir 6rnekte 46,XY metafazi bulunamadi ve hicbirinde anne kanindaki hiicreler
fetlise ait hemoglobin gostermediler. 1970’lerin ortalarindan sonlarma dogru, anne kaninda
fetiise ait hiicrelerin var olup olmadigina yonelik yogun ilgiye ragmen hi¢bir goriis birligi elde
edilememistir. Bu yiizden Geleneksel sitogenetik metotlarin bu inceleme i¢in pratik bir
yontem olmadigr kanisma varilmigtir. 1970’lerin sonlarina dogru olusan bu hayal kirikligs,
arastirmacilann farkli yaklagim arayisina yoneltmistir. A. Martin, Simpson ve Alias, anne
kaninda fetiise ait hiicreler varsa, analiz icin ¢ok fazla sayida metafaza ihtiya¢ oldugunu
diisiinerek otomatik sitogenetik teknolojileri kullanmis ve Ornek hazirlama iinitelerine ek
olarak metafaz analiz birimleri gelistirmislerdir. Diger yandan, c¢esitli zenginlestirme
teknolojileri iizerine odaklanilmistir. Bunun mantigi, fetiise ait hiicreleri anne hiicrelerinden
ayirmak i¢in ‘flow-sorting’ (akimla ayrigtirma) yonteminin kullanilmasi esasina dayaniyordu.
Herzenberg ve arkadaslar1 1979°da, Iverson ve arkadaglar1 1981°de, dolasimdaki fetiise ait
hiicrelerin sayisim1 arttirmak amaciyla, kanin zenginlestirilmesi i¢in flow sitometrinin
kullanimini ilk kez rapor edenlerdir. Tharapel ve arkadaslar1 da anne ve fetiisiin insan l6kosit
antijenleri (HLA) farkina dayanarak ‘flow sitometri’ cihazi ile lenfositleri ayristirip fetiise ait
metafazlar1 analiz etmislerdir. 1980’lerin sonlarinda mevcut molekiiler teknolojilerin devreye
girmesiyle, daha iyimser bir yaklasim ve ilerleme saglanmistir. Lo ve arkadaglar1 1989°da

erkek fetiis tasiyan gebe kadinlarin kanindaki Y kromozomu dizilerinin varligin tespit etmek
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icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanan ilk gruptur. Y zincirlerinin hacmini
arttirmak icin PZR kullanarak, ayiklanmamis ¢ekirdekli hiicrelerin i¢inde fetiise ait hiicrelerin
var oldugunu gostermislerdir. Bianchi 1990’da anne kanindaki fetal eritrositleri flow sitometri
kullanarak zenginlestirmis erkek bir fetiise sahip gebe kadinlarin az bir kisminda Y
kromozomu dizileriyle fetal eritroblastik hiicrelerin varligin1 géstermistir. Price ve arkadaslar
1991°de, Bianchi ve arkadaslar1 1992°de Simpson ve Elias 1993 ve 1994’de kromozoma-
0zgii DNA problariyla Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) uygulayarak, akimla
aynistirillmig fetiise ait ¢ekirdekli eritrositlerin incelenmesi ile anoploidilerin dogum oncesi
tanisinda basarilt sonuclar elde etmislerdir. Price ve arkadaslari., koryonik villiis
orneklemesinden hemen 6nce alinan anne kan 6rneginde bir trizomi 18 olgusu tespit ederken;
koryonik villiis 6rneklemesinden 1 hafta sonra bir anneden alinan kanda yaptiklarn baska bir
calismada bir trizomi 21 (Down Sendromu) olgusu saptadilar. Elias ve arkadaslar1 da
gebeligin ilk 3 ayinda anne kanindaki fetiise ait hiicrelerde trizomi 21’in dogum oncesi
tanisin1 koydular. Bianchi ve Klinger, Holzgreve ve Ganshirt-Ahlert anne kanindan elde

edilen trizomi 18 ve 21 hiicrelerini rapor etmislerdir (26-32).

2.4.1. Anne Kaninda Fetiise Ait Hiicrelerin Sikhigi

Fetiise ait hiicrelerin annenin periferik kanindaki siklig1 hakkinda farkli veriler vardir.
Analiz edilen hiicre tipi, kan 6rneginin alindig1 gebelik yas1 ve fetiise ait hiicre toplulugunu
zenginlestirme, teshis etme ve rakamlarla belirtmede kullanilan metotlarin dogrulugu bu
siklig1 etkileyebilen faktorlerdir. Anne kaninda nispeten az miktarda fetiise ait hiicre
bulunmaktadir. En sik tespit edilen deger, anne kanminin mililitresine 1 hiicre diistigi
yoniindedir. Fetiise ait ¢ekirdekli hiicrelerin anne kaynakli hiicrelere oraninin tespiti, dncelikli
olarak PZR ya da FISH kullanilarak Y kromozomu i¢in DNA analizine dayanmaktadir. Kesin
bir say1 heniiz belirlenememis olsa da, cogu aragtirmaci yaklasik 100 bin anne hiicresi basina
1 fetiis hiicresi diistiigii fikrine katilmaktadir. Gebeligin ilerlemesi, diisiik, sezaryan,
amniyosentez ya da bimanuel pelvik muayene sonrasini, fetiis ve plasenta karyotipinin
anormal oldugu gebeliklerde anne kanindaki fetiise ait hiicre insidansinin arttig1 bildirilmistir

(26,29,33-35).
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2.4.2. Anne kamindaki fetal Hiicre Tipleri

Cesitli dokulardan kaynaklanan fetiise ait hiicreler, cogunlukla ‘plasentanin intervilloz
boslugunda’ goriilmektedir ve embriyon/fetiise ait hiicrelerin anne kanmna gectigi
ispatlanmigtir. Fetiise ait kan hiicrelerinin anne dolasimina geg¢isinin fetiisten anneye kanama
sonucunda oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bunun mekanizmasi heniiz agiklanamamistir. Bu
kanamalarin plasentanin normal gelisiminin bir pargasi m1 ya da travmadan kaynaklanan bir
olay mi oldugu bilinmemektedir. Gebelik esnasinda maternal dolasimda var olduklar
gosterilen fetiise ait hiicreleri kullanarak girisimsel olmayan dogum oncesi tani yiiriitiilmek
isteniyorsa, bu hiicrelerin zenginlestirilmesi, teshisi ve analizi mutlaka gereklidir. Kromozom
kaynakli ve Mendelian anomalilerin tanisi icin fetiise ait ¢ekirdekli hiicrelerin elde edilmesi
gerekir ki, kromozom-6zgiil problar kullanilarak FISH yontemiyle interfaz hiicre analizi
yapilabilsin. Tam i¢in yeterli sayida hiicre elde etmek i¢in, 6zgiil bir hiicre tipi hedeflenip, az
miktardaki fetiise ait hiicrenin zenginlestirilmesi saglanmalidir. Calisilmis ve halen
calisilmakta olan fetiise ait hiicre tipleri sunlar igerir:

e Trofoblastlar,

e Beyaz kan hiicreleri (Ienfositler, graniilositler),

e (Cekirdekli kirmiz1 kan hiicreleri (CKKH),

¢ Hematopoetik kok hiicreler.
Anne kanindaki fetiise ait hiicrelerin rutin dogum 6ncesi genetik tanida kullanilabilmesi icin
belli kriterler saglanmalidir:

e Tiim gebe kadinlarin kaninda bulunmalhdirlar.

e Gebeligin erken donemlerinde yeterli miktarda bulunmalidirlar ki, genetik analize izin

versin ve gerekirse gebelik sonlandirilabilsin.
® Bir sonraki gebelikte anne kaninda varliklarin1 devam ettirmemelidirler.
e Maternal hiicrelerden ayrimlarini1 saglayabilecek kendilerine 6zgiil isaretleri olmalidir

(27,29,33,36).

2.4.2.1. Trofoblastlar

Trofoblastlar, anne kani hiicrelerinden sekilleri sayesinde kolayca ayirt edilebilirler.
Kan hiicrelerinden ayr1 bir hiicre serisi olduklari i¢in, bu hiicreleri izole etmede kullanabilecek

trofoblast-6zgiil antikorlarin gelistirilebilmesi teorik olarak miimkiindiir. Yalmzca gebelik
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esnasinda var olmalar1 ve farkli sekillerinin kesin bir mikroskopik ayrima izin vermesi
sayesinde trofoblastlar inceleme icin iyi bir adaydir. Bununla birlikte, trofoblast hiicrelerinin
baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir: Trofoblastlar, gebeligin ilk 3 ayinda anne dolasimina
genis miktarda dokiiliirler ve akciger dolagimi yoluyla kandan rutin olarak temizlenirler. Bu
ise, annenin kaninda tani i¢in kullanilabilecek trofoblastik hiicre sayisinda hizli ve belirgin bir
diisiise sebep olur. Tanida sorun olacak bu giigliige ek olarak, trofoblast-6zgiil monoklonal
antikorlarin eksikligi s6z konusudur. Bu eksiklik, trofoblastik antijenlerin maternal
l16kositlerin yiizeyine dogru ¢ekilmesinin bir sonucu olabilir. Trofoblastlarla ilgili diger bir
durum ise, plasentanin bir pargasi olmalar1 yoniiyle, koryonik villiis Ornekleme
calismalarindan bilindigi {izere, bu hiicrelerin nispeten yiiksek oranda (%1-2) kromozomal
mozaizm gostermeleridir. Bu yiizden bir plasental trofoblastik hiicrenin genetik analizi, fetiise
ait karyotipi tam olarak ve giivenilir bir sekilde yansitmaz. Ek olarak, trofoblastlar ¢ok
cekirdekli olabilirler ve boylece interfaz FISH’1 ve DNA analizlerinde zorluk cikarabilirler
(27,29,33,37).

2.4.2.2. Lokositler

Fetiise ait cekirdekli eritrositlerin erken gebelikte anne dolagimina gectiginin kesin
delillerle gosterilmesi, arastirmacilan fetiise ait lokositlerin de eritrositlerle birlikte anne
kanina gececegi fikrine yoneltmistir. HLA antijenleri sayesinde kolayca ayirt edilebiliyor
olmalan (trofoblastlar ya da fetiise ait CKKH’inde HLA ekspresyonu yoktur) ve trofoblast
hiicrelerinin gosterdigi genetik mozaizm fetiise ait 16kositlerde goriilmemesinden dolay1
dogum Oncesi tani icin potansiyel avantaj gosterirler. Ancak zamanla fetiise ait lenfositler
iizerinde yapilan calismalar birkag¢ faktor yiiziinden sinirlanigtir. Bunlarin baglicalari; yalmzca
fetiise ait olan lenfosit antijenlerine 6zgiil monoklonal antikorlarin olmamas1 ve fetiise ait

lenfositlerin bir 6nceki hamilelikten kalabilecegine iliskin stiphelerdir (27,29).

2.4.2.3. Eritroblastlar

Fetiise ait CKKH (eritroblast) ¢ok ilgi cekici bir aday hiicredir, ¢iinkii birgok istenen
ozellige sahiptir. CKKH’nin siirli bir yasam siiresi vardir. Eriskinde 5 giinden daha uzun
stire kalmazlar ve bu yiizden eriskin periferik kaninda ¢ok nadirdirler. Eritroblastlar farkli bir

sekle sahiptirler ve gebelik siiresince anne kaninda siirekli bulunurlar. Fetiise ait genleri iyi
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temsil ederler. On bir haftalik fetiiste eritroblastlar kirmizi kan hiicrelerinin yaklagik %10’unu
ve 19 haftalik fetiiste ise %0.5’ini olusturur. Yani, gebeligin birinci 3 aylik déneminde ve
erken ikinci 3 ayhik donemde en fazla bulunan fetiise ait hiicre tipi eritroblastlardir. Tek
cekirdeklidirler. Simirli cogalma yetenekleri nedeniyle, gebelik sona erdikten sonra varliklarini
devam ettirme olasilig1 ¢ok diisiiktiir. Ancak tiim bunlara ragmen son zamanlarda kullanilan
zenginlestirme sistemleri gebelerde sirkiiller CKKH’ nin biiyiik bir kisminin maalesef maternal
kokenli oldugunu gostermistir. Maternal CKKH’ni fetal olanlardan ayirmak icin fetal
hemoglobin kullanildigin da tiim HbF-pozitif CKKH’in %20’sinin maternal kokenli oldugu
gozlenmistir (29,33,38).

2.5. HASTALIKLARDA SiRKULER EKSTRASELULER DNA VE RNA

Sirkiilasyondaki ekstraseliiler niikeik asitlerin kesfi ilk olarak 1948’de Mandel ve
Metais tarafindan hem normal olgularin hem de ¢esitli hastaliklar1 olan olgularin plazmasinda
gosterilmistir, ancak baslangicta yaygin olarak taninmamis ve uzun siire cogunluk tarafindan
unutulmustur. DNA’nin sistemik lupus eritematozus (SLE) hastalarinin serumlarinda kesfi ile
1966°da sirkiiler ekstraseliiler DNA’nin tekrar farkina varilmistir ve bu alandaki ¢alismalar
baslamistir. Daha sonraki caligmalar yiiksek seviyedeki DNA’nin sadece SLE hastalarinin
serumlarinda degil ayrica romatoid atrit, pankreatit, inflamatuar bagirsak hastaligi, peptik
iilser hastaligi, hepatit ve 6zofajit hastalarinda da oldugu gosterilmistir. Leon ve arkadaglar1 ve
Shapiro ve arkadaslar1 sirasiyla 1977 ve 1983’de benign tiimorlii hastalarla karsilastirildiginda
kanser hastalarinin plazma ve serumunda yiiksek seviyelerde DNA oldugunu ortaya
cikartarak kanserde sirkiiler serbest niikleik asitler iizerine yapilan ¢aligmalara oOnciiliik
etmislerdir. Plazmada tiimor kokenli sirkiiler serbest DNA’nin kesfi aragtirmacilarin plazma
ve serumda konuga ait olmayan DNA’nin diger formlarin1 aramaya baslamalan icin ilham
kaynag1 olmustur. Bu amagla baslangicta gebelik sirasinda maternal sirkiilasyona giren fetal
nukleuslu hiicreler arastirilmistir ve maternal periferik kandan izole edilen DNA’da erkek bir
fetiis i¢in marker olan Y kromozomu iizerindeki bir dizinin amplifikasyonu yapilarak fetal
cinsiyet belirlenmeye calisilmigtir. Aym1 yontemle 1997°de Lo ve arkadaslar maternal serum
ve plazmadan izole edilen DNA’da erkek fetiisiin varligim gostererek maternal
sirkiilasyondaki serbest niikleik asitlerin prenatal tam1 amacli kullanilmasi yoniindeki

calismalarin Onciiliiglinii yapmislardir. Giiniimiizde baslica kanser ve prenatal tani alanlarinda
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sirkiiler serbest niikleik asitler tizerine calismalar yogun ve heyecan verici bir sekilde devam

etmektedir (25,39,40).

2.5.1. Otoimmiin hastaliklarda sirkiiler DNA ve Mikrokimerizm

Ik olarak Tan tarafindan SLE hastalarinda sirkiller DNA oldugu gosterilmesine
ragmen bu calisma otoimmiin hastaliklarda sirkiiler DNA’nin roliiniin arastirilmasina yonelik
fazla ilgi uyandirmamistir. 1970’lerde fakli arastirmacilarin sirkiiler DNA’nin romatoid atriti
de i¢ine alan diger hastaliklarda yiiksek seviyede bulundugunu gostermesiyle otoimmun
hastaliklarda sirkiiler DNA’nin rolii Snem kazanmistir. Bu erken bulgular1 takiben caligmalar
baslica SLE hastalig1 {izerine yapilmis ve SLE hastalarinda yiiksek seviyede serum DNA’s1
oldugu ve bazi durumlarda DNA seviyesi ile hastalik aktivitesi arasinda korelasyon oldugu

gosterilmistir (39).

Kadinlarin otoimmiin hastaliklarin  gelisimine daha egilimli olduklariin iyi
bilinmesinden dolay1 cinsiyet hormonlarimin bu hastaliklarin patofizyolojilerindeki rolii
arastirilmaya baglanmistir. Cinsiyet hormonlarinin 6nemli bir rol oynamasina ragmen
cinsiyete bagli otoimmiin hastaliklarin gelisimindeki tek faktoér olmadigi sonucuna varilmistir.
Bu sebeple fetal hiicrelerin gebelikten uzun yillar sonra bile maternal sirkiilasyonda
varliklarini siirdiirebildiklerinin bulunmasi otoimmiin hastaliklar iizerine arastirmalarda yeni
bir alan agmistir. Fetal mikrokimerizm olarak adlandirilan fetal hiicrelerin maternal
sirkiilasyonda uzun siire varliklari1 devam ettirmeleri partikiiler sistemik skleroz, Sjogren
sendromu, SLE, myositiz ve primer bilier sirozu i¢ine alan otoimmiin hastaliklarin patogenezi

icin potansiyel faktor olarak onerilmistir (39).

Mikrokimerizm, bir bireye ait az sayida hiicre ya da DNA’nin genetik olarak farkli
baska bir bireyde barindirilmasini ifade etmektedir. Mikrokimerizmin en sik kaynagi
gebeliktir (41). Bir ya da birden c¢ok cocuk doguran kadin kimerik kabul edilmektedir.
Bununla beraber kimerik olmak i¢in canli dogum gerekmemektedir. Segici olarak gebeligi
sonlandirilan 40 kadimin periferik kan Orneginin calisildigi bir calismada maternal
sirkiilasyondaki fetal hiicreler kantitatif PZR ile analiz edilmistir. ik ii¢ aylik donemdeki

gebeligin secici sonlandirilmasim takiben 500,000 kadar niikleuslu fetal hiicrenin anneye

26



gectigi gosterilmistir. Bunun sonucunda kimerizm i¢in birkac aylik gebeligin yeterli oldugu

bulunmustur (42).

Otoimmiin hastaliklarla kronik graft-versus-host hastaliginin baz1 klinik benzerlikleri,
otoimmiin hastaliklarin ¢ocuk sahibi olma donemindeki kadinlarda artmis insidansi ve
mikrokimerizmin uzun donem varligim siirdiirmesi, bu hastaliklarin patogenezinde
mikrokimerizmin rol oynayabilecegi hipotezini ortaya c¢ikarmistir (43). Bircok g¢aligmanin
neticesi olarak, arastirmacilar su fikri one siirmiislerdir; fetiise ait bagisik hiicreler, anneye ait
antijenlere kars1 reaktif olabilmekte ve bdylece, bir graft-versus host reaksiyonunu
tetikleyebilmektedirler. Bu da otoimmiin hastaliklarin baslamasinda ya da alevlenmesinde

etkin bir mekanizma gibi goriinmektedir (44).

Yapilan bircok calismada, otoimmiin hastalifa sahip olan kadinlarin kan ya da
dokular1 ile kontrol grubuna ait saglikli kadinlarin fetal hiicre miktar1 karsilastirildiginda,
otoimmiin hastaliklarda fetal hiicre sayis1 yiiksek olarak saptanmistir. Bununla beraber, yakin
zamanda bu konu iizerine yogun ilgi ve bircok aragtirmaya ragmen, mikrokimerizmin saglik
ve hastalikla iliskisi heniiz ¢ok az anlagilabilmistir. Otoimmiin hasaliklarla fetal hiicreler
arasindaki patogenetik iliskiyi test etmek i¢in segilen ilk hastalik sklerodermadir.
Sklerodermanin secilmesinin nedeni graft-versus-host hastaligina klinik olarak benzeyen bir
otoimmun hastaliktir, genellikle kadinlarda gozlenmektedir ve gebelikten sonraki yillarda
yiiksek insidans gostermektedir. Yapilan calismada en az bir erkek ¢cocugu olan sklerodermali
hastalarin periferik kaninda fetal hiicrelerin varligi 'Y kromozomuna 6zgii PZR ile analiz
edilmistir. Kontrol grubu olarak en az bir erkek ¢ocugu olan saglikli kadinlar calisilmistir.
Calismamin sonuglara gore 16 ml kanda saglikli olgularda ortalama 0.38 hiicreye denk
DNA bulunurken bu rakam sklerodermali hastalarda 11.3 olarak bulunmustur. Ayrica Artlett
ve ark., sklerodermali kadinlarin deri biyopsilerinde erkek lenfositlerini gostermisler ve

etkilenmis annelerin bagka farkli organlarinda da erkek hiicrelerini saptamiglardir (42,45).

2.5.2 Kanserde sirkiiler DNA ve RNA

Kanser testlerinde plazmadaki sirkiiler DNA’nin uygulamalar1 baslhica nokta
mutasyonlari, kromozomal yeniden diizenlenmeler, mikrosatallit instabilitesi, ve

hipermetilasyonu i¢ine alan genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesine baglhidir.
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Sirkiiler N-ras ve K-ras gen mutasyonlar cesitli kanser formlarmin sirkiiler DNA’sinda
gbzlenmis ve mutasyona ugramis K-ras dizilerinin devamliligi tekrarlayan veya ilerleyen
hastaliklarla iligkilendirilmistir. Mikrosatallit instabilitesi, ©zellikle heterozigosite kaybi
(LOH) hem tiimorlerin kendisinde hem de uyumlu sirkiiler DNA’sinda gbzlenmistir. Ayrica
bu degisiklikler hastaligin tekrarlamasi ve ilerlemesiyle iliskilendirilmistir. Ger¢ek zamanh
metilasyona 6zgii polimeraz zincir reaksiyonu (RT-MSP-PZR) promotoru hipermetillenmis

sirkiiler DNA’nin kantitatif olarak hesaplanmasina izin vermektedir (25).

Kanser hastalarinin serum ve plazmasindaki DNA’ya yonelik calismalar en etkili
olarak 1977°de Leon ve arkadaslarinca ve 1983’de Shapiro ve arkadaslarinca benign tiimorlii
hastalarla karsilastinldiginda kanser hastalarimin plazma ve serumunda yiiksek seviyelerde
DNA oldugunu ortaya c¢ikartmalariyla ilgi uyandirmistir. Ayrica metastatik hastalarin daha
yiikksek seviyede serum DNA’sina sahip olma egiliminde oldugunu ve basarili antikanser
tedavisinin ardindan sirkiiler DNA konsantrasyonunda azalma oldugunu gostermislerdir.
Stroun ve arkadaslart 1989’da iplik¢ik dayaniklilik testleriyle (strand stability assays) bu
sirkiiler DNA’y1 karakterize etmeye baslamislar ve ilk olarak neoplastik DNA olabilecegini
ileri stirmiislerdir. Bu énemli 6nerinin dogrulugu 1994’de myelodisplastik sendromlu ve akut
myeloblastik 16semili hastalarin plazmasinda tiimorle iligkili onkogen mutasyonlarinin
bulunmasiyla gosterilmistir. Bu sonuglar tiimor hiicrelerinin gercekten DNA’larim
sirkiilasyona saldiklarin1 gosteren gii¢lii deliller olmuslar ve ayrica tiimor belirlenmesinde ve

izlenmesinde yeni olanaklarin a¢ilmasini saglamislardir.

Son birka¢ yi1lda mikrosatallit analizi kullanilarak primer tiimorlerde gozlenen genetik
degisikliklerin solid tiimorlii hastalarin serumlarinda da belirlenebilecegini gosteren yeni
calismalarda bir patlama olmustur. Boylece Sorenson’un 1996’da pankreas kanserli hastalarin
serumunda belirlenebilir miktarda mutasyona ugramis ras dizilirinin varligim1 agikca
gostermelerinin ardindan Chen ve arkadaglan kiigiik hiicreli akciger kanserli hastalarin
plazma DNA’sinda mikrosatellit degisikliklerini ve Nawroz ve arkadaslar1 da bas ve boyun
kanserli hastalarin serum DNA’larinda mikrosatallit degisiklerini gostermislerdir. Bu son
calismalar primer tiimorlerde gozlenen mikrosatallit degisikliklerinin solid tiimoérlii hastalarin

serum veya plazmasinda da belirlenebilecegini agikca gostermistir.

Bugiine kadar plazma ve serumda onkogen mutasyonlarini ve tiimorle iligkili

epigenetik degisiklikleri icine alan bir¢ok tiimor kokenli degisiklik belirlenmistir. Bununla
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beraber metilasyon analizi i¢in kantitatif yontemlerin varlhigr sirkiiler timor DNA’nin

konsantrasyonu ve klinik tablonun korelasyonunu miimkiin kilmaktadir (39).

Kanda ekstraseliiler RNA’nin bulunabilinecegine iliskin raporlar onceleri plazmada
etkili riboniikleazlarin bulunmasindan dolay1 genis bir kesimce kabul gdrmemistir. Daha
sonralar1 birka¢ rapor serumda ekstraseliller RNA’nin varligi bildirmis ve her nasilsa bu
RNA’nin plazma riboniikleazlarinin degradasyonuna karsi korundugunu gostermislerdir.
Bununla beraber yapilan ¢alismalarla nested revers transkriptaz-PZR (RT-PZR) kullanarak
melonoma, gogiis kanseri ve diger malignitelerin serumlarindan elde edilen tiimorle iligkili
mRNA’larin amplifiye edilebilecegi gosterilmistir. Bu raporlarda tanimlanan yontemlerin
teshis duyarhiliklarinin %25-78’e ulagmasina ragmen kanser belirlemeye yonelik klinik

kullanimi yetersizdir (25,46).

2.5.3. Maternal plazmada sirkiiler DNA ve RNA

Genetik analiz icin fetal doku elde etmeye yonelik amniyosentez ve koryonik villus
orneklemesi gibi konvansiyonel yontemler girisimseldirler ve fetiis icin ¢ok kiigiik bir risk
olusturmaktadirlar. Bu tablo Lo ve arkadaslarinin 1997°de maternal plazma ve serumunda

fetal DNA’y1 kesfetmeleriyle degismistir.

Maternal plazmadaki sirkiiler DNA’nin belli nrolojik hastaliklarin, fetal kromozomal
anoploidilerin, cinsiyetle iliskili hastaliklarin ve rhesus D (RhD) durumunun prenatal tanisi
icin kullanilabilir oldugu gosterilmistir. Maternal plazmadan fetal RhD genotiplemesi birkag
merkezde rutin prenatal tani protokollerinden biri olarak uygulamaya girmistir. Maternal
plazmadaki fetal DNA’nin miktarindaki sapmalar pre-eklampsi, fetal-maternal kanama ve
polihidramniyozu da icine alan cesitli hastaliklarda rapor edilmistir. Miktar belirlemeye
yonelik calismalar baglica maternal plazmadaki Y kromozomal dizilerin analizi ile

gerceklestirildiginden uygulamada gebeliklerin %50’si ile sinirhidirlar.

Son zamanlarda RT-PZR kullanarak maternal plazmada plasenta kokenli fetal
RNA’nin varlig1 gosterilmistir. Plasentada ekspresse olan insan koryonik gonodotropinin 3 alt
birimi (BhCG) ve insan plasental lakogen (hPL) genlerinin transkriptleri tiim gebe kadinlarin
plazmasinda gozlenmistir. Ilging olarak her iki mRNA’min da RNA’nin dogasindan

kaynaklanan dayaniksizligina ragmen oda sicakliginda 24 saat stabil kaldiklar1 bulunmustur.
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Bunun iizerine yapilan calismalar sonucu stabilligin mRNA’nin subselliiler partiikiiller ile
iligkisinden kaynaklanabilecegi Onerilmistir. Ayrica dogum sonrast fetal mRNA’nin
plazmadan temizlenmesi kinetigi iizerine yapilan calismalarda dogumdan 2 saat sonra
olgularin %70’inde hPL transkripti gozlenmezken 24 saat sonra tiim olgularda

gozlenmemistir (25,47,48).

2.6. ANNE KANINDAKI SIRKULER FETAL DNA’NIN VARLIGI,
BiYOLOJiSi VE POTANSIYEL TANI UYGULAMALARI

Lo ve arkadaslan agresif olarak biiyiiyen feto-plasental birim ile tiimor arasindaki
benzerliklerden yola cikarak baslica gebe kadinlarin serum ve plazmasinda fetiise ait
DNA’nin bulunup bulunamayacagini sormusglardir. Y kromozomuna 6zgii dizilerin
konvansiyonel PZR amplifikasyonu ve agaroz jel elektroforezi kullanarak erkek bir fetiise
gebe kadmlarin cogunun serum ve plazmasinda fetal DNA’nin varligint gostermislerdir. Daha
sonraki calismalarinda ger¢ek zamanli PZR kullanarak maternal serum ve plazmadaki fetal
DNA’nin konsantrasyonunu dlgmiislerdir. Erken gebeliklerde fetal DNA’nin total DNA’nin
serumda ortalama %0.13’tinii ve plazmada ortalama %3.4’{inli, gec gebeliklerde serumda
ortalama %1.0’ini ve plazmada ortalama %6.2’sini olusturdugunu gostermislerdir. Maternal
plazma ve serumdaki fetal DNA’nin tam konsantrasyonu benzer olup temel fark plazma ile
karsilastirldiginda serumda pihtilasma sirasinda salinan arka plan DNA’nin fazla olmasidir.
Ayrica Lo ve arkadaslar1 maternal plazma ve serumundaki fetal DNA miktarinin gebelik
ilerledik¢e gebeligin sonuna dogru keskin bir sekilde olmakla beraber artmakta oldugunu
gostermislerdir. Anne kanimin  hiicresel kismindan elde edilen fetal DNA ile
karsilastirildiginda hamile kadinlarin hiicre icermeyen plazma ya da serumundan elde edilen
fetal DNA miktarn 6nemli Olgiide daha fazladir. Ayrica anne kanindaki niikleuslu fetal
hiicrelerin analizi bircok durumda gelismis fetal hiicre zenginlestirme prosediirleri
gerektirdiginden maternal plazma ve serumdaki DNA’nin analizi fetal hiicrelerinkine gore
daha hizli, giivenilir, tekrarlanabilir ve cok sayida ornekte kolayca uygulanabilmektedirler.
Giintimiizde baslica uygulama alanindaki sinirliligi hem disi hem de erkek fetusta bulunan
fetal DNA’nin varligimi belirleyebilen ve/veya Olcebilen benzersiz fetal gen dizilerinin heniiz

bulunmayisidir (49-52).

Sirkiiler fetal DNA’nin hangi dokulardan kdken aldig1 ve bunun nasil gerceklestigine

dair giinimiizde tam bir bilgi yoktur ve bir¢ok spekiilasyon vardir. Olas1 dokular fetal
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hematopoietik hiicreler, plasenta ve DNA molekiillerinin direkt transferidir. Cesitli fetal
hiicre tiplerinin maternal kanda sirkiile olmasindan dolay1 fetal hematopoietik hiicrelerin
uygun doku kaynagi olabilecegi diisiiniilmektedir. Plazmadaki DNA’nin hiicre 6limii icin
marker olarak kullanilabileceginin gosterilmesi, serbest DNA’nin maternal plazma ve
serumuna sirkiilasyona katilmis olan fetal hiicrelerden salinmig olabilecegi hipotezini
dogurmustur. Yapilan ¢aligmalarda maternal kandaki fetal CKKH’nin %42.7’sinin apoptosize
gittigi gosterilmistir. Bu ylizden serbest fetal DNA’min maternal bagisiklik sistemi ile
apoptotik fetal hiicreler arasindaki etkilesimden kaynaklanabilecegi Onerilmistir. Plasenta
biiyiik olmasindan ve hiicresel aktivitenin fazla olmasindan dolay1 sirkiiler fetal DNA icin
mantikli bir kaynaktir. Bir ¢ok calisma ilerleyen gebelik yasiyla beraber maternal
sirkiilasyondaki serbest fetal DNA miktarinin artigim1 gostermistir. Ayrica suni {ireme
teknolojisinin kullanildigi bir calismada embriyo transferinden 18 giin sonra heniiz
fetoplasental sirkiilasyon kurulmadan once fetal SRY dizisinin varligi gosterilmistir. Bu bulgu
fetal DNA kaynaginin yiiksek oranda trofoblastik hiicrelerden kaynaklandigini
gostermektedir. Diger yandan giiclii bir kanit da maternal plazmada plasentaya 6zgii mRNA
molekiillerinin gosterilmis olmasidir. Fetal DNA dizileri diger maternal viicut sivilarinda da
gbzlenmistir. Bunlar: amniyotik s1vi, maternal idrar, maternal serebrospinal sivi ve peritoneal
stvidir. Amniyon si1visindaki serbest fetal DNA konsantrasyonunun maternal plazmadakinden
200 kat fazla oldugu gosterilmistir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak konsantrasyon gradientine
bagli olarak serbest fetal DNA’nin plasenta veya membranlardan maternal sirkiilasyona direkt
gecisinin olabilecegi onerilmistir. Tiim bu ihtimaller goz 6niinde bulunduruldugunda maternal
sirkiilasyondaki serbest fetal DNA’nin hematopoietik hiicrelerin ve fetiisten kaynaklanan fetal
DNA’nin maternal sirkiilasyona direkt transferinin kiigiik katkilarinin yaninda asil kaynagin

plasenta oldugu diistiniilmektedir (5,49,53-58).

Gebe kadinlarin plazmasinda serbest fetal DNA’nin bulunmasi ve konsantrasyonunun
maternal sirkiilasyondaki fetal hiicrelere gore daha fazla oldugunun gosterilmesi bir¢ok yeni
prenatal tan1 uygulamasinin oniinii agmustir. Ilk basarili uygulama cinsiyete bagl hastaliklarin
prenatal incelenmesine olanak veren erkek bir fetiise gebe olan kadinlarda Y kromozomuna
ait dizilerin belirlenmesidir. Bircok arastirmaci tarafindan farkli duyarliliktaki teknikler
kullanilarak Y kromozomuna ait diziler maternal plazma ve serumunda gosterilmistir
(51,52,59,60). Maternal plazma DNA analizi ayrica RhD negatif gebe kadinlarda fetal RhD
kan grubu durumunu girisimsel olmayan olarak belirlemek icin kullaniglt bir analizdir. Bu

analiz bircok arastirmaci grup tarafindan yiliksek dogrulukta gosterilmis ve 2001°den beri
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Ingiliz Ulusal Kan Servisi tarafindan rutin uygulamaya sokulmustur. Rutinde kullanilan ilk
serbest fetal DNA temelli girisimsel olmayan prenatal tan1 uygulamasi olmast bakimindan
biiyiilk 6nem tagimaktadir (61-63). Son zamanlarda fetal B-talasemi major hastaliginin ve
benzer bir uygulama ile de Hemoglobin E (HbE) geninin girisimsel olmayan prenatal tanisi
icin plazmadaki serbest fetal DNA’nin kullanilabilecegi gosterilmistir (64,65). Maternal
plazmadaki fetal DNA’nin analizine dayanarak analiz edilmeye ¢alisilan rapor edilmis diger
tek gen hastaliklar1 miyotonik distrofi, akondroplazi, kistik fibroz, Huntington hastaligi ve
konjenital adrenal hiperplazidir (66-70). Ayrica klinik olarak arastirilan diger bir durum da
maternal plazmada bulunan serbest fetal DNA miktarinda baz1 hastaliklarda normale goére
sapmalar gozlenmesidir. Bu alanda ilk bulgu preeklemsi hastalarinda kaydedilmistir ve
normal gebeliklere gore ortalama serbest fetal DNA miktarinda bes kat bir artis oldugu
bildirilmistir. Preeklemsiye ek olarak belli kromozomal anomalilerde, erken dogumlarda,
hiperemesiz gravidarum ve plasentaya girisimsel uygulamalarin ardindan da plazmadaki
serbest fetal DNA miktarinda sapmalar oldugu gézlenmistir. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak
maternal plazma ya da serumdaki serbest fetal DNA miktarindaki sapmalarin riskli

gebeliklerin prenatal tanisinda kullanilabilecegi ileri sitiriilmiistiir (71-75).

2.7. MATERNAL PERIFERIK KANDAKI FETAL DNA’NIN ANALIZi
ILE FETUSUN CINSIYETININ BELIRLENMES]

Maternal kandan fetal DNA’nin analizi ile cinsiyet belirlemeye yonelik tam analizleri
anne kaninda fetal erkek DNA’sinin olup olmadigina baglidir. Y kromozomuna 6zgii dizilerin
Ozglin primerler kullanilarak PCR amplifikasyonu ile erkek fetal DNA’min varlig
sorgulanmaktadir. BOylece maternal kanda sirkiiler fetal erkek DNA’smin belirlenmesi
cinsiyete bagli siddetli genetik hastaliklarin prenatal olarak belirlenmesine olanak
saglamaktadir. Bu alanda calisan arastirmacilardan bir kismu %100 duyarlilikta fetal cinsiyeti
belirlerken bazilar1 uyguladiklar1 yonteme ve kullandiklar1 6rnek tipine bagli olarak daha
diisitk duyarliliklarda fetal cinsiyeti belirlemislerdir. Tablo 2’de arastirma gruplarinin elde
ettikleri duyarliliklar gosterilmistir. Duyarlilig1 etkileyen baglica faktorlerin secilen ornek tipi
(kan, plazma ya da serum), kullanilan DNA izolasyon yontemi, uygulanan PCR yontemi tipi
(konvansiyonel ya da real-time), amplifikasyonda kullanilan enzim tipi, secilen Y
kromozumuna 6zgii primerler, laboratuar kosullari, deneyimli personel ve gebelik haftasinin

oldugu konusunda fikir birligi vardir (13).
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Maternal kandaki sirkiiler fetal erkek DNA’sinin tespit edilmesiyle fetal cinsiyetin
tayin edilmesindeki baslica dezavantaj disi cinsiyetin tanisi negatif test sonucuna gore
konulmaktadir. Bunun yanlis cinsiyet tespitine yol agmasi olasidir. Ancak gelisen teknolojiyle

beraber %100 duyarlilik ve 6zgiilliige ulasiimistir (8,10,12,76,77).

Fetal cinsiyet belirlemesi en erken olarak CVS ile yapilmaktadir. CVS ile elde edilen
fetal dokudan yapilan genetik analizler ile sonuca gidilmektedir. Ancak CVS’in %3.7 diisiik
riskine sahip girisimsel bir uygulama olmasi cinsiyete bagli genetik hastaliklarin erken
prenatal tamisinda anne kanindaki sirkiiller fetal DNA’nin  ©Onemini artirmaktadir.
Konvansiyonel PCR ile en erken yedinci ve gercek zamanli PCR ile en erken besinci gebelik
haftasinda anne kanindan fetal cinsiyet analizi giivenilir bir bigimde gerceklestirilmistir

(10,11).

Tablo 2: Maternal kandanki sirkiiler fetiis DNA’sindan fetiisiin cinsiyetini belirlemeye

yonelik yapilan ¢alismalar.

Kaynak Gebelik haftas1 Kullanilan 6rnek Duyarhhlik (%)
Plazma 80
78 12-40 Serum 70
Kan 17
79 6-36 Kan 83
80 7-11 Kan 65
g 30 Plazma 100
Kan 69
9 7-40 Plazma 96
10 8-14 Serum 100
76 9-34 Plazma 100
77 10-29 Plazma 100
81 8-14 Plazma 93
82 10-17 Plazma 87
83 7-16 Plazma 97
11 5-10 Serum 95
12 10-13 Serum 100
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3. GEREC VE YONTEMLER

Tiim olgulardan (n=38) alinan 4-8ml venoz kan pihtilagma Onleyici icermeyen bir
vacutainer tiip icersinde toplandi. Kanlardan ayristirilan serum 6rneklerinden serum 1sitma
yontemi ve DNA izolasyon kiti ile DNA izolasyonu yapildi. Fetusun cinsiyetini belirlemek

icin Y kromozomuna 6zgii DYS14 ve SRY dizilerine PCR kuruldu.

3.1. ORNEKLER

Calismaya Nisan 2006-Haziran 2006 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Gebe Poliklinigine bagvuran
cesitli sebeplerden ikili ve tiglil tarama testine ve amniyosentez analizine gonderilen 40 gebe
kadin alindi. Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’u tarafindan
21/12/2004 tarih ve 206 sayr numarasiyla onaylanmistir. Bu calismaya katilan tiim gebe
kadinlar rasgele se¢ilmistir ve kan Ornekleri alimmadan o©nce c¢alisma hakkinda
bilgilendirildiklerine ve calismaya goniillii olarak katildiklarina dair imzali onay alinmustir.
Kan 6rneklerinin toplanmast ve PCR analizleri, ultrason ve amniyosentez ile fetusun cinsiyeti
belirlenmeden once yapilmistir. Fetal cinsiyet amniyosentez sonrasi sitogenetik sonuglar ve
gebeligin ikinci ii¢ aylk donemindeki ultrasonografi bulgulariyla karsilastirilarak
degerlendirilmistir.

PCR analizlerinin 6zgiinliigiinii ve duyarliligin1 belirlemek i¢in bes saglikli erkekten,
negatif kontrol olarak kullanmak amaciyla 5 saglikli gebe olmayan kadindan kan Ornegi
alinmustir.

PCR analizlerinde i¢ kontrol olarak kullanmak iizere yaklasik 2ml disi fare kan ornegi
alinmugstir. Disi fare kan 6rnegi Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Laboratuar Hayvanlar

Bilimi Anabilim Dali’ndan saglanmstir.

3.2. KAN ORNEKLERININ ALINMASI VE SERUM AYRISTIRMA

Her bir olgudan alinan 4-8ml venoz kan pihtilasma aktivatorii ve serumu kanin diger
komponentlerinden ayiran serum ayirici jel iceren vacuteiner (BD vacutainer serum seperated

type II tube, SST tube) tiiplerde toplandi.
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Enjektorle alinan kan ornekleri tiipe aktarilirken hemolizi engellemek i¢in enjektor
ignesi c¢ikarilarak tiiptin igine kan yavasca aktarilir. “Hemolize ugramis kan
hiicrelerinin igerigi seruma gececek ve mevcut DNAaz’lar serumdaki DNA’y1
parcalayacaktir.”

Kan tiipe aktarildiktan sonra pihtilagma aktivatoriiniin kanla karigsmasim saglamak igin
tiip yavasga bes kez ters-yiiz edilir.

Tiip dik pozisyonda oda 1sisinda 30 dakika pihtilagsmaya birakilir. 30 dakikayr asan
beklemelerde hemoliz gézlenmektedir.

Pihtilagmadan sonra 10-15 dakika 3000g’de santrifiij edilir ( kullanilan santrifiij:
SORVALL RC 30 Plus, rotor code:29).

Santrifiigasyon sonrasi jelin iist kisminda serum Ornegi, alt kisminda kanin diger
konponentleri toplanmaktadir.

Jelin istiinden jele girmeden pipet yardimiyla serum Ornegi alinir ve steril 2ml’lik
eppendorf tiiplere aktarilir.

Eppendorf tiipler kodlandiktan* sonra serum ornekleri sonraki isleme kadar -80°C’ye

kaldirilir.

*Kodlama: Kan 6rnegi alinan kisiye sirasiyla verilen numara.

3.3. SERUM ORNEKLERINDEN DNA iZOLASYONU

3.3.1 Ticari izolasyon Kiti Yontemi

Serum Orneklerinden DNA izolasyonu icin NucleoSpin Blood L Genomik DNA

Izolasyon kiti kullanildi. Her bir olgu icin 2ml serum o&rnegi kullamidi. Izolasyonda iiretici

protokoliine sadik kalindi ancak son basamakta daha yiiksek verimde DNA elde etmek i¢in

elisyon 200ul yerine 120ul’de yapildi. Elde edilen DNA c¢ozeltileri 1 hafta igersinde

kullanilacaksa +40C’de, 1 haftadan daha uzun siire sonra kullanilacaksa -20°C’de saklandu.

Pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilacak olan erkek ve hamile olmayan kadinlarin

kanindan DNA izolasyonu yine ayni protokol kullanilarak yapildi ancak son basamaktaki
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eliisyon hacmi 200ul ile yapildi. Stok DNA cozeltilerinden diliisyon hazirlanip +4°C’ye
kaldirildy; stok cozeltiler -20°C’de sakland.

3.3.2 Serum Isitma Yontemi ile DNA’nmin Direkt Elde Edilmesi

e Her bir olgu i¢in 400ul serum 6rnegi 0,5ml steril eppendorf tiiplere aktarildi.

e Tiiplerin agz1 parafilm ile sarildiktan sonra 99°C’de 5 dakika inkiibasyona birakildi.

¢ Isitilmis olan 6rnekler mikrosantrifiijde 12.000rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiigasyon sonrasi tiipin iist kisminda toplanan temiz siipernatant PCR’da

kullanilmak iizere steril 0,5Sml’lik eppendorflara aktarildi, -20°C’de saklandi.
Kullanilan santrifiij: SORVALL MC 12V

3.4. KiT iLE ELDE EDIiLEN DNA SOLUSYONLARINDAN
SPEKTROFOTOMETRE iLE DNA’NIN SAFLIK VE MiKTARININ
BELIiRLENMESI

Stok DNA cozeltilerinden 1/25 oraninda diliisyon hazirlandi. 3ul stok DNA
¢ozeltisinden alindi1 ve iizerine 72ul TE tamponu ilave edildi.

Kor (referans) olarak 300ul TE tamponu kullanildi

DNA’nin absorbansi goriiniir 15181n altinda UV dalga boyunda oldugundan quartz
spektrofotometre kiivetleri kullamldi. Kiivetlerden birine diliie DNA c¢ozeltisi,
digerine kor olarak kullanilacak TE tamponu koyuldu.

Spektrofotometre igindeki birinci bolmeye kor kiiveti, ikinci bolmeye diliie DNA
kiiveti yerlestirildi.

Bilgisayar yardimiyla spektrofotometreye komutlar verilerek dilie DNA’nin ve
kor kiivetin sirasiyla 260nm ve 280nm dalga boyundaki isinlart absorblama
dereceleri 0Ol¢iildii. “DNA maksimum absorbansini 260nm dalga boyundaki 1sikta,
proteinler ise 280nm dalga boyundaki 1s1ikta yapar. Bu dalga boylarindaki 1siklar
bu maddelere 06zgii olup c¢o6zeltinin igindeki DNA ve protein miktarini
belirlememizi saglarlar.”

Spektrofotometre sirasiyla kor kiivetin ve diliie DNA ¢ozeltisinin 260nm ve
280nm’de absorbanslarin1 olctii. Kor kiivetin absorbansimi dilie DNA’ninkinden

cikartarak diliie DNA c¢ozeltisinde ne kadar DNA ve protein oldugunu gosterdi.
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e Bilgisayar analizi sonucu Absysy, Absygo, Ratio ve konsantrasyon degerlerine

bakildi.

Absyep: DNA’nin absorbans miktarini gosterir.

Abs,go: Proteinlerin absorbans miktarini gosterir.

Ratio: Absyep’1n Absygy’e boliinmesiyle bulunur ve izole edilen DNA’nin
safligin1 gosterir. Bu degerin 1.8 olmasi1 DNA safliginin optimum oldugunu,
1.8’den biiyiik olmast RNA kontaminasyonunu, 1.8’den kiiciik olmasi protein
kontaminasyonu oldugunu gosterir.

Konsantrasyon: Diliie DNA ¢o6zeltisinde bulunan DNA’nin konsantrasyonunu
pg/ml cinsinden verir.

DNA miktari: Diliisyon faktorii x Diliisyon katsayis1 x 260nm OD

Kullanilan spektrofotometre: Pharmacia Biotech Ultrospec 2000.

Bilgisayar programi: SWIFT Spechtrophotometer.

3.5. DNA’NIN ETANOL iLE COKTURULMESI

Kit ile DNA izolasyonu sonucu DNA c¢o6zeltisi icersindeki DNA’nin konsantrasyonunu

artirmak i¢in etanol ile ¢oktiirme protokolii uygulanmistir.

15ml’lik tiip icerisinde bulunan 200ul’lik DNA ¢ozeltisi hafif¢e tiiplin ceperlerine
pipetaj yaptiktan sonra 1.5ml’lik eppendorf tiipe aktarildi.

50ul steril 1X PBS ile15ml’lik tiipiin ceperlerini pipetaj yaparak yikandi ve 1.5ml’lik
tiipe aktarildi.

Eppendorf tiipiinde toplanan 250ul’lik DNA ¢o6zeltisine 27.5ul 3M sodyum asetat
(pH: 5.2) eklendi ve ¢ozelti hafifce 20 saniye vortekslendi.

Cozeltiye 5551 soguk absolu etanol eklendi ve hafifce 30 saniye vortekslendi.

Cozelti 1 saat -80°C’de bekletildi.

Mikrosantrifiijde 20 dakika maksimum hizda 0°C’de santrifiij edildi.

Tiip pellet iiste gelecek sekilde 45° egimle tutularak otamatik pipetdr yardimiyla
slipernatant uzaklastirildi.

Tiip yarisina kadar %70’lik etanol ile dolduruldu. +4°C’de 3 dakika santrifiij edildi.
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® Bir dnceki basamak tekrarlanarak siipernatant uzaklastirildi.
e (da 1s1sinda tiipiin kapag agik sekilde kalan etanol ucana kadar bekletildi.
e DNA pelleti 20 ya da 50ul TE tamponu (pH: 8.0) i¢inde ¢oziildii.

Not: Protokol 200ul’lik DNA c¢ozeltisi icin verilmistir. Daha kiiciik ya da daha biiyiik
hacimlerdeki DNA cozeltileri i¢in protokolde kullanilan tamponlarin miktarlar1 orantilanarak
degistirilmistir.

Kullanilan sogutmal: santrifiij: Eppendorf Centrifuje 5417R

3.6. DNA iZOLASYON URUNLERININ AGAROZ JEL
ELEKTROFOREZINDE GORUNTULENMESI

Tiim DNA izolasyon iiriinleri DNA yiikleme tamponu ile 0,7ug/ml EtBr iceren %1’lik
agaroz jele yiiklendi, 10V/cm olacak sekilde 1 saat 0,5X TBE tamponunda yiiriitiildii.
Elektroforez sonuglar1 EagleSight Software (Stratagene) ve Bio Imaging Systems (Synegene)
kullanilarak degerlendirildi.

Yiiklemeler:
15ul DNA izolasyon iiriinii + 1.5ul Yiikleme tamponu (Bromfenol blue sukroz ¢ozeltisi)
1.5u1 DNA Ladder (Fermantas GeneRuler 100bp DNA Ladder) + 1ul Yiikleme tamponu

3.7. KONVANSIYONEL PCR DENEYLERIi

3.7.1 DYS14 Dizisi i¢cin Konvansiyonel PCR Reaksiyonu

Y kromozomuna 6zgii bir dizi olan DYS14, Lo ve arkadaslan tarafindan tanimlanan
Y1.7 ve Y1.8 primer cifti ile amplifiye edildi (6). Bu primerlerin hedefinde bulunan DNA
dizisi insan genomunda tek kopya halinde Y kromozomu iizerinde bulunmaktadir. Reaksiyon
sonucunda 198bp (bp: baz cifti) uzunlugunda 6zgiin amplifikasyon iirtinii olusmaktadir.
DYS14 dizisine 0zgii primerler ve baz dizileri Tablo 3’de gosterilmistir. Tablo 4’de
reaksiyonda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlar1 verilmistir; Tablo 5’de PCR icin
uygun sicaklik profili verilmistir.

Kullanilan Termalcycler: MJ Research, INC. PTC-100 programmable Thermal Controller.
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Tablo 3: Kullanilan hedef dizilere ait primerler ve baz dizileri

GenBank
Hedef Dizi Primerler Baz Dizisi
Numarasi
Y1.7 5’-CAT CCA GAG CGT CCC TGG CTT-3’
DYS14 X06325
Y1.8 5°-CTT TCC ACA GCC ACA TTT GTC-3’
Insan SRY X53772 SRYf 5’-GGC AAC GTC CAG GAT AGA GTG A-3
SRYr 5’-TGC TGA TCT CTG AGT TTC GCA TT-3’
Fare GALT | U41282 mGALTf | 5°-GCT TCC CGA GGT ACA CTA TTG C-3’
mGALTr | 5’-GTC ACA TCT GCC CGA ACT CC-3°
Insan hGAPDH{f | 5’-CCC CAC ACA CAT GCA CTT ACC-3’
AY340484
GAPDH hGAPDHr | 5°-CCT AGT CCC AGG GCT TTG ATT-3’

Tablo 4: DYS14 ve Insan GAPDH dizilerininn konvansiyonel PCR amplifikasyonunda

kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari.

Konsantrasyo Son Eklenen
Kimyasal Firma
n Konsantrasyon Miktar (ul)
i Metabion International
Primer F crabion Tierations 10pmol/ul 0.4pmol/ul 2
AG
i Metabion International
Primer R crbion Tierationt 10pmol/ul 0.4pmol/ul 2
AG
Reaksiyon Tamponu Fermantas Hot Start
Taq DNA Polimeraz 10X 1X 5
Tamponu
MgCl, Fermantas 25mM 2.5mM 5
dNTPmix MBI Fermantas 10mM 0.2mM 1
i F tas Hot Start
Taq DNA Polimeraz | Fermantas Hot 5ta Su/ul 0.05u/ul 0.5
Taq DNA Polimeraz
Kalip 20
Distile su 14,5
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Tablo 5: DYS14 ve insan GAPDH dizilerinin konvansiyonel PCR amplifikasyonu icin uygun

sicaklik profilleri.

Sicaklik Degeri Bekleme siiresi Dongii Sayisi Uygulanan Islem
95°C 10 dakika 1 Baslangic denatiirasyonu
94°C 1 dakika Denatiirasyon
57°C 1 dakika 45 Primer Baglanmas1
72°C 1 dakika Uzatma
72°C 10 dakika 1 Son uzatma

3.7.2 SRY Dizisi Icin Konvansiyonel PCR Reaksiyonu

SRY, Y kromozomunun kisa kolu iizerinde bulunur ve Y kromozomunun cinsiyeti

belirleyen gen bolgesi olarak adlandirilir ( The sex-determining gene region of the Y

chromosome: SRY). SRY dizisi, Costa ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanan SRYf ve SRYr

primer cifti ile amplifiye edildi (7). Bu primerlerin hedefinde bulunan DNA dizisi insan

genomunda tek kopya halinde Y kromozomu {iizerinde bulunmaktadir. Reaksiyon sonucunda

115bp uzunlugunda 6zgiin amplifikasyon iiriinii olugsmaktadir. SRY dizisine 6zgii primerler ve

baz dizileri Tablo 3’de gosterilmistir. Tablo 6’de reaksiyonda kullamilan kimyasallar ve

konsantrasyonlart verilmistir; Tablo 7°de PCR i¢in uygun sicaklik profili verilmistir.
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Tablo 6: SRY dizisinin konvansiyonel PCR amplifikasyonunda kullanilan kimyasallar ve

konsantrasyonlari.
Konsantrasyo Son Eklenen
Kimyasal Firma
n Konsantrasyon Miktar (ul)
i Metabion International
Primer F crblon erations 10pmol/u1 0.4pmol/ul 2
AG
i Metabion International
Primer R cbion Tierions 10pmol/ul 0.4pmol/ul 2
AG
Reaksiyon Tamponu | Fermantas Hot Start
Taq DNA Polimeraz 10X 1X 5
Tamponu
MgCl, Fermantas 25mM 3mM 6
dNTPmix MBI Fermantas 10mM 0.2mM 1
i F tas Hot Start
Taq DNA Polimeraz ermantas 0. a Su/ul 0.05u/u1 05
Taq DNA Polimeraz
Kalip 20
Distile su 13,5

Tablo 7: SRY dizisinin konvansiyonel PCR amplifikasyonu i¢in uygun sicaklik profili.

Sicaklik Degeri Bekleme siiresi Dongii Sayisi Uygulanan islem
95°C 10 dakika 1 Baslangic denatiirasyonu
94°C 1 dakika Denatiirasyon
59°C 1 dakika 45 Primer Baglanmas1
72°C 1 dakika Uzatma
72°C 10 dakika 1 Son uzatma
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3.7.3 insan GAPDH Dizisi Icin Konvansiyonel PCR Reaksiyonu

Otozomal bir lokus olan insan gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni
deneylerde DNA’nin varligim gostermek icin i¢c kontrol olarak kullamldi. Insan GAPDH
genine 6zgii hGAPDHf ve hGAPDHr primer cifti kullanilarak hedef dizinin amplifikasyonu
yapildi. Reaksiyon sonucunda 97bp uzunlugunda 6zgiin amplifikasyon iiriinii olusmaktadir.
Insan GAPDH genine 6zgii primerler ve baz dizileri Tablo 3’de gosterilmistir. Tablo 4’de
reaksiyonda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari verilmistir; Tablo 5’de PCR ig¢in

uygun sicaklik profili verilmistir.

3.7.4 Fare GALT Dizisi icin Konvansiyonel PCR Reaksiyonu

Otozomal bir lokus olan fare galaktoz-1-fosfat uridiltransferaz (mGALT) geni
deneylerde DNA’nin varligim1 gostermek icin kontrol olarak kullanildi. fare GALT geni,
Costa ve arkadaglan tarafindan tanimlanan mGALTf ve mGALTT primer ¢ifti ile amplifiye
edildi (7). Reaksiyon sonucunda 132bp uzunlugunda Ozgiin amplifikasyon iriinii
olugmaktadir. Fare GALT dizisine 6zgii primerler ve baz dizileri Tablo 3’de gosterilmistir.
Tablo 8’de reaksiyonda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlar verilmistir; Tablo 9’de

PCR icin uygun sicaklik profili verilmistir.

Tablo 8: fare GALT geninin konvansiyonel PCR amplifikasyonunda kullanilan kimyasallar

ve konsantrasyonlari.

Son EKklenen
Kimyasal Firma Konsantrasyon
Konsantrasyon | Miktar (ul)

Primer F TIB MOLBIOL 10pmol/ul 0.4pmol/ul 1
Primer R TIB MOLBIOL 10pmol/ul 0.4pmol/ul 1
Reaksiyon Tamponu Fermantas Hot Start Taq

DNA Polimeraz 10X 1X 2,5

Tamponu
MgCl, Fermantas 25mM 1,5mM 1,5
dNTPmix MBI Fermantas 10mM 0.2mM 0.5

1 F tas Hot Start T

Taq DNA Polimeraz erman a.S ot Start Taq Su/ul 0.04u/u1 02

DNA Polimeraz
Kalip 10
Distile su 8.3
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Tablo 9: fare GALT geninin konvansiyonel PCR amplifikasyonu i¢in uygun sicaklik profili.

Sicaklik Degeri Bekleme siiresi Dongii Sayisi Uygulanan Islem
95°C 5 dakika 1 Baslangic denatiirasyonu
95°C 30 saniye Denatiirasyon
56°C 45 saniye 40 Primer Baglanmasti
72°C 1 dakika Uzatma
72°C 7 dakika 1 Son uzatma

3.8. PCR URUNLERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE
GORUNTULENMESI

Tiim PCR diiriinleri DNA yiikleme tamponu ile 0,7ug/ml EtBr iceren %2’lik agaroz
jele yiiklendi, 10V/cm olacak sekilde 1 saat 0,5X TBE tamponunda yiiriitiildii. Elektroforez
sonuglar1 EagleSight Software (Stratagene) ve Bio Imaging Systems (Synegene) kullanilarak
degerlendirildi.

Yiiklemeler:
10ul PCR iiriinii + 1ul Yiikleme tamponu (Bromfenol blue sukroz ¢ozeltisi)
1.5ul DNA Ladder (Fermantas GeneRuler 100bp DNA Ladder) + 1ul Yiikleme tamponu

3.9. DYS14 VE SRY DIiZIiLERINE OZGU KONVANSiYONEL PCR
REAKSIYONLARININ DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

DYS14 ve SRY dizileri i¢in kurulan PCR reaksiyonlarinin hedef dizilerini belirleme
limitlerini degerlendirmek i¢in DNA izolasyon kiti ve serum 1sitma yontemi ile elde edilen
DNA cozeltilerinin seri diliisyonlarina bu diziler i¢in PCR kuruldu. Saglikli bir erkegin
serumundan elde edilen stok DNA c¢ozeltisinden 1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000
dilisyonlarinda c¢ozeltiler hazirlandi. Her bir ¢ozeltiden alinan aymi miktardaki kaliba
tanimlanan reaksiyon karisimlarinda ve termal profillerinde DYS14 ve SRY i¢in PCR

kuruldu. Negatif kontrol olarak distile su kullanildi.
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Ayrica DYS14 ve SRY dizileri i¢in kurulan PCR reaksiyonlarinin en az ka¢ gram
DNA’y1 belirleyebildiklerini 6l¢gmek icin saglikli bir erkegin kanindan izole edilen DNA
cozeltisindeki DNA miktar1 spektrofotometre ile hesaplandiktan sonra 25ng/ul -2,5pg/ul
arasidaki diliie DNA cozeltileri hazirlanarak her bir ¢ozeltiden alinan ayn1 miktardaki kaliba
tanimlanan reaksiyon karigimlarinda ve termal profillerinde PCR kuruldu. Negatif kontrol

olarak distile su kullanildi.

3.10. KONVANSIYONEL PCR iLE FETAL CINSIYETIN
BELIiRLENMESINE YONELIK DENEYLER

3.10.1 DYS14 Dizisi ile Fetal Cinsiyetin Belirlenmesi

Gebe kadin serumundan izole edilen DNA kalip olarak kullanilarak DYS14 dizisi i¢in
PCR kuruldu. Deney ii¢ ayri reaksiyon kurularak tekrarlandi. Ug reaksiyondan en az ikisinde
amplifikasyon gézlenmesi durumunda sonug pozitif olarak degerlendirildi ve fetusun cinsiyeti
erkek olarak kabul edildi. Amplifikasyonun gézlenmedigi durumlarda sonu¢ negatif olarak
degerlendirildi, fetusun cinsiyeti disi olarak kabul edildi. Ayrica sadece 1 reaksiyonda
amplifikasyon gozlemlendigi durumlarda sonug negatif ve fetusun cinsiyeti disi olarak kabul
edildi; bu durumun PCR’m kurulumu sirasinda olusan kontaminasyondan kaynaklandig
diisiiniildii.

Her bir deney sirasinda pozitif kontrol i¢in saglikli erkek serumundan izole edilen
DNA, negatif kontrol i¢in saglikli gebe olmayan kadin serumundan izole edilen DNA kalip
olarak kullanild1.

3.10.2 SRY Dizisi ile Fetal Cinsiyetin Belirlenmesi

PCR kuruldu. Deney ii¢ ayr1 reaksiyon kurularak tekrarlandi. Ug reaksiyondan en az ikisinde
amplifikasyon gdzlenmesi durumunda sonug pozitif olarak degerlendirildi ve fetusun cinsiyeti
erkek olarak kabul edildi. Amplifikasyonun gézlenmedigi durumlarda sonu¢ negatif olarak
degerlendirildi, fetusun cinsiyeti disi olarak kabul edildi. Ayrica sadece 1 reaksiyonda

amplifikasyon gozlemlendigi durumlarda sonug negatif ve fetusun cinsiyeti disi olarak kabul
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edildi; bu durumun PCR’m kurulumu sirasinda olusan kontaminasyondan kaynaklandigi
diistiniildii.

Her bir deney sirasinda pozitif kontrol icin saglikli erkek serumundan izole edilen
DNA, negatif kontrol i¢in saglikli gebe olmayan kadin serumundan izole edilen DNA kalip
olarak kullanildi.

3.10.3 insan GAPDH Dizisi ile Fetal Cinsiyeti Belirleme Verimliliginin
Degerlendirilmesi

DYS14 ya da SRY dizisine yonelik gebe kadin serumundan, saglikli erkeklerden ve
gebe olmayan kadinlardan izole edilen DNA’nin kalip olarak kullanildig1 konvansiyonel PCR
deneylerinde sonucun negatif olarak degerlendirildigi durumlarda, aym kalip DNA
kullanilarak insan GAPDH dizisi i¢cin PCR reaksiyonu kuruldu. Bu islem DNA izolasyonu
sirasinda yetersiz DNA ekstraksiyonundan ya da DNA c¢ozeltisindeki PCR inhibitorlerinden
kaynaklanan bir yalanci negatif sonucun gercek negatif sonuctan ayirt edilmesine izin verir.
Insan GAPDH dizisi icin kurulan PCR reaksiyonunun verdigi pozitif sonug islemin
verimliligini gostermekte, DYS14 ve SRY dizilerinin belirlenmesindeki herhangi bir negatif
sonucu onaylamaktadir.

Her bir deney sirasinda pozitif kontrol igin saglikli erkek serumundan izole edilen

DNA, negatif kontrol icin distile su kalip olarak kullanildu.

3.10.4 Fare GALT Dizisi ile Kalip DNA Varhgimin Kontrolii

DNA izolasyonuna baslamadan dnce serum ornegine belirli miktarda disi fare DNA’s1
eklenerek izolasyonun bu &rnekten yapilmasi boylece DYS14 ya da SRY dizisine yonelik
gebe kadin serumundan, saglikli erkeklerden ve gebe olmayan kadinlardan izole edilen
DNA’nin kalip olarak kullanildigi konvansiyonel PCR deneylerinde sonucun negatif olarak
degerlendirildigi durumlarda yalanci negatifligi belirlemek i¢in ayn1t DNA ¢ozeltisinin kalip
olarak kullanildig1 fare GALT dizisine yonelik PCR kurulmasi hedeflendi. Bu amagla 2ml’lik
serum Ornegine ne kadar disi fare DNA’s1 koyulmasi gerektigini belirlemek icin aym saglikl
erkege ait 5 tane 2ml’lik serum 6rnegine 3ng-200ng miktarlarinda disi fare DNA’s1 eklendi.
Kit ile DNA izolasyonu sonrasinda fare GALT dizisi i¢in tanimlanan reaksiyon karistminda

ve termal profilinde PCR kuruldu.
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3.11. GERCEK ZAMANLI PCR DENEYLERI

3.11.1. DYS14 Dizisi i¢cin Gercek Zamanh PCR Reaksiyonu

Y kromozomuna 6zgii bir dizi olan DYS14, Y1.7 ve Y1.8 primer cifti ile amplifiye

edildi (6). DYS14 dizisine 6zgii primerler ve baz dizileri Tablo 3’de gosterilmistir. Tablo

10°da reaksiyonda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlar1 verilmistir; Tablo 11°de PCR

icin uygun sicaklik profili verilmistir.

Kullanilan Termalcycler: LightCycler 2.0 Instrument.

Tablo 10: DYS14 dizisinin gercek zamanli PCR amplifikasyonunda kullanilan kimyasallar ve

konsantrasyonlari

Kimyasal Firma Konsantrasyon Son Bidenen Miktar

Konsantrasyon ny

Primer F TIB MOLBIOL 10pmol/ul 0.4pmol/ul 1
Primer R TIB MOLBIOL 10pmol/ul 0.4pmol/ul 1
LightCycler FastStart | Roche Diagnostics
Reaction Mix SYBR 10X 1X 2
Green |
MgCl, Roche Diagnostics 25mM 2.5mM 2
Kalip 5
H,0, PCR Grade Roche Diagnostics 9
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Tablo 11: DYS14 dizisinin gercek zamanli PCR amplifikasyonunda kullanilan 1s1 profili.

Uygulanan Dongii ]
Sicaklik Degeri Bekleme siiresi Uygulanan Islem
Analiz Sayis1
95°C 8 dakika 1 Baslangic denatiirasyonu
Miktar analizi 95°C 10 saniye Denatiirasyon
57°C 10 saniye 50 Primer Baglanmasi
72°C 10 saniye Uzatma
Erime 1 95°C 0 saniye 1 Denatiirasyon
rime Isis1
Analist 70°C 15 saniye 1 Baglanma
nalizi
95°C 0 saniye 1 Erime

3.11.2 SRY Dizisi icin Gercek Zamanh PCR Reaksiyonu

SRY dizisi, Costa ve arkadaslar tarafindan tanimlanan SRYf ve SRYr primer cifti ile

amplifiye edildi (7). SRY dizisine 0zgii primerler ve baz dizileri Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 12’de reaksiyonda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari verilmistir; Tablo 13’de

PCR i¢in uygun sicaklik profili verilmistir.

Tablo 12: SRY dizisinin gercek zamanli PCR amplifikasyonunda kullanilan kimyasallar ve

konsantrasyonlari.
Son Eklenen Miktar
Kimyasal Firma Konsantrasyon

Konsantrasyon (uD)
Primer F TIB MOLBIOL 10pmol/ul 0.75pmol/ul 1.5
Primer R TIB MOLBIOL 10pmol/ul 0.75pmol/ul 1.5
LightCycler FastStart | Roche Diagnostics
SYBR Green | 10X 1X 2
Reaction Mix
MgCl, Roche Diagnostics 25mM 2.5mM 2
Kalip 5
H,0, PCR Grade Roche Diagnostics 8
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Tablo 13: SRY dizisinin gercek zamanli PCR amplifikasyonunda kullanilan 1s1 profili.

Uygulanan Dongii ]
Sicaklik Degeri Bekleme siiresi Uygulanan Islem
Analiz Sayisi
95°C 8 dakika 1 Baslangic denatiirasyonu
Miktar analizi 95°C 12 saniye Denatiirasyon
59°C 10 saniye 45 Primer Baglanmasi
72°C 15 saniye Uzatma
Erime 1 95°C 0 saniye 1 Denatiirasyon
rime Isist
Analist 70°C 15 saniye 1 Baglanma
nalizi
95°C 0 saniye 1 Erime

3.12. DYS14 VE SRY DIZIiLERINE OZGU GERCEK ZAMANLI PCR
REAKSIYONLARININ DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

DYS14 ve SRY dizileri i¢in kurulan gercek zamanli PCR reaksiyonlarinin hedef
dizilerini belirleme limitlerini degerlendirmek i¢in DNA izolasyon Kkiti ile izole edilen DNA
cozeltisinin seri diliisyonlarina bu diziler icin PCR kuruldu. Saglikli bir erkegin serumundan
elde edilen stok DNA ¢ozeltisinden 1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyonlarinda ¢ozeltiler
hazirlandi. Her bir c¢ozeltiden alinan ayn1 miktardaki kaliba tamimlanan reaksiyon

karisimlarinda ve termal profillerinde DYS14 ve SRY i¢in gercek zamanli PCR kuruldu.

3.13. GERCEK ZAMANLI PCR ILE FETAL CINSIYETIN
BELIiRLENMESINE YONELIK DENEYLER

3.13.1 DYS14 Dizisi ile Fetal Cinsiyetin Belirlenmesi

Gebe kadin serumundan izole edilen DNA kalip olarak kullanilarak DYS14 dizisi i¢in
gercek zamanli PCR kuruldu. Deney ii¢ ayr1 reaksiyon kurularak tekrarlandi. Ug reaksiyondan
en az ikisinde amplifikasyon gozlenmesi durumunda sonug pozitif olarak degerlendirildi ve
fetusun cinsiyeti erkek olarak kabul edildi. Amplifikasyonun gozlenmedigi durumlarda sonug

negatif olarak degerlendirildi, fetusun cinsiyeti disi olarak kabul edildi. Ayrica sadece 1
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reaksiyonda amplifikasyon gozlemlendigi durumlarda sonug¢ negatif ve fetusun cinsiyeti disi
olarak kabul edildi; bu durumun PCR’in kurulumu sirasinda olusan kontaminasyondan
kaynaklandig diisiiniildii.

Her bir deney sirasinda pozitif kontrol i¢in saglikli erkek serumundan izole edilen

DNA, negatif kontrol icin PCR grade su kullanildi.

3.14. ANTIKONTAMINASYON OLCUTLERIi

DNA ekstraksiyonu, PCR amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin belirlenmesi sirasindaki
kontaminasyonu Onlemek ic¢in dikkat edilen durumlar: Tim sivilar i¢in aerosol resistant
pipetler kullanmildi. DNA izolasyonu, amplifikasyon reaksiyonunun hazirlanmasi,
amplifikasyonun yapildigi ve PCR iiriinlerinin belirlendigi alanlar birbirinden ayrildi. PCR
iriinlerinin belirlenmesi disindaki tiim uygulamalar bir laminar flow kabininde yapildi. PCR
reaksiyonlar sirasinda negatif kontrol olarak distile su ya da gebe olmayan saglikli kadindan

izole DNA kalip olarak kullanildi.
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4.BULGULAR

4.1. OLGULAR

Calismaya Nisan 2006-Haziran 2006 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Gebe Poliklinigine bagvuran
cesitli sebeplerden ikili ve iiclii tarama testine ve amniyosentez analizine gonderilen 40 gebe
kadin alindi. Bu calismaya katilan tiim gebe kadinlar rasgele secilmistir ve kan &rnekleri
alinmadan Once calisma hakkinda bilgilendirildiklerine ve c¢alismaya goniillii olarak
katildiklarina dair imzali onam alinmustir.

Gebe kadinlardan iki tanesinin (9 ve 19’ncu olgular) kan 6rnegi kan alma merkezinden
isimsiz gonderildigi icin ¢alismadan ¢ikarildi. Baz1 olgularin gebeliklerine iliskin bilgiler arsiv
dosyalarina ulagilamadigindan ya da arsiv dosyalarinda ilgili bilgiler bulunmadigindan elde
edilemezken bazi olgularin heniiz kontrol yontemleriyle cinsiyeti belirlenmemistir. Olgularin

gebelikleriyle ilgili bilgiler tablo 14’de verilmistir.
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Tablo 14: Calismaya katilan olgulara ait gebelik bilgileri.

Olgu No Gebelik Yas1 Onceki Gebelikten Cocuk Fetiisiin Cinsiyeti Cinsiyeti Belirleyen Yontem
1 24hafta 1995 kiz Erkek Ultrason
2 19hafta 2004 kiz Erkek Ultrason
3 17hafta 1994 erkek, 1999 kiz ? ?
4 % ? ? ?
5 21hafta+5giin ? ? ?
6 17hafta+2giin 1990 kiz, 1992 erkek Erkek amniyosentez
7 22 hafta Yok Erkek Ultrason
8 15hafta+4giin 1997 erkek Kiz amniyosentez
9 IPTAL
10 16hafta+2giin Yok ? ?
11 16hafta+1giin Yok Erkek Ultrason
12 ? ? ? ?
13 14hafta 2003 erkek, 2004 7’nci hafta kiirtaj ? ?
14 13hafta+4giin 1995 kiz, 1998 abortusus, 2000 kiz, 2004 kiz Erkek Ultrason
15 15hafta+5giin 2002 erkek Erkek amniyosentez
16 16hafta+1giin 2001 kiz Erkek Ultrason
17 12hafta+1giin 2000 kiz Erkek Ultrason
18 ? ? ? ?
19 IPTAL
20 16hafta+6giin ? Erkek amniyosentez
21 20hafta Yok Erkek Ultrason
22 ? ? ? ?
23 ? ? ? ?
24 ? ? ? ?
25 16hafta+4giin 1995 kiz, 1999 kiz ? ?
26 ? ? ? ?
27 11hafta+3giin Yok Erkek amniyosentez
28 24hafta Yok Erkek Ultrason
29 24hafta Yok Erkek Ultrason
30 16hafta+3giin 1999 kiz, 2002 erkek Kiz Ultrason
31 16hafta+6giin 1993 erkek, 2001 kiz ? ?
32 11hafta+4giin Yok Erkek amniyosentez
33 21hafta 95 kiz Erkek Ultrason
34 15hafta+3giin 91 erkek, 98 erkek Erkek amniyosentez
35 17hafta 2001 kiz Kiz amniyosentez
36 20hafta 2005 kiz Kiz ultrason
37 20hafta Yok Erkek ultrason
38 24hafta 1997 abortus, 1997 kiirtaj,1998 abortus, 2000 erkek Kiz Ultrason
39 12hafta+4giin 1996 kiz Erkek amniyosentez
40 18 hafta Yok Erkek Ultrason

*Heniiz gebelik bilgilerine ulagilamayan olgulara ait ilgili kutulara soru isareti koyulmustur.
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4.2. SERUM VE KAN ORNEKLERINDEN TiCARIi KiT iLE iZOLE
EDIiLEN DNA’NIN SPEKTROFOTOMETRIK ANALIZi

Serum ve kan orneklerinden NucleoSpin Blood L Genomik DNA Izolasyon kiti ile

elde edilen DNA ¢ozeltilerindeki DNA’nin miktar1 spektrofotometre ile analizi edildi. Serum

orneklerinden elde edilen ¢ozeltide ¢ok diisiik miktarda DNA olmasindan dolay: giivenilir ve

anlamlt sonu¢ saglanamadi. Bu yiizden saflik ve miktar tayinleri yapilamadi. Kan

orneklerinden gelen DNA c¢ozeltilerinin miktar ve safliklar optimum ¢ikti. Tiim 6rneklere ait

sonuclar Tablo 15, 16, 17°de verilmistir.

Tablo 15: Saglikli erkek serumlarindan izole edilen DNA’larin spektrofotometrik analiz

sonuglari:
Olgular Absze0 Absaso Ratio Konsantrasyon (ng/ul)
Ornek 1 0,003 0,006 0,500 0,150
Ornek 2 0,004 0,003 1,333 0,200
Ornek 3 0,001 0,400 0,250 0,500
Tablo 16: gebe olmayan kadin serumlarindan izole edilen DNA’larin
spektrofotometrik analiz sonuglari
Olgular Absaze0 Absaso Ratio Konsantrasyon (ng/ul)
Ornek 1 0,002 0,002 1,000 0,100
Ornek 2 0,003 0,005 0,600 0,150
Ornek 3 0,001 0,005 0,200 0,50

Tablo 17: Saglikl erkek, gebe olmayan saglikli kadin ve disi fare’nin kan 6rneklerinden izole

edilen DNA’larin spektrofotometrik analiz sonuglart.

Olgular Absaze0 Absas0 Ratio Konsantrasyon (ng/ul)
Erkek 1 0,70 0,40 1,750 35,0
Erkek 2 0,65 0,36 1,805 32,5
Kadin 1 0,71 0,38 1,868 35,5
Kadin 2 0,61 0,34 1,754 30,5
Disi fare 0,46 0,21 2,179 23,10
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4.3. TICARI KiT VE SERUM ISITMA YONTEMI iLE iZOLE EDIiLEN
DNA’LARIN AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Serum oOrneklerinden ticari kit ve serum 1sitma yontemi ile izole edilen DNA
cozeltilerindeki DNA’nin saflik ve miktar tayini icin bu Orneklerin agaroz jel elektroforezi
yapildi. Serum orneklerinden elde edilen ¢ozeltide ¢ok diisiik miktarda DNA olmasindan
dolay1 agaroz jelde bu Ornekler goriintillenemedi. Bu yiizden saflik ve miktar tayinleri

yapilamadi. Agaroz jel elektroforezine ait goriintii Resim 1’de verilmistir.

Resim 1

1 2345 6789 1011

Resim 1: 1, 2, 3, 4 ve 5’nci kuyulara ticari kit ile izole edilen DNA ornekleri, 6. kuyuya
100bp DNA ladder, 7, 8, 9, 10 ve 11°nci kuyulara serum 1sitma yontemi ile elde edilen
DNA’lar yiiklenmistir.

4.4. INSAN GAPDH Dizising OZGU KONVANSIYONEL PCR
RE"JAKSiYONU iLE SERUM ORNEKLERINDEN iZOLE EDILEN DNA
COZELTILERINDE DNA OLUP OLMADIGININ ARASTIRILMASI

Serum Orneklerinden ticari kit ve serum 1sitma yontemi ile izole edilen DNA
cozeltilerinde DNA olup olmadigimi anlamak icin otozomal bir lokus olan insan GAPDH

dizisi i¢in konvansiyonel PCR kuruldu. Tiim DNA ¢o6zeltilerinde DNA’nin varligi 97bp’lik
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amplifikasyon iriinii yardimiyla gosterilmistir. Amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel

elektroforezi goriintiisii Resim 2’de gosterilmistir.

Resim 2

Resim 2: Insan GAPDH dizisi igin amplifikasyon iiriinleri. 1 ve 2’nci bantlar ticari kit
izolasyonundan gelen 6rneklerin amplifikasyon iiriinleri, 3’ncii bant serum 1sitma yontemi ile
elde edilen DNA’nin amplifikasyon iiriinii, 4’ncii bant pozitif kontrol (25pg DNA), 5’nci bant
negatif kontrol (distile su), 6’nc1 bant 100bp DNA ladder.

4.5. DYS14 DIiZiSINE OZGU KONVANSiYONEL PCR
DUYARLILIGININ BELIRLENMESI

4.5.1 En az belirleyebildigi erkek DNA’s1 miktarinin ve kadin DNA’sinda
amplifikasyon yapip yapmadiginin ol¢iilmesi

Saglikli bir erkegin ve gebe olmayan bir kadin kanindan izole edilen DNA
cozeltilerindeki DNA miktart spektrofotometre ile hesaplandiktan sonra 25ng/ul -2,5pg/ul
arasindaki diliie DNA cozeltileri hazirlanarak her bir ¢ozeltiden alinan ayn1 miktardaki kaliba
(1ul) tamimlanan reaksiyon karisimlarinda ve termal profillerinde DYS14 i¢in PCR kuruldu.

Reaksiyon sonucunda DYS14 dizisine 6zgii primerlerin en az 2.5pg erkek DNA’sin1
belirleyebildigini, gebe olmayan kadin DNA’sinin kalip olarak kullanilmasi durumunda
250pg’a kadar primerlerin hedef dizisinden farkli bant verdigi, 250pg’dan daha az DNA’nin
kalip olarak kullanilmasi durumunda amplifikasyon vermedigi gozlendi. Amplifikasyon

iriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii Resim 3’de gosterilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011

Resim 3: DYS14 dizisi i¢in amplifikasyon iiriinleri. 1, 2, 3, 4, 5’nci bantlar sirasiyla 25ng,
2.5ng, 250pg, 25pg, 2.5pg erkek DNA’sinin kalip olarak kullanilmasi sonucu elde edilen
bantlar. 6, 7, 8, 9, 10°’ncu bantlar sirasiyla 25ng, 2.5ng, 250pg, 25pg, 2.5pg gebe olmayan
kadin DNA’sinin kalip olarak kullanilmasi sonucu elde edilen bantlar. 11. kuyu 100bp DNA
Ladder.

4.5.2. Erkek Serumundan izole Edilen DNA’min DYS14 ile Belirlenmesi

Saglikli bir erkegin 2ml serumundan NucleoSpin Blood L Genomik DNA Izolasyon
kiti ve 400ul serumundan serum 1sitma yontemi ile elde edilen stok DNA ¢ozeltilerinden
1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyonlarinda DNA c¢ozeltileri hazirlanarak her bir
cozeltiden alinan ayni miktardaki kaliba tanmimlanan reaksiyon karisimlarinda ve termal
profillerinde DYS14 icin PCR kuruldu. Negatif kontrol olarak gebe olmayan disi serumundan
izole DNA kullanildi. Tam reaksiyon hacminin 50ul ve 25ul oldugu iki farkli reaksiyonda
DYS14’e 6zgii primerlerin hedef bolgelerini ticari kit ve serum 1sitma yontemi ile izole edilen

erkek serum DNA’sinin hangi diliisyonuna kadar belirleyebildiklerine bakildi.

Hem NucleoSpin Blood L Genomik DNA izolasyon kiti hem de serum 1sitma yontemi
ile elde edilen DNA c¢ozeltilerinin kalip olarak kullamildigi DYS14 PCR duyarlilik
deneylerinde ayn1 sonuglar elde edilmistir. Tam hacmin 50ul oldugu reaksiyonlarda 1:1000

diliisyona kadar, Tam hacmin 25ul oldugu reaksiyonlarda 1:100 diliisyona kadar
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amplifikasyon gozlenmistir. Gebe olmayan kadin serumundan izole DNA’nin amplifikasyonu
ise gozlenmemistir. NucleoSpin Blood L Genomik DNA izolasyon kiti ile izole DNA nin
kullanildigi, tam hacmin 50ul ve 25ul oldugu reaksiyonlarin amplifikasyon iiriinlerinin agaroz
jel elektroforezi goriintiileri sirasiyla Resim 4 ve Resim 5°de gOsterilmistir. Serum 1sitma
yontemi ile elde edilen DNA’nin kullanildigi, tam hacmin 50ul ve 25ul oldugu reaksiyonlarin
amplifikasyon iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiileri ise sirasiyla Resim 6 ve Resim

7’de gosterilmistir.
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Resim 4 Resim 5

12 345 67 1 2 3456 7

Resim 4 ve 5: Kalip olarak NucleoSpin Blood L Genomik DNA izolasyon kiti ile elde edilen

amplifikasyon {iriinleri. 1’nci bant stok DNA ¢ozeltisinin kalip olarak kullanildigi, 2, 3, 4 ve 5’nci
bantlar sirasiyla 1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyondaki DNA c¢ozeltilerinin kalip olarak
kullanildig1, 6’nc1 bant negatif kontrol olarak gebe olmayan disi serumundan izole DNA’nin kalip

olarak kullanildig1 amplifikasyon iiriinlerini gostermektedir. 7’ nci bant 100bp DNA ladder.

Resim 6 Resim 7

1 2 34 56 7 1 2 3 4 5 6 7

Resim 6 ve 7: Kalip olarak serum 1sitma yontemi ile elde edilen DNA’nin kullanildigi
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iriinleri. 1’nci bant stok DNA ¢ozeltisinin kalip olarak kullamildigi, 2, 3, 4 ve 5’nci bantlar
sirastyla 1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyondaki DNA c¢ozeltilerinin kalip olarak
kullanildig1, 6’nc1 bant negatif kontrol olarak gebe olmayan disi serumundan izole DNA’nin
kalip olarak kullamldigi amplifikasyon iiriinlerini gostermektedir. 7’nci bant 100bp DNA
ladder.

4.6. SRY DiZiSINE OZGU KONVANSiYONEL PCR DUYARLILIGININ
BELIiRLENMESI

4.6.1. En az belirleyebildigi erkek DNA’s1 miktariin ol¢iilmesi

Saglikli bir erkegin kanindan izole edilen DNA cozeltisindeki DNA miktari
spektrofotometre ile hesaplandiktan sonra 10ng/ul -10pg/ul arasindaki dilile DNA c¢ozeltileri
hazirlanarak her bir ¢ozeltiden alinan aym1 miktardaki kaliba tanimlanan reaksiyon
karisimlarinda ve termal profillerinde SRY icin PCR kuruldu. Negatif kontrol olarak distile su
kullanildi.

Reaksiyon sonucunda SRY dizisine 6zgii primerlerin en az 10pg erkek DNA’sin1
belirleyebildigini gozlendi. Amplifikasyon diriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii

Resim 8’de gosterilmistir.

Resim 8

1 2 3 4 5 6

Resim 8: SRY dizisi i¢in amplifikasyon iiriinleri. 1, 2, 3, 4’ncii bantlar sirasiyla 10ng, 1ng,
100pg, 10pg erkek DNA’sinin kalip olarak kullanilmasi sonucu elde edilen bantlar, 5’inci
bant negatif kontrol (distile su), 6’nc1 bant 100bp DNA Ladder.
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4.6.2. Kadin DNA’sinda amplifikasyon yapip yapmadiginmin 6l¢iilmesi

Saghikli iki erkegin ve gebe olmayan iki kadin kanindan izole edilen DNA
cozeltilerindeki DNA miktar1 spektrofotometre ile hesaplandiktan sonra her bir olgudan 25ng
DNA kalip olarak kullanilmak iizere alind1 ve tanimlanan reaksiyon karisimlarinda ve termal

profillerinde SRY i¢in PCR kuruldu. Negatif kontrol olarak distile su kullanildi.

Reaksiyon sonucunda erkek olgulardan alinan DNA’nin kalip olarak kullanildigi
amplifikasyonda kurdugumuz reaksiyona 0zgii bantlar gozlenirken, gebe olmayan kadin
olgulardan alinan DNA’nin kalip olarak kullanildigi amplifikasyonda ozgiin bantlarla
uyusmayan farkli bir bolgenin amplifiye oldugunu gozlemledik. Amplifikasyon iiriinlerinin

agaroz jel elektroforezi goriintiisii Resim 9’de gosterilmistir.

Resim 9

Resim 9: SRY dizisi i¢in amplifikasyon tirtinleri. 1, 2’nci bantlar sirasiyla kadin olgularin
DNA’smin kalip olarak kullanildigi amplifikasyon iiriinlerini, 3 ve 4’iincii bantlar sirasiyla
erkek DNA’simin kalip olarak kullanilmasi sonucu elde edilen amplifikasyon iiriinlerini

gostermektedir, 5’inci bant negatif kontrol (distile su), 6’nc1 bant 100bp DNA Ladder.

4.6.3. Erkek Serumundan izole Edilen DNA’nin SRY ile Belirlenmesi

Saglikli bir erkegin 2ml serumundan NucleoSpin Blood L Genomik DNA Izolasyon

kiti ve 400ul serumundan serum 1sitma yontemi ile elde edilen stok DNA c¢ozeltilerinden
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1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyonlarinda DNA c¢ozeltileri hazirlanarak her bir
cozeltiden alinan ayni miktardaki kaliba tanimlanan reaksiyon karisimlarinda ve termal
profillerinde SRY dizisi i¢in PCR kuruldu. Negatif kontrol olarak gebe olmayan disi
serumundan izole DNA kullanildi. Tam reaksiyon hacminin 50ul ve 25ul oldugu iki farkh
reaksiyonda, SRY dizisine ozgii primerlerin hedef bolgelerini ticari kit ve serum 1sitma
yontemi ile izole edilen erkek serum DNA’sinin hangi diliisyonuna kadar belirleyebildiklerine

bakildi.

Hem NucleoSpin Blood L Genomik DNA Izolasyon kiti hem de serum 1sitma yontemi
ile elde edilen DNA ¢ozeltilerinin kalip olarak kullanildigi SRY PCR duyarlilik deneylerinde
ayn1 sonuglar elde edilmistir. Tam hacmin 50ul oldugu reaksiyonlarda 1:10 diliisyona kadar,
Tam hacmin 25l oldugu reaksiyonlarda da 1:10 diliisyona kadar amplifikasyon gézlenmistir.
Gebe olmayan kadin serumundan izole DNA’nin amplifikasyonu ise gozlenmemistir.
NucleoSpin Blood L Genomik DNA Izolasyon kiti ile izole DNAmn kullamldigi, tam
hacmin 50ul ve 25ul oldugu reaksiyonlarin amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi
goriintiileri sirasiyla Resim 10 ve Resim 11°de gosterilmistir. Serum 1sitma yontemi ile elde
edilen DNA’nin kullanildigi, tam hacmin 50ul ve 25ul oldugu reaksiyonlarin amplifikasyon
iriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiileri ise sirasiyla Resim 12 ve Resim

13°de gosterilmistir.

Resim 10 Resim 11

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Resim 10 ve 11: Kalip olarak NucleoSpin Blood L Genomik DNA Izolasyon kiti ile elde
edilen DNA’nin kullamldigi SRY dizisi i¢in sirasiyla tam hacmin 50ul ve 25ul oldugu

reaksiyonlarin amplifikasyon {iriinleri. 1°nci bant stok DNA c¢o6zeltisinin kalip olarak
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kullanildigy, 2, 3, 4 ve 5’nci bantlar sirasiyla 1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyondaki
DNA cozeltilerinin kalip olarak kullanildigi, 6’nc1 bant negatif kontrol olarak gebe olmayan
disi serumundan izole DNA’min kalip olarak kullanildigi amplifikasyon iiriinlerini

gostermektedir. 7’nci bant 100bp DNA ladder.

Resim 12 Resim 13

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Resim 12 ve 13: Kalip olarak serum 1sitma yontemi ile elde edilen DNA’nin kullanildigi SRY
dizisi i¢in sirastyla tam hacmin 50ul ve 25ul oldugu reaksiyonlarin amplifikasyon iiriinleri.
I’nci bant stok DNA ¢o6zeltisinin kalip olarak kullanildigi, 2, 3, 4 ve 5’nci bantlar sirasiyla
1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyondaki DNA cozeltilerinin kalip olarak kullanildigi,
6’nc1 bant negatif kontrol olarak gebe olmayan disi serumundan izole DNA’nin kalip olarak

kullanildigr amplifikasyon iiriinlerini gostermektedir. 7’ nci bant 100bp DNA ladder.

4.7. INSAN GAPDH DiZiSIiNE OZGU KONVANSiYONEL PCR
DUYARLILIGININ BELIRLENMESI

4.7.1. En az belirleyebildigi DNA miktarinin 6l¢iilmesi

Saglikli bir bireyin kanindan izole edilen DNA c¢ozeltisindeki DNA miktari
spektrofotometre ile hesaplandiktan sonra 25ng/ul -2.5pg/ul arasindaki diliie DNA c¢ozeltileri
hazirlanarak her bir ¢ozeltiden alinan aym miktardaki kaliba (1ul) tanimlanan reaksiyon
karisimlarinda ve termal profillerinde Insan GAPDH dizisi icin PCR kuruldu. Negatif kontrol
olarak distile su kullanildu.

Reaksiyon sonucunda Insan GAPDH dizisine 6zgii primerlerin en az 10pg DNA’y1
belirleyebildigini gozlendi. Amplifikasyon diriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii

Resim 14’de gosterilmistir.

61



Resim 14

Resim 14: Insan GAPDH dizisi icin amplifikasyon tiriinleri. 1, 2, 3, 4, 5, 6’nc1 bantlar
sirastyla 25ng, 2.5ng, 250pg, 25pg, 10pg ve 2.5pg DNA’nin kalip olarak kullanilmasi sonucu
elde edilen amplifikasyon iiriinleri, 7°nci bant negatif kontrol (distile su), 8’nci bant 100bp

DNA ladder.

4.7.2. Serumundan izole Edilen DNA’mmn insan GAPDH dizisine 6zgii PCR
ile Belirlenmesi

Saglikl1 bir bireyin 2ml serumundan NucleoSpin Blood L Genomik DNA izolasyon
kiti ile elde edilen stok DNA ¢o6zeltisinden 1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyonlarinda
DNA c¢ozeltileri hazirlanarak her bir ¢ozeltiden alinan ayni miktardaki (20ul) kaliba
kuruldu. Negatif kontrol olarak distile su kullanildi. Tam reaksiyon hacminin 50ul oldugu
reaksiyonda, Insan GAPDH dizisine 6zgii primerlerin hedef bolgelerini hangi diliisyona kadar
belirleyebildiklerine bakildi.

Reaksiyon sonucunda insan GAPDH dizisine 6zgii primerlerin 1:100 diliisyona kadar
serumdan izole DNA’y1 amplifiye ettigi goézlenmistir. Amplifikasyon iirtinlerinin agaroz jel

elektroforezi goriintiisii Resim 15°de gosterilmistir.
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Resim 15

Resim 15: insan GAPDH dizisi icin amplifikasyon iiriinleri. 1’nci bant 100bp DNA ladder,
2’nci bat stok DNA ¢ozeltisinin kalip olarak kullanildig, 3, 4, 5, 6’nc1 bantlar sirasiyla 1:10,
1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyondaki DNA cozeltilerinin kalip olarak kullanildigi

amplifikasyon iiriinleri, 7°nci bant negatif kontrol (distile su).

4.8. FARE GALT DiZiSiNE OZGU KONVANSIiYONEL PCR
DUYARLILIGININ BELIRLENMESI

4.8.1. Fare GALT Dizisine 6zgii PCR reaksiyonunun insan DNA’sinda
amplifikasyon yapip yapmadiginin kontrolii

Fare GALT dizisine 6zgii PCR reaksiyonunun insan DNA’sim1 amplifiye edip
etmedigini anlamak i¢in saglikli bir bireyin kan ve serum 6rneklerinden izole DNA’nin kalip
olarak kullanildigi PCR kuruldu. Amplifikasyon sonrasinda serumdan izole insan DNA’sinda
amplifikasyon gézlenmezken, 25ng insan DNA’smin kullanildig reaksiyonda 6zgiin banttan
farkli bir bolgede bir bant gozlendi, 25ng’dan daha az miktarda kalip kullanildiginda higbir
bant gozlenmemistir. Amplifikasyon {riinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii Resim

16’de gosterilmistir.
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olarak kullanildigi PCR iiriinleri. 2, 3 ve 4’ncii bantlar sirasiyla 25ng, 2,5ng ve 250pg insan

DNA’smmin kalip olarak kullamildign PCR fiiriinleri. 5, 6, 7’nci bantlar sirasiyla insan
serumundan izole DNA’nin stok, 1:10 ve 1:100 diliisyonunun kalip olarak kullanildigt PCR
tirlinleri. 8 nci bant negatif kontrol (distile su), 9’ncu bant 100bp DNA ladder.

4.8.2. DYS14 dizisine 6zgii Konvansiyonel PCR reaksiyonunun disi fare
DNA’sinda amplifikasyon yapip yapmadiginin kontrolii

DYS14 dizisine 6zgii PCR reaksiyonunun disi fare DNA’sinda amplifikasyon yapip
yapmadiginin anlamak i¢in 25ng fare DNA’sinin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonu
kuruldu. Amplifikasyon sonunda DYS14 dizisine 6zgii primerlerin farede 6zgiin bantlar
disinda bir bolgede zayif bir bant verdigi gozlendi. Amplifikasyon {iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii Resim 17°de gosterilmistir.

Kalip olarak daha az disi fare DNA’s1 kullanildiginda amplifikasyon gozlenmemistir.

Bu deneye iliskin jel goriintiisii gosterilmemistir.

64



Resim 17

Resim 17: DYS14 dizisi i¢in amplifikasyon {iiriinleri. 1’nci bant 25ng erkek DNA’sinin kalip

olarak kullamildigi amplifikasyon iiriinii. 2 ve 3’ncii bantlar 25ng disi fare DNA’sinin kalip

olarak kullanildig1 amplifikasyon iiriinleri. 4’ncii bant negatif kontrol (distile su), 5’nci bant

100bp DNA ladder.

4.8.3 DNA izolasyonuna baslamadan dnce serum drnegine ne kadar disi
fare DNA’s1 eklenmesi gerektiginin dl¢iilmesi

Ayni saglikli erkege ait 5 tane 2ml’lik serum Ornegine 3ng-200ng miktarlarinda disi

fare DNA’s1 eklendi. Kit ile DNA izolasyonu sonrasinda fare GALT dizisi i¢in tanimlanan

reaksiyon karigiminda ve termal profilinde PCR kuruldu. Reaksiyon sonucunda en az 100ng

fare DNA’simnin eklenmesi gerektigi gozlemlendi. Amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel

elektroforezi goriintiisii Resim 18’de gosterilmistir.

Resim 18

1 2 3 4 5 6 17
S -

g

Resim 18: Fare GALT dizisi icin amplifikasyon
giriinleri. 1, 2, 3, 4 ve 5’nci kuyular sirasiyla 3ng,
10ng, 50ng, 100ng ve 200ng disi fare DNA’sinin
eklendigi serum Orneklerinden izole DNA
soliisyonlarinin kalip olarak kullanilmasi sonucu
elde edilen bantlar. 6. kuyu negatif kontrol
(distile su). 7’nci kuyu 100bp DNA Ladder.
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4.9. KONVANSIiYONEL PCR iLE ANNE SERUMUNDAN FETAL
CIiNSIYETIN BELIiRLENMESIi

4.9.1 DYS14 Dizisine 6zgii konvansiyonel PCR ile Fetal Cinsiyetin
Belirlenmesi
Calismaya katilan toplam 40 gebe kadindan 38’inin serum 1sitma yontemi ile DNA

¢ozeltileri hazirlandi. Iki olgununun kan drnekleri kan alma merkezinden isimsiz gonderildigi
icin calismadan ¢ikarildi. DNA ¢ozeltileri hazirlanan tim olgulara tam reaksiyon hacminin
50ul oldugu ii¢ ayn DYS14 konvansiyonel PCR reaksiyonu kuruldu. Otuz sekiz olgunun
26’sinda erkek fetus bulunurken 12’sinde kiz fetus bulunmustur. Erkek fetus belirlenen 26
olgunun 17’sinde her ii¢ PCR reaksiyonunda da DYS14 amplifikasyonu icin pozitif sonug
elde edilirken 9 olgunun kurulan ii¢ ayr1 reaksiyonunun ikisinde pozitif sonuc elde edilmistir.
Kiz fetus belirlenen 12 olgunun her iic PCR reaksiyonunda da DYS14 amplifikasyonu i¢in
negatif sonu¢ elde edilirken bir olgunun kurulan ii¢ ayn reaksiyonun ikisinde negatif sonug
elde edilmistir. Kiz fetus belirlenen 12 olgunun DNA c¢ozeltilerinde DNA’nin varligi insan
GAPDH dizisine 6zgii PCR reaksiyonu kurularak gosterilmistir. Kurulan tiim insan GAPDH
PCR reaksiyonlar1 pozitif sonu¢ vermistir. Tiim olgulara ait sonuclar Tablo 18’de
gosterilmisgtir.

Ticari kit ve serum 1sitma yontemi ile elde edilen DNA ¢ozeltilerinin kalip olarak
kullanildigt DYS14 duyarlilik deneylerinde ayni sonuclar elde edildigi icin olgulardan DNA
elde edilmesi zaman ve maddi olarak daha tasarruflu olan serum 1sitma yontemi ile
yapilmistir.

DYS14 dizisine 6zgii PCR reaksiyonu ile kiz fetusa gebe oldugu belirlenen olgularin
DNA cozeltilerinde DNA’nin varligi fare GALT PCR reaksiyonu yerine insan GAPDH
dizisine 6zgii PCR reaksiyonu ile yapilmistir. Serum 1sitma yontemi ile DNA elde edilmeden
once seruma ne kadar disi fare serumu eklenmesi gerektigi hesaplanmadigi i¢in ve Costa ve
arkadaglarinin deneylerindeki gibi seruma eklenen disi fare DNA’s1 miktar1 250pg yerine
bizim deneylerimizde 100ng ciktigi i¢in i¢ kontrol olarak disi fare DNA’s1 eklemekten

vazgecilmistir. Onun yerine insan GAPDH dizisine 6zgii PCR reaksiyonu kullanilmistir.
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Tablo 18: Calismaya katilan gebe olgularin DYS14 dizisi i¢in konvansiyonel PCR sonuglari.
E: erkek, K: kiz.

Olgu no 1.pcr 2.pcr 3.per insanGAPDH Sonug
E
E
+ K
+ K
+ K
E
E
+ K
Calisilmadi
E
E
+ K
E
E
E
E
E
E
Cahsilmadi
E
E
+ K
+ K
E
E
E
+ K
E
E
E
E
E
+ K
E
+ K
+ K
E
E
E
+ K
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4.9.2 SRY Dizisine 6zgii konvansiyonel PCR ile Fetal Cinsiyetin
Belirlenmesi

DYS14 dizisine 6zgii PCR reaksiyonu ile erkek fetusa sahip oldugu belirlenen 20
olgunun serum 1sitma yontemi ile DNA ¢ozeltileri hazirlandi. Tiim olgulara tam reaksiyon
hacminin 50ul oldugu ii¢ ayr1 SRY konvansiyonel PCR reaksiyonu kuruldu. Kiz fetusa sahip
oldugu belirlenen olgularin DNA ¢ozeltilerinde DNA’nin varligi insan GAPDH dizisine 6zgii
PCR reaksiyonu ile belirlendi. Yirmi olgunun 10’unda erkek fetus bulunurken 10’unda kiz
fetus bulunmustur. Erkek fetus belirlenen 10 olgunun 3’iinde her iic PCR reaksiyonunda da
SRY amplifikasyonu i¢in pozitif sonu¢ elde edilirken 7 olgunun kurulan iic ayn
reaksiyonunun ikisinde pozitif sonuc elde edilmistir. Kiz fetus belirlenen 7 olgunun her ii¢
PCR reaksiyonunda da SRY amplifikasyonu i¢in negatif sonug¢ elde edilirken ii¢ olgunun
kurulan ii¢ ayn reaksiyonun ikisinde negatif sonu¢ elde edilmistir. Kiz fetus belirlenen 10
olgunun DNA c¢ozeltilerinde DNA’nin varligi insan GAPDH dizisine 6zgii PCR reaksiyonu
kurularak gosterilmistir. Kurulan tim insan GAPDH PCR reaksiyonlar1 pozitif sonug

vermistir. Tiim olgulara ait sonuclar Tablo 19°da gosterilmistir.

Ticari kit ve serum 1sitma yontemi ile elde edilen DNA ¢ozeltilerinin kalip olarak
kullanildigr SRY duyarlilik deneylerinde ayni sonuglar elde edildigi icin olgulardan DNA elde

edilmesi zaman ve maddi olarak daha tasarruflu olan serum 1sitma yontemi ile yapilmistir.
DYS14 ve SRY dizilerine 6zgii PCR duyarlilik deneylerinde DYS14 dizisine 6zgii

PCR reaksiyonunun daha duyarli oldugu bulundugu icin SRY ile cinsiyet belirleme de tiim

olgular yerine DYS14’iin erkek fetusu belirledigi 20 olgu SRY dizisi ile ¢calisilmistir.
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Tablo 19: DYS14 dizisine 6zgii PCR reaksiyonu sonucu erkek fetusa gebe oldugu belirlenen

olgularin SRY dizisi i¢in amplifikasyon sonuglari.

insanGAPDH | Sonug¢
1 K
E

E

E

1 K
E

+ K
E

E

+ K
1 K
+ K
E

E

+ K
E

+ K
E

1 K
+ K

4.10. DYS14 DIZiSINE OZGU GERCEK ZAMANLI PCR
DUYARLILIGININ BELIRLENMESI

Saglikli bir erkegin 2ml serumundan NucleoSpin Blood L Genomik DNA Izolasyon
kiti ile izole edilen stok DNA c¢ozeltisinden 1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyonlarinda
DNA c¢ozeltileri hazirlanarak her bir ¢ozeltiden alinan ayni miktardaki kaliba tanimlanan
reaksiyon karisimlarinda ve termal profillerinde DYS14 icin gergek zamanli PCR kuruldu.
Tam reaksiyon hacminin 20ul oldugu reaksiyonda DYS14’e oOzgii primerlerin hedef
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bolgelerini ticari kit ile izole edilen erkek serum DNA’simin hangi diliisyonuna kadar
belirleyebildiklerine bakildi. Ayrica saglikli gebe olmayan bir kadinin 2ml serumundan
NucleoSpin Blood L Genomik DNA Izolasyon kiti ile izole edilen stok DNA ¢ozeltisinden
alinan ayn1 miktardaki kaliba DYS14 dizisi i¢in gercek zamanli PCR kuruldu.

Erkek serumundan elde edilen DNA’min seri diliisyonlarina DYS14 i¢in kurulan
gercek zamanli PCR analizi sonucunda konvansiyonel PCR’da oldugu gibi duyarlilik 1:100
bulunmustur. Ayrica kurulan reaksiyonda kadin serumundan izole DNA’nin da
amplifikasyonu gerceklesmistir. Yapilan erime 1sist analizi (Tm analizi) sonucunda kadin
DNA’sindaki amplifikasyonun primerlerin 6zgiin hedeflerinden farkli bir bolgede
gerceklestigi  gozlenmistir.  Deneylere iliskin grafik goriintiileri resim 19 ve 20’de

gosterilmistir.

Amplification Curves
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Resim 19: DYS14 dizisinin ger¢cek zamanli PCR duyarlilik deneyi, amplifikasyon grafigi.
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Melting Peaks
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Resim 20: DYS14 dizisinin ger¢cek zamanli PCR duyarlilik deneyi, erime 1s1s1 (Tm) grafigi.

4.11. SRY DIZiSINE OZGU GERCEK ZAMANLI PCR
DUYARLILIGININ BELIRLENMESIi

Saglikl1 bir erkegin 2ml serumundan NucleoSpin Blood L Genomik DNA izolasyon
kiti ile izole edilen stok DNA c¢ozeltisinden 1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000 diliisyonlarinda
DNA c¢ozeltileri hazirlanarak her bir ¢ozeltiden alinan ayni miktardaki kaliba tanimlanan
reaksiyon karisimlarinda ve termal profillerinde SRY i¢in ger¢ek zamanli PCR kuruldu. Tam
reaksiyon hacminin 20ul oldugu reaksiyonda SRY’ye 0zgii primerlerin hedef bolgelerini
ticari kit ile izole edilen erkek serum DNA’sinin hangi diliisyonuna kadar belirleyebildiklerine
bakildi. Ayrica saglikli gebe olmayan bir kadinin 2ml serumundan NucleoSpin Blood L
Genomik DNA izolasyon Kkiti ile izole edilen stok DNA ¢ozeltisinden alinan ayn1 miktardaki
kaliba SRY dizisi i¢in ger¢cek zamanli PCR kuruldu.

Erkek serumundan elde edilen DNA’nin seri diliisyonlarina SRY icin kurulan gercek
zamanli PCR analizi sonucunda konvansiyonel PCR’da oldugu gibi duyarlihik 1:10
bulunmustur. Ayrica kurulan reaksiyonda kadin serumundan izole DNA’nin da
amplifikasyonu gerceklesmistir. Yapilan erime 1sis1 analizi (Tm analizi) sonucunda kadin
DNA’sindaki amplifikasyonun primerlerin 6zgiin hedeflerine benzer bir bolgede pik verdigi

gozlemlendi. Deneylere iligkin grafik goriintiileri resim 21 ve 22’de gosterilmistir.
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Amplification Curves
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Resim 21: SRY dizisinin ger¢ek zamanli PCR duyarlilik deneyi, amplifikasyon grafigi.
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Resim 22: SRY dizisinin gercek zamanli PCR duyarlilik deneyi, erime 1s1s1 (Tm) grafigi.

72



4.12. DYS14 DIZiSINE OZGU GERCEK ZAMANLI PCR ILE FETAL
CINSIYETIN BELIRLENMESI

Gebe kadin serumundan ticari kit ile izole edilen DNA c¢ozeltisi kalip olarak
kullanilarak DYS14 dizisine 6zgii gercek zamanli PCR kuruldu. Reaksiyonla es zamanh
pozitif kontrol olarak erkek serumundan izole DNA ¢ozeltisine ve negatif kontrol olarak PCR
grade dH,O’ya gercek zamanli PCR kuruldu. Amplifikasyon sonucu yapilan erime 1sis1
analizi ile gebe kadindan izole DNA’nin kalip olarak kullamldigi PCR’1n 6zgiin erime 1sis1
derecesinden farkli bir yerde pik verdigini gozlemledik. Kurulan PCR’lar agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendiginde gebe kadindan izole DNA’nin amplifikasyonun da c¢ok
sayida non-spesifik bantlarin oldugu gozlenmistir. Deneye iliskin erime 1sis1 grafigi resim
23’de gosterilmistir.

Non-spesifik bantlara baglh olarak erime 1sis1 derecesinin pozitif kontrolden farkli
bolgede pik vermesinden dolayr yeni optimizasyonun yapilmasit gerekmektedir. Deneyin
optimizasyonu yapildiktan sonra olgulardan DYS14 dizisi i¢in gercek zamanli PCR ile fetal

cinsiyet tayini yapilacaktir.

Melting Peaks
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Resim 23: DYS14 dizisinin gercek zamanli PCR reaksiyonu ile fetal cinsiyetin belirlenmesi

deneyi, erime 1s1s1 (Tm) analizi.
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4.13. SRY DIiZiSINE OZGU GERCEK ZAMANLI PCR iLE FETAL
CIiNSIYETIN BELiRLENMESIi

SRY dizisinin ger¢cek zamanli PCR duyarlilik deneyinde gebe olmayan kadin
serumundan izole edilen DNA’nin amplifikasyonunun erkek serumundan izole DNA
amplifikasyonu ile yakin degerlerde erime 1sist (Tm) derecesi verdigi i¢in grafige baglh
cinsiyet analizi yapilamamaktadir. Deneyin saglikli olabilmesi i¢in SRY dizisindeki amplifiye
olan bolgeye 0zgiin prob izayn etmek gerekmektedir. Bu sebeplerden otiirii SRY dizisinin

gercek zamanli amplifikasyonu ile anne serumundan fetal cinsiyet analizi yapilmamistir.

4.14 KLINIiK VERILERLE OLGULARIN PCR SONUCLARININ
KARSILASTIRILMASI

DYS14 dizisine 6zgii PCR ile fetiisiin cinsiyetini belirlemeye yonelik deneylerde
calismaya alinan toplam 40 olgudan 38’inin analizi yapilmistir. PCR analizi sonucu 38
olgundan 26’sinda DYS14 amplifikasyonu icin pozitif sonug elde edilirken 12’sinde negatif
sonu¢ elde edilmistir. Pozitif sonuglarin erkek fetiis icin marker oldugu kabul edilirken,
negatif sonuglarin disi fetiis i¢in marker olduklar kabul edilmistir.

Bulgularimizin fetiisiin cinsiyetini belirlemedeki dogrulugunu 6l¢mek i¢in calismaya
alinan olgularin amniyosentez ya da ultrason ile belirlenen cinsiyetleri ile karsilastinnlmistir.
Otuz sekiz olgunun 25’inin cinsiyetine iligkin bilgilere ulasilabilirken 13 olgunun bilgilerine
ulagilamamstir. Yirmi bes olgunun gebelik yas1 24 hafta ile 11 hafta + 3 giin arasinda dagilim
gostermekte olup ortalama 17.13 haftadir. Bu bulgular dogrultusunda toplam 25 olgunun
17°sinde erkek fetiisiin varlig1 ve 3’linde disi fetiisiin varlig1 dogru olarak gosterilmistir; elde
ettigimiz sonuglar testin %80 (20/25) dogrulukla fetiisiin cinsiyetini belirledigini gostermistir.
Kontrol yontemleriyle erkek oldugu belirlenen 20 olgunun 17°si PCR ile gosterilebilmistir ve
3 olguda amplifikasyon gozlenmemistir; testin duyarliligit %15 (3/20) yalanci negatif oranla
birlikte %85 (17/20) olarak belirlenmistir. Kontrol yontemleriyle kiz oldugu belirlenen 5
olgunun 3’ti PCR ile dogru olarak belirlenirken 2’si erkek olarak belirlenmistir; testin
ozgiilligi %40 (2/5) yalanci pozitif sonugla birlikte %60 (3/5) olarak belirlenmistir (Tablo 20
ve 21). Ancak kiz fetiise sahip olan bu iki olgunun daha 6nceden erkek ¢ocuk dykiileri oldugu
icin yalanci pozitif sonuglarin gergek yalanci pozitif sonug¢ olup olmadig1 gosterilememistir.
Ayrica fetiisiin cinsiyetinin dogru olarak belirlendigi en erken gebelik yast 11 hafta + 4 giin

olarak bulunmustur.
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Tablo 20: Calismaya dahil edilen olgularin klinik

sonuglarinin karsilastirilmasi

verileriyle DYS14 konvansiyonel PCR

Olgu no Gebelik Yas1 Onceki Gebelikten Cocuk Klinik Veriler PCR
Cinsiyeti Belirleyen Fetiisiin Cinsiyeti | Sonuclar:
Yontem
1 24hafta 1995 kiz Ultrason Erkek E
2 19hafta 2004 kiz Ultrason Erkek E
3 17hafta 1994 erkek, 1999 kiz ? ? K
4 ? ? ? ? K
5 21hafta+5giin ? ? ? K
6 17hafta+2giin 1990 kiz, 1992 erkek amniyosentez Erkek E
7 22 hafta Yok Ultrason Erkek E
8 15hafta+4giin 1997 erkek amniyosentez Kiz K
10 16hafta+2giin Yok ? ? E
11 16hafta+1giin Yok Ultrason Erkek E
12 ? ? ? ? K
13 14hafta 2003 erkek, 2004 7°nci hafta kiirtaj ? ? E
14 13hafta+4giin 1995 kiz, 1998 abortusus, 2000 kiz, Ultrason Erkek E
2004 kiz
15 15hafta+5giin 2002 erkek amniyosentez Erkek E
16 16hafta+1giin 2001 kiz Ultrason Erkek E
17 12hafta+1giin 2000 kiz Ultrason Erkek E
18 ? ? ? ? E
20 16hafta+6giin ? amniyosentez Erkek E
21 20hafta Yok Ultrason Erkek E
22 ? ? ? ? K
23 ? ? ? ? K
24 ? ? ? ? E
25 16hafta+4giin 1995 kiz, 1999 kiz ? ? E
26 ? ? ? ? E
27 11hafta+3giin Yok amniyosentez Erkek K
28 24hafta Yok Ultrason Erkek E
29 24hafta Yok Ultrason Erkek E
30 16hafta+3giin 1999 kiz, 2002 erkek Ultrason Kiz E
31 16hafta+6giin 1993 erkek, 2001 kiz ? ? E
32 11hafta+4giin Yok amniyosentez Erkek E
33 21hafta 95 kiz Ultrason Erkek K
34 15hafta+3giin 91 erkek, 98 erkek amniyosentez Erkek E
35 17hafta 2001 kiz amniyosentez Kiz K
36 20hafta 2005 kiz ultrason Kiz K
37 20hafta Yok ultrason Erkek E
38 24hafta 1997 abortus, 1997 kiirtaj,1998 abortus, Ultrason Kiz E
2000 erkek

39 12hafta+4giin 1996 kiz amniyosentez Erkek E
40 18 hafta Yok Ultrason Erkek
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Tablo 21: DYS14 PCR analizi ile fetal cinsiyeti belirleme istatistiksel oranlari

PCR Sonuglar %
Olgu (n) | Pozitif (n) Pozitif | Negatif | Negatif

(%) (n) (%)
Erkek 20 17 T 3 -
Kiz 3 > 20 3 -
Dogruluk 25 17 3 -
Duyarlilik 20 17 -
Ozgiilliik 5 5 -

Maternal serumdan elde edilen DNA’dan SRY dizisine 6zgii PCR ile fetiisiin
cinsiyetini belirlemeye yonelik deneylerde calismaya alinan toplam 40 olgudan 20’sinin
analizi yapilmistir. Yirmi olgunun 15’inin cinsiyetine iliskin bilgilere ulagilabilirken 5
olgunun bilgilerine ulagilamamistir. On bes olgunun gebelik yas1 24 hafta ile 11 hafta + 4 giin
arasinda dagilim gostermekte olup ortalama 17.86 haftadir. On bes olgunun PCR
amplifikasyon sonuglarna goére 7 olgunun pozitif sonu¢ 8 olgunun negatif sonu¢ verdigi
gozlenmistir. Kontrol yontemleriyle bu olgularin 14’iiniin erkek fetiise 1’inin disi fetiise gebe
oldugu bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar testin %53.3 (8/15) dogrulukla fetiisiin
cinsiyetini belirledigini gostermistir. Kontrol yontemleriyle erkek oldugu belirlenen 14
olgunun 7’si PCR ile gosterilebilmistir ve 7 olguda amplifikasyon gozlenmemistir. Testin
duyarliligt %50 (7/14) yalanci negatif oranla birlikte % 50 (7/14) olarak belirlenmistir.
Kontrol yontemleriyle kiz oldugu belirlenen 1 olgunun PCR ile amplifikasyonu

gozlenmemistir (Tablo 22 ve 23). Ayrica fetiisiin cinsiyetinin dogru olarak belirlendigi en

erken gebelik yas1 11 hafta + 4 giin olarak bulunmustur.
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Tablo 22: Calismaya dahil edilen olgularin klinik verileriyle SRY konvansiyonel PCR

sonuglarinin karsilastirilmasi

Olgu no Gebelik Yas1 Onceki Gebelikten Cocuk Klinik Veriler PCR Sonuclar:
Cinsiyeti Belirleyen Fetiisiin Cinsiyeti
Yontem

1 24hafta 1995 kiz Ultrason Erkek K
2 19hafta 2004 kiz Ultrason Erkek

3 17hafta 1994 erkek, 1999 kiz ? ?

4 ? ? ? ?

5 21hafta+5gtin ? ? ?

6 17hafta+2gitin 1990 kiz, 1992 erkek amniyosentez Erkek

7 22 hafta Yok Ultrason Erkek E
8 15hafta+4giin 1997 erkek amniyosentez Kiz

10 16hafta+2giin Yok ? ? E
11 16hafta+1giin Yok Ultrason Erkek E
12 ? ? ? ?

13 14hafta 2003 erkek, 2004 7’nci hafta kiirtaj ? ? K
14 13hafta+4giin 1995 kiz, 1998 abortusus, 2000 kiz, Ultrason Erkek E

2004 kiz

15 15hafta+5giin 2002 erkek amniyosentez Erkek K
16 16hafta+1giin 2001 kiz Ultrason Erkek E
17 12hafta+1giin 2000 kiz Ultrason Erkek E
18 ? ? ? ? K
20 16hafta+6giin i amniyosentez Erkek K
21 20hafta Yok Ultrason Erkek K
22 ? ? ? ?

23 ? ? ? ?

24 ? ? ? ? E
25 16hafta+4giin 1995 kiz, 1999 kiz ? ? E
26 ? ? ? ?

27 11hafta+3giin Yok amniyosentez Erkek

28 24hafta Yok Ultrason Erkek K
29 24hafta Yok Ultrason Erkek E
30 16hafta+3giin 1999 kiz, 2002 erkek Ultrason Kiz K
31 16hafta+6giin 1993 erkek, 2001 kiz ? ?
32 11hafta+4giin Yok amniyosentez Erkek E
33 21hafta 95 kiz Ultrason Erkek
34 15hafta+3giin 91 erkek, 98 erkek amniyosentez Erkek K
35 17hafta 2001 kiz amniyosentez Kiz
36 20hafta 2005 kiz ultrason Kiz
37 20hafta Yok ultrason Erkek K
38 24hafta 1997 abortus, 1997 kiirtaj,1998 Ultrason Kiz

abortus, 2000 erkek

39 12hafta+4gitin 1996 kiz amniyosentez Erkek
40 18 hafta Yok Ultrason Erkek
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Tablo 23: SRY PCR analizi ile fetal cinsiyeti belirleme istatistiksel oranlart.

PCR Sonuglar %
Olgu (n) | Pozitif (n) Pozitif | Negatif | Negatif
(%) (n) (%)
Erkek 14 7 ) - -
L : 0 0 I 100
Dogruluk 15 7 - -
Duyarlilik 14 7 -
Ozgiilliik 1 1 -
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S. TARTISMA

Bu proje kapsaminda gebe kadinlarin periferik kanindaki fetiise ait genetik materyalin
varliginin PCR analizi ile gosterilebilirligine bakilmistir. Bu yiizden gebe kadinlarin periferik
kanindan ayristirilan serum 6rneklerinden izole edilen total DNA i¢inde fetal DNA’nin varlig
Y kromozomu iizerinde bulunan DYS14 ve SRY dizilerini hedefleyen primerlerin

konvansiyonel ve gercek zamanli PCR analizi ile gosterilmesi amaglanmistir.

Serum orneklerinden elde edilen DNA’nin saflik ve miktarin1 belirlemeye yonelik
kullanilan yontemlerden geleneksel spektorofotometrik analizlerin ve agaroz jel
elektroforezinin kullanissiz olduklar1 bulunmustur. izole edilen DNA’nin varligini gostermek
icin otozomal bir lokus olan insan GAPDH genine 6zgii dizinin konvansiyonel PCR ile

amplifikasyonunun giivenilir bir analiz oldugu gosterilmistir.

Y kromozomu iizerinde bulunan DYS14 dizisi i¢in kurulan konvansiyonel PCR
reaksiyonunun duyarliligini belirlemeye yonelik deneylerde, en az 2.5pg erkek DNA’simi
belirleyebildigini, gebe olmayan kadin DNA’sinin kalip olarak kullanilmasi durumunda
250pg’a kadar primerlerin hedef dizisinden farkli bant verdigi, 250pg’dan daha az DNA’nin
kalip olarak kullanilmasi durumunda amplifikasyon vermedigini gozlemledik. Erkek
serumundan izole edilen DNA c¢ozeltilerinin kalip olarak kullanildigi deneylerde her iki
izolasyon tekniginin de duyarliligi ayn1 bulunurken reaksiyon hacminin iki katina ¢ikarilmasi
sonucunda duyarliligin arttigit bulunmustur. Bizim buldugumuz 1:1000 diliisyondaki
duyarlilik degeri onceki calismalarla uyumludur (82,84). Ayrica kadin serumundan izole

edilen DNA’nin kalip olarak kullanildigi deneylerde amplifikasyon gézlenmemistir.

Y kromozomu iizerinde bulunan SRY dizisi i¢in kurulan konvansiyonel PCR
reaksiyonunun duyarliligim belirlemeye yonelik deneylerde, en az 10pg erkek DNA’simi
belirleyebildigini, gebe olmayan kadin olgulardan alinan DNA’nin kalip olarak kullanildig:
amplifikasyonda 0Ozgiin bantlarla uyusmayan farkli bir bolgenin amplifiye oldugunu
gozlemledik. Erkek serumundan izole edilen DNA cozeltilerinin kalip olarak kullanildigi
deneylerde her iki izolasyon tekniginin de duyarliligi ayn1 bulunurken reaksiyon hacminin iki
katina c¢ikarilmast sonucunda duyarliligin degismedigi bulunmustur. Ayrica kadin

serumundan izole edilen DNA’min kalip olarak kullamildigi deneylerde amplifikasyon
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gozlenmemistir. Costa ve arkadaslarinin SRY dizisine 6zgii gercek zamanli PCR duyarlilik
deneyleri de 10pg erkek DNA’sina duyarli olup biz calismamizda ayni duyarliliga
konvansiyonel PCR ile ulasmis olduk (7). Bu bulgular DYS14 dizisine 6zgii konvansiyonel

PCR reaksiyonunun SRY’ninkinden daha duyarli oldugunu gostermektedir.

Insan GAPDH dizisine 6zgii primerlerin konvansiyonel PCR reaksiyonunda en az
10pg erkek DNA’sim1 belirleyebildigini, serumdan elde edilen DNA’min kalip olarak
kullanildig1 deneyde 1:100 diliisyona kadar amplifikasyon yaptigim gézlemledik. Bu bulgular
bize fetiisiin cinsiyetini belirlemeye yonelik PCR analizlerinde serumdan izole edilen
DNA’nin verimliligini gostermek icin Insan GAPDH dizisine 6zgii PCR analizinin kullamsh

bir yontem oldugunu gostermistir.

Fare GALT dizisine 6zgii konvansiyonel PCR reaksiyonunda serumdan izole insan
DNA’sinda amplifikasyon gozlenmezken, 25ng insan DNA’sinin kullanildigi reaksiyonda
Ozgiin banttan farkli bir bolgede bir bant gozlendi, 25ng’dan daha az miktarda kalip
kullanildiginda higbir bant gozlenmemistir. DYS14 dizisine 6zgii konvansiyonel PCR
reaksiyonunda 25ng disi fare DNA’sinin kalip olarak kullanilmasi durumunda DYS14
dizisine 6zgii primerlerin farede 6zgiin bantlar1 disinda bir bolgede zayif bir bant verdigi
gozlenmistir. Ayrica DNA izolasyonunun verimliligini fare GALT dizisine ozgii PCR
reaksiyonu ile gostermek icin DNA izolasyonuna baslamadan 6énce 2ml serum 6rnegine en az
100ng fare DNA’sinin eklenmesi gerektigi gozlemlendik. Bulgularimiz Costa ve
arkadaslarimin fare GALT dizisine 6zgii gercek zamanli PCR deneylerindeki duyarliliga
ulagsmamistir (7). Bu calismada 400ul seruma 250pg fare DNA’s1 eklenerek DNA
izolasyonunun verimliligini gosterilmektedir. Duyarlilikdaki farkin baslica kullanilan DNA
izolasyon kitine, gercek zamanli PCR’1n daha duyarli bir yontem olusuna ve hedef bolgeyi
belirlemek icin prob kullanmalarina bagli oldugunu diisiiniiyoruz. Elde ettigimiz bulgular
serumdan izole DNA’nin verimliligini gostermek icin Insan GAPDH dizisine 6zgii
konvansiyonel PCR analizinin fare GALT 1 konvansiyonel PCR analizine gore duyarhilik,

zaman ve maliyet bakimindan daha kullanigh oldugunu gostermektedir.

Maternal serumdan elde edilen DNA’dan DYS14 dizisine 6zgii PCR ile fetiisiin
cinsiyetini belirlemeye yonelik deneylerde ¢caligmaya alinan toplam 40 olgudan 38’inin analizi
yapilmustir. iki olgunun kan alma merkezinden oOrnekleri isimsiz geldigi icin analizleri

yapilmamistir. PCR analizi sonucu 38 olgundan 26’sinda DYS14 amplifikasyonu i¢in pozitif
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sonug elde edilirken 12’sinde negatif sonug elde edilmistir. Pozitif sonuglarin erkek fetiis i¢in
marker oldugu kabul edilirken, negatif sonuclarin disi fetiis icin marker olduklart kabul
edilmigtir. Negatif sonuclarda DNA izolasyonunun verimliligini gostermek i¢in insan
GAPDH dizisine 6zgii konvansiyonel PCR analizi yapilmistir ve 12 olgunun tiimii i¢in pozitif

sonug elde edilmistir.

Bulgularimizin fetiisiin cinsiyetini belirlemedeki dogrulugunu 6l¢mek i¢in calismaya
aliman olgularin amniyosentez ya da ultrason ile belirlenen cinsiyetleri ile karsilagtirilmistir.
Otuz sekiz olgunun 25’inin cinsiyetine iligkin bilgilere ulasilabilirken 13 olgunun bilgilerine
ulagilamamistir. Yirmi beg olgunun gebelik yas1 24 hafta ile 11 hafta + 3 giin arasinda dagilim
gostermekte olup ortalama 17.13 haftadir. Bu bulgular dogrultusunda toplam 25 olgunun
17°sinde erkek fetiisiin varlig1 ve 3’iinde disi fetiisiin varligi dogru olarak gosterilmistir; PCR
ile erkek olarak belirlenen 2 olgunun kontrol yontemleriyle disi fetiis oldugu, yine PCR ile
disi oldugu belirlenen 3 olgunun kontrol yontemleriyle erkek oldugu belirlenmistir. Elde
ettigimiz sonuglar testin %80 (20/25) dogrulukla fetiisiin cinsiyetini belirledigini gostermistir.
Kontrol yontemleriyle erkek oldugu belirlenen 20 olgunun 17°si PCR ile gosterilebilmistir ve
3 olguda amplifikasyon gozlenmemistir. Testin duyarliligt %15 (3/20) yalanci negatif oranla
birlikte %85 (17/20) olarak belirlenmistir. Kontrol yontemleriyle kiz oldugu belirlenen 5
olgunun 3’ii PCR ile dogru olarak belirlenirken 2’si erkek olarak belirlenmistir. Testin
ozgiinligi %40 (2/5) yalanci pozitif sonugla birlikte %60 (3/5) olarak belirlenmistir. Ancak
kiz fetiise sahip olan bu iki olgunun daha onceden erkek cocuk Oykiileri oldugu i¢in, yalanci
pozitif sonuglarin gercek yalanci pozitif sonu¢ olup olmadig1r gosterilememistir. Ayrica
fetiistin cinsiyetinin dogru olarak belirlendigi en erken gebelik yas1 11 hafta + 4 giin olarak

bulunmustur.

Maternal periferik kandan fetiisiin cinsiyetini belirlemeye calisan arastirmacilardan bir
kismi %100 duyarlilikta fetal cinsiyeti belirlerken bazilart uyguladiklart yonteme ve
kullandiklar1 ©Ornek tipine bagli olarak daha diisiik duyarhiliklarda fetal -cinsiyeti
belirlemiglerdir. Tablo 2’de arastirma gruplarinin elde ettikleri duyarhiliklar gosterilmistir.
Duyarlilign etkileyen baslica faktorlerin secgilen Ornek tipi (kan, plazma ya da serum),
kullanilan DNA izolasyon yontemi, uygulanan PCR yontemi tipi (konvansiyonel ya da gercek
zamanl1), amplifikasyonda kullanilan enzim tipi, secilen Y kromozumuna 6zgii primerler,
laboratuar kosullari, deneyimli personel ve gebelik haftasinin oldugu konusunda fikir birligi

vardir (13). Calismamiz da %100 duyarhiliga ulasamamizin nedenlerinin baglica se¢cmis
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oldugumuz DNA izolasyon yontemi ve amplifikasyon icin kullandigimiz enzim se¢imi
oldugunu diisiiniiyoruz. Serum 1sitma yontemi ile elde edilen DNA’nin kullanildigi daha
onceki ¢alismalar da %100 duyarlilifa ulagsmazken bizim sonuglarimizla benzer sonuglar elde
etmislerdir (33,84). Ayrica gercek zamanli PCR’1n kullanildig: yontemler de gozle goriiliir bir
iistiinlitk vardir (7,11,54,85). Ger¢gek zamanli PCR’m kullanildigi tiim calismalarda hedef
bolgelerin belirlenmesin de prob kullanilmasina bagl olarak duyarliligin artmis oldugunu

diisiiniiyoruz.

Calismamiz da ilging olarak kontrol yontemleriyle kiz fetiise gebe oldugu belirlenen
iki olguda DYS14 dizisine 6zgii konvansiyonel PCR analizi ile birinde kurulan ii¢ ayr1 PCR
reaksiyonunda da pozitif sonug elde edilirken digerinde ii¢ reaksiyonun ikisinde pozitif sonug
elde ettik. Reaksiyonlar sirasinda negatif kontrollerde amplifikasyon gézlenmemistir. Bu iki
olgunun oOnceki gebelik Oykiilerine bakildiginda bir olgunun 2002 yilinda erkek bir cocuk
digerinin de 2000 yilinda erkek bir cocuga sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica 2000 yilinda
erkek cocuga sahip olan annenin 1997 ve 1998 yillarinda diisiik yaptigi, yine 1997 yilinda
kiirtaj yaptirdig1 belirlenmestir. Literatiir 1518inda Onceki gebeliklere ait fetal hiicrelerin on
yillarca annenin viicudunda yasamina devam ettikleri ve bu kimerik durumun olusmasi i¢in
birkac aylik gebeligin yeterli oldugu bilinmektedir (41,42). Oysaki yapilan diger calismalar
fetal DNA’nin dogumdan kisa bir siire sonra annenin dolagimindan temizlendigini
gostermektedir (50). Elde ettigimiz pozitif sonuglar maternal sirkiilasyondaki ©nceki
gebeliklere ait fetal hiicrelerin DNA’larindan kaynaklanabilecegi gibi DNA izolasyonu
sirasinda olusabilecek capraz kontaminasyondan da olusabilecegini ongormekteyiz. Ancak
capraz kontaminasyonun olugmasi icin yiiksek miktarda DNA’nin bulas yapmasi
gerektiginden bu olasilik daha zayif kalmaktadir. Onceki gebeliklere ait fetal DNA’ya bagl
pozitif sonug¢ elde edilmis olabilecegi ihtimalinin planlanacak bir calisma ile gosterilmesi

gerekmektedir.

Maternal serumdan elde edilen DNA’dan SRY dizisine ozgii PCR ile fetiisiin
cinsiyetini belirlemeye yonelik deneylerde calismaya alinan toplam 40 olgudan 20’sinin
analizi yapilmistir. PCR duyarliliklar arasindaki farki gostermek icin DYS14 dizisine 6zgii
PCR amplifikasyonunda pozitif sonu¢ veren 20 olgu caligmaya dahil edilirken kontrol
yontemleriyle bu olgulardan sadece 15’inin bilgilerine ulagilmistir. On bes olgunun gebelik
yas1 24 hafta ile 11 hafta + 4 giin arasinda dagilim gostermekte olup ortalama 17.86 haftadir.

On bes olgunun PCR amplifikasyon sonuclarina gére 7 olgunun pozitif sonu¢ 8 olgunun
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negatif sonu¢ verdigi gozlenmistir. Kontrol yontemleriyle bu olgularin 14’iiniin erkek fetiise
I’inin disi fetiise gebe oldugu bulunmustur. Elde ettigimiz sonuclar testin %53.3 (8/15)
dogrulukla fetiisiin cinsiyetini belirledigini gostermistir. ~ Kontrol  yontemleriyle erkek
oldugu belirlenen 14 olgunun 7’si PCR ile gosterilebilmistir ve 7 olguda amplifikasyon
gozlenmemistir. Testin duyarliligt %50 (7/14) yalanc1 negatif oranla birlikte % 50 (7/14)
olarak belirlenmistir. Kontrol yontemleriyle kiz oldugu belirlenen 1 olgunun PCR ile
amplifikasyonu gozlenmemistir. Ayrica fetiisiin cinsiyetinin dogru olarak belirlendigi en

erken gebelik yas1 11 hafta + 4 giin olarak bulunmustur.

Costa ve arkadaslarn SRY dizisine 6zgii gercek zamanli PCR analizi ile maternal
serumdan fetal cinsiyeti %100 duyarlilikta belirlemislerdir (7,54). Bizim deneylerimizde
duyarliligin diisiik olmasinin baslica sebebinin konvansiyonel PCR yontemi oldugunu,
kullanilan DNA izolasyon kitinin de etkili oldugunu diisiiniiyoruz. Ayrica gergek zamanl
PCR analizinde prob kullanilmasinin arka plan amplifikasyon (non-spesifik bantlar) iiriinlerini
gostermediginden duyarliligi artirdigim diistiniiyoruz. Deneylerimiz SRY dizisini hedefleyen
primerlerin disi DNA’sinda da amplifikasyon yaptigin1 gosterdiginden tahminimizin hakl

olabilecegini gostermektedir.

DYS14 dizisi i¢in kurulan gercek zamanli PCR reaksiyonunun duyarliligini
belirlemeye yonelik deneylerde, erkek serumundan elde edilen DNA’nin seri diliisyonlarina
DYS14 i¢in kurulan ger¢ek zamanli PCR analizi sonucunda konvansiyonel PCR’da oldugu
gibi duyarlilik 1:100 bulunmustur. Ayrica kurulan reaksiyonda kadin serumundan izole
DNA’nin da amplifikasyonu gerceklesmistir. Yapilan erime 1sis1 analizi (Tm analizi)
sonucunda kadin DNA’sindaki amplifikasyonun primerlerin 6zgiin hedeflerinden farkli bir
bolgede gerceklestigi gbzlenmistir. Maternal serumdan elde edilen DNA’dan DYS14 dizisine
ozgii gercek zamanli PCR ile fetiisiin cinsiyetini belirlemeye yonelik deneylerde
amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisiinde non-spesifik bantlarin varlig
nedeniyle yontemin optimizasyonunun gerekliligi dogmustur. Bu yiizden olgularin cinsiyetini

belirlemeye yonelik deneyler optimizasyon agsamasindan sonraya birakilmistir.

SRY dizisi i¢in kurulan gercek zamanli PCR reaksiyonunun duyarliligini belirlemeye
yonelik deneylerde, erkek serumundan elde edilen DNA’nin seri diliisyonlarina SRY icin
kurulan gergek zamanli PCR analizi sonucunda konvansiyonel PCR’da oldugu gibi duyarlilik

1:10 bulunmusgtur. Ayrica kurulan reaksiyonda kadin serumundan izole DNA’nmin da
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amplifikasyonu gerceklesmistir. Yapilan erime 1sis1 analizi (Tm analizi) sonucunda kadin
DNA’sindaki amplifikasyonun primerlerin 6zgiin hedeflerine benzer bir bolgede pik verdigi
gozlemlendi. Yakin degerlerde erime 1sis1 (Tm) derecelerine bagli olarak grafige baglh
cinsiyet analizi yapilamayacagindan deneyin saglikli olabilmesi icin SRY dizisindeki
amplifiye olan bolgeye 6zgiin prob dizayn etmek gerekmektedir. Bu sebeplerden &tiirii SRY
dizisinin gercek zamanli amplifikasyonu ile anne serumundan fetal cinsiyet analizi

yapilmamuistir.

Simdiye kadar c¢alisilan tim olgulardan sadece 25’inin gebeligine iliskin bilgilere
ulagilmistir. Tiim sonuglar elde edilince istatistiksel tablonun degisecegini diistinmekteyiz.
Ayrica bazi bulgular ultrason ile elde edilmistir; bu yiizden dogum sonrasinda bu olgularin

cinsiyetlerine iliskin bilgiler alinip istatiksel tablo tekrar olusturulacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada DYS14 ve SRY dizilerine 6zgii primerler kullanilarak PCR analizi ile
maternal sirkiillasyondaki fetal DNA’nmin varligi arastirildi ve elde edilen veriler olgularin
amniyosentez ve ultrason bulgulariyla karsilastirlmistir. DYS14 dizisine 6zgii konvansiyonel
PCR analizi ile %80 dogrulukta fetal cinsiyet belirlenirken bu oran SRY i¢in %53.3
dogrulukta bulunmustur. Bulgularimiz literatiirle uyumlu olup duyarliligin daha da
yiikseltimesi i¢in ileri deneylerin planlanmas1 gerektigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica DYS14 PCR
analizinde kiz fetiise gebe 2 olguda pozitif sonug¢ elde edilmistir. Bu iki olgunun gebelik
Oykiilerine bakildiginda daha ©onceden erkek cocuga sahip olmalarindan dolayr pozitif
sonuglarin gergek pozif mi yoksa yalancit pozitif mi oldugunu gosterme gereksinimi
dogmustur. Bu yiizden erkek cocuk gebelik ykiisii olan kadinlardan alinan serum 6rnekleri
ile ileri bir arastirma yapilmasi gerekmektedir. DYS14 konvansiyonel PCR analizinin SRY
analizinden daha duyarli oldugunun calismamizda gosterilmistir. Literatiirde DYS14 dizisi
icin gercek zamanli PCR analizi yokken SRY dizisi i¢in uygulanan gercek zamanli PCR
analizi %100 duyarliliga ulagmistir. DYS14 icin dizayn edilecek problarla gercek zamanl
PCR analizinin, daha erken gebeliklerde %100 duyarliliga ulasacagim diisiinmekteyiz.

Elde edilen verilerin dogum sonrasi tiim gebeliklere ait cinsiyetler 6grenildikten sonra
degisecegini beklemekteyiz. Istatiksel analizlerin, bu veriler elde edildikten sonra

yapilmasinin, calisilan olgu sayist artacagindan daha saglikli olacagim diisiinmekteyiz.
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8. EKLER

8.1 BILGILENDIRiLMiS OLUR FORMU
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BILGILENDIiRIiLMiS OLUR FORMU
Calisma Bashgi: Maternal periferik kanda fetal genomik DNA’nin belirlenmesi
Hastane veya enstitii: Dokuz Eyliil Universitesi tip fakiiltesi Hastanesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dal1

Son zamanlarda anne serum ve plazmasinda fetusa ait DNA’nin bulundugunun ortaya
koyulmasiyla invasif prenatal (dogum Oncesi) tani yoOntemlerine basvurmadan anne kanindan
yaralanarak non-invasif olarak cesitli prenatal tan1 yontemlerinin gelistirilmesi calismalart baglamistir.
Yaygin olarak kullanilan invasif yontemler koryonik villus orneklemesi (CVS) ve amniyosentezdir.
Bu yontemlerin uygulama prosediirlerinin fetus ve anneyi etkileyen riskleri tasimasindan dolayi
serumdaki fetus DNA’sindan yaralanan yoOntemlerin invasif tani yontemlerinin risklerini ortadan
kaldiracagi gibi aym1 zamanda invasif yontemlerin uygulanacagi hamile kadinlarin duyduklar
endiseleri de ortadan kaldiracaktir.

Bu calismada anne kanindan izole edilen DNA’dan yaralanarak, fetusun erkek olmasi
durumunda, erkeklerde bulunan Y kromozomunun anne kaninda belirlenmesi amac¢lanmistir. Boylece
insanlarda cinsiyetin belirlenmesinde rol oynayan X kromozomuna bagl ailesel gecis gosteren
hastaliklarin prenatal tanist daha az risk icerecek sekilde yapilabilecektir.

Bu calismada size herhangi bir ilag verilmeyecek ve gormekte oldugunuz tedavi
degistirilmeyecektir. Sizden 10ml toplardamar kanmi alinip DNA izole edilecek ve fetiise ait Y
kromozomunda bulunan 6zel gen bazi genlerin varligina PCR yontemi ile bakilacaktir. Analiz sonrasi
gerekli veriler elde edildikten sonra sizden alinan kan imha edilecektir. Ayrica daha once gebelik
donemi gecirdiyseniz bununla ilgili kisa bilgi alinacaktir. Bu ¢alisma i¢in sizinle yalniz bir kez
gortisiilecektir.

Bu iglemin kan alinmasi disinda sizin tizerinizde hicbir etkisi olmayacaktir. Kan alinmasi
sirasinda en sik goriilen yan etkiler enjeksiyon yerinde agr1 ve morarmadir.

Bu calismaya katilacak 65 kisiden biri olacaksiniz. Bu kisilerin 60’1 gebeliginin 6-10.
haftasinda olan ve c¢esitli sebeplerden dolayr amniyosenteze gonderilecek olan bayanlardan
olusmaktadir. Geriye kalan 5’1 kontrol amacli erkeklerden olusacaktir.

Bu calismaya goniilli olarak katilmaktasiniz. Calismaya katilmamakta veya calismadan
herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz. Bu calismaya katilmamaniz veya basladiktan sonra
herhangi bir noktada ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakiminiz1 etkilemeyecektir.

Bu calismaya katildiginiz i¢in size herhangi bir iicret 6denmeyecek ve sizden higbir iicret talep
edilmeyecektir.

Bu calismada yer aldigimiz siire i¢indeki kayitlarin yani sira iliskili saghk kayitlariniz her
zaman kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz calismay: yiiriiten_arastiricilara,
kurumun etik komitesine ve Saglik Bakanligi’na acgik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel
bilgileriniz (6rnegin yas...) yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri
yayinlanabilir, ancak herhangi yayinda isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size
ulasilmayacaktir.

Yukarida goniillitye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri iceren metni okudum (veya
bu metin bana okundu). Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul
ediyorum. Ve bu formun bir kopyasini aldim.

Tarih:
Goniilliiniin
Adi Soyadi: Imza:
Adres:
Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin
Ad1 Soyadi Imza:
Adres
Aciklamalar1 yapan arastirmacinin
Adi Soyadi: Imza:
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