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1. GIRiS

Andploidi en sik gobzlenen ve klinik agidan en 6nemli kromozom
bozuklugu tarudur. Klinik olarak teshis edilen tim gebeliklerin en az %3-
4’unde bulunur. Anoploid hastaliklarin tmuinde ya trizomi veya daha nadiren
monozomi vardir. Trizomi genomun her bir par¢asinda olabilir ancak bir
kromozomun tumudnin trizomisi yasamla nadiren bagdasir. Canli dogan
bebeklerde en sik gorilen trizomi tipi trizomi 21°dir (Nussbaum et al, 2005).

Biyokimyasal testler ve ultrason fetal kromozomal anomalilerin
taranmasi igin standart iglemler olmustur (Pertl et al, 1999; Norton et al,
1994; Miny et al, 2003, Holzgreve et al, 2003). Riski belirlemek igin anne
yaslyla beraber degerlendirilirler. Her iki yaklasim, test edilen annelere
fetuslarinin major bir kromozomal bozuklugu olup olmayacagi ve taniyi
dogrulamak icin invaziv bir isleme ihtiya¢ duyulup duyulmadigi hakkinda bilgi
verir (Pertl et al, 1999).

Gunumuzde kromozomal anomalilerin dogum ©ncesi tanisinda, bu
anomaliler i¢in yuksek riskli oldugu dusunilen gebelere, gebelik yasina
uygun olarak amniyosentez veya koryon villis orneklemesi gibi invaziv
islemler uygulanir. Ancak bunlar invaziv bir iglem oldugu igin gebelerin
yaklasik %1’inde dusiige sebep olabilir. Orneklemeyi takiben tam bir karyotip
elde edilir. Fetal kromozom anomalilerinin tek kesin tani yontemi
karyotiplemedir. Bir prenatal karyotip analizinin ortalama rapor edilme suresi
yaklasik 14 gundir (Elles et al, 2004; Zimmermann et al, 2004). Fetal
orneklerin toplanmasi ve fetal karyotipin sitogenetik analizinin tamamlanmasi
arasindaki bu sure ebeveynler icin endiseli gegen bir suregtir.

1990’larin basinda FISH (“Fluorescence In situ Hybridization”) ve
ginimuzde QF-PCR (“Quantitative Fluorescence Polimerase Chain

Reaction”); fetal hidcre kalttrline ihtiyaci ortadan kaldirmak ve bdylece



secilmis bazi kromozom anomalilerinin hizli tanisina olanak saglamak igin
prenatal tani alanina girmistir (Elles et al, 2004; Klinger et al, 1992; Von
Eggeling et al, 1993; Divane et al, 1994; Pertl et al, 1994, Pertl et al, 1999;
Eiben et al, 1998; Yang et al, 2005).

FISH ydnteminde &6zgul DNA problari kullanilir. Bu problar ya direk
floresan 1sik yayan kimyasal olarak modifiye nukleotidlerle isaretlidir ya da
floresan olarak igaretli bir haberci molekil baglandiginda tespit edilebilirler
(Kuo et al, 1991; Whiteman et al, 1991; Divane et al, 1994; Roberts et al,
1999). interfaz FISH analizleri, 6érnek alimini takiben 48 saat icinde belli
kromozom andploidileri konusunda bilgi verebildiginden fetal karyotiplemeye
paralel yardimci bir test olarak kullanim alani bulmustur (Dudarewicz et al,
2005; Leung et al, 2001; Tepperberg et al, 2001). interfaz FISH, pek gok
genetik laboratuarinda tercih edilen bir metot olmasina ragmen, yuksek islem
hacminde bir tani servisi icin QF-PCR’a dayali bir yaklagim daha uygundur.

QF-PCR; Dbireyler arasinda uzunluklari polimorfizm gOsteren
kromozoma 6zgul DNA sekanslarinin amplifikasyonuna dayanan molekuler
bir yontemdir. Floresan primerler yoluyla, ¢ogaltilan kisimlar gértntulenebilir
ve otomatik DNA tarayicida pik alanlari olarak olgulebilir (Adinolfi et al, 1997).
QF-PCR ile analiz suresi 24 saate indiriimektedir ki bu hem ebeveynleri
rahatlatmakta, hem de ileri donem gebeliklerde gebeligin sonlandiriimasi
kararinin daha rahat alinmasini saglamaktadir. Kiltire edilmemis amniyon
hicrelerinde uygulanarak kultur basarisizliklarini elimine etmesi, aileye
sonug¢ verememe riskini ortadan kaldirmaktadir.

FISH ve QF-PCR analiz edilen kromozomlara ait anéploidi olup
olmadidi konusunda hizli (24—48 saat icinde) tani saglar. Her iki teknik de
tim kromozomlari teghis etmek igin uygulanabilmekle beraber, yalnizca
cinsiyet kromozomlari ile 13, 18 ve 21. kromozomlar rutin olarak analiz edilir.
Bu teknikler triploidileri de gosterebilir.

QF-PCR’in, FISH’e kiyasla bazi avantajlari vardir (Cirigliano et al, 2001;
Hulte'n et al, 2003). QF-PCR daha az hlcrede uygulanabilir ve analiz
kolayca otomatize edilebildiginden, ayni anda c¢ok Ornek calisilabilir
(Grimshaw et al, 2003; Ogilvie et al, 2003; Leung et al, 2004). FISH’in



aciklayamadigi maternal kontaminasyonu tanimlamasi ve guvenilir, duyarli
bir test olmasi sebebiyle ailelere daha kesin sonu¢ vermeyi saglamaktadir.
Bilgisayar programlari ile elde edilen sonuglar nesnel olarak
yorumlanabilmektedir. Maliyetinin disik olmasi Ulkemiz sosyo-ekonomik
kosullarina uyumu kolaylastirmaktadir. Boylece QF-PCR ile prenatal tanida
karsilasilan problemler en aza indirgenecek, fetal andploidilerin etkili klinik
kontroli igin bu tur anomalilerin erken tanimlanmasi saglanacaktir.
Kromozoma 06zgul daha fazla sayida STR (“Small Tandem Repeats”)
belirleyici kullaniimasiyla QF-PCR ydnteminin hem duyarlihdr artacak, hem
de daha yaygin bir kullanim alani bulacaktir (Mansfield et al, 1993; Pertl et al,
1999a; Levett et al, 2001).

Bu calismada, trizomi 21’i saptamada QF-PCR metodunun etkinligini
deneysel olarak gostermeyi amacladik. 14-22. gebelik haftalarinda elde
edilen ortalama amniyosit sayisi birime gelen olgularda prospektif olarak
bakildi. Ayrica, QF-PCR'’In en az ka¢ hucrede trizomi 21'i guvenilir bicimde
saptayabildigi test edildi. Her iki degerin elde edilmesinden sonra QF-PCR’la
trizomi saptama yaklasiminin, glvenilir ve optimal olarak hangi gebelik
haftasinda ne kadar hacimde amniyon sivisindan vyapilabilecegine dair
verilere dayali bir gcikarim elde edildi. Bu sayede daha erken dogum oncesi

tani olanaklari test edilmis oldu.
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2. GENEL BILGILER:

2.1 Prenatal Tani

Kromozomal anomaliler, tUm canli dogumlarin yaklasik %0,5’inde
gorulur (Beers et al, 1999; Zimmermann et al, 2004). Klinik agidan énemli
kromozom bozukluklarinin simdiye kadar en sik gorulen tipi andploididir
(Nussbaum et al, 2005). Yeni doganlarda otozomal andploidi insidansi %0,2
olup, pek ¢ok otozomal anodploidi hayatla bagdasmadigi igin spontan
abortuslarda daha yUksek insidansa sahiptir ($ekil-1). Otozomal
anoploidilerin blyuk ¢ogunlugu trizomilerdir (Gersen et al, 2005). Trizomi 13,
18 ve 21 olarak adlandirilan, doguma kadar yasayan otozomal anoploid
gebelikler, ciddi fenotipli kromozom anomalilerinin %89’unu olusturur (Elles et
al, 2004; Lewin et al, 2000).

Tablo 1: Kromozom bozukluklarinin gériime sikhgi

ik Trimester 35 Yas Ustii Canli

AETHED LETRELE Dusukleri  Annelerin Fetuslari  Dogumlar

Toplam gorulme sikligi - %2 %0,5
Sayisal anormallikler %96 %85 %60
Yapisal anormallikler %4 %15 %40

Dengeli - %10 %30
Dengesiz %4 %5 %10

(Nussbaum et al, 2005°'den alinmigtir)

Trizomi 21 insanlarda tanimlanan ilk kromozomal anomalidir. Fenotip
1866’da John Langdon Down tarafindan tanimlanmis ve bugiine dek Down
Sendromu olarak adlandiriimigtir. Mental retardasyonun bilinen en sik

sebebidir. Down sendromu en yaygin otozomal andploidi olarak bilinir. Anne
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yasina bagli olarak degismekle beraber, yaklasik 700-800 yeni dogandan
birinde goérullur (Gersen et al, 2005; Beers et al, 1999; Nussbaum et al, 2005;
Valero et al, 1999; Nielsen et al, 1982). Down sendromlu pek ¢ok fetus
tarama sirasinda ya da sonrasinda kendiliginden dustigu igin, tarama
sirasindaki risk dogum sirasindaki riskten daha yuksektir. Hatta kendiliginden
dusuklerde gorulen otozomal trizomiler arasinda, trizomi 21’in Gguncu sirada

yer aldigi gorulmektedir (Sekil-1).

a0l

51
&\ci 20
c
© 15
(@] 9,410,2

10 7,7

4,9 o a 4646 51
4-3,92,7 i 27
5 2,5 ’
0 0.6 220,205 203 1 0,6 " 0,2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
B Trizomik Kromozomlar

Sekil 1: Spontan abortuslarda otozomal trizomi oranlari (Passarge E’dan alinmistir).

Trizomi 21 tim Down sendromu vakalarinin yaklagsik %95’'inden
sorumludur. Kalan %5’ini mozaiklik ve robertson tipi translokasyonlar
olusturur (Gersen et al, 2005; Beers et al, 1999).

Yenidoganda Down sendromu tanisi koyabilmek icin, asagida gortlme
sikliklariyla beraber verilen on kriterden en az dordunun gorulmesi gerekir
(Hall B, 1966, Jones KL, 2006):

%80 Hipotoni %80 Oblik palpebral fissur
%85 Zayif Moro refleksi %60 Kulak anomalileri
%80 Eklemlerde hiperfleksibilite %70 Pelvis displazisi

%80 Ense kalinliginda artis %60 Klinodaktili

%90 Basik yuz %45 Simian gizgisi

12



Daha sonraki yaslarda gelisme geriligi ve 6grenme guclugu giderek
belirginlesir. Mental gerilik genelde ¢ok agir oimadigindan Down Sendromlu
hastalar egitimden yarar gorurler. Bu gocuklarin buyumeleri yavas ve kemik
yaslari geridir. Eriskin boyu normale oranla biraz kisadir. Ergenlik genellikle
gecikir. Erkekler genelde infertildir, kizlar fertil olabilir. ileri yaslarda en énemli
sorunlar erken gelisen katarakt ve Alzheimer hastaligidir. Down sendromiu
cocuklarin yaklagik %50’sinde yineleyen enfeksiyonlar nedeniyle igitme kaybi
goralur. Ayrica gozdeki kirma kusurlari gorme yeteneklerini azaltabilir.
Hastalarin yaklasik yarisinda dogumsal kalp defektleri (artiyoventrikller
kanal, ventrikller ve atriyal septal defektler veya duktus arteriyozus agikhgi)
vardir. Kalp hastaliklari ve akut I6semiye yatkinliklari sebebiyle yasam
beklentisi azalmistir. Agir bir kalp anomalisi olmayanlar ileri yaslara kadar
yasayabilir, ancak yaslanma surecinin hizlandigi gérilmektedir (Beers et al,
1999). Daha az oranda duodenal veya anal atrezi tipinde gastrointestinal
anomaliler de gorulebilir. Bebeklik yaslarinda kalp anomalisi diginda en
onemli 6lum nedeni enfeksiyonlardir. Down sendromlu ¢ocuklar yeni dogan
déneminde kalp anomalileri ve hipotiroidi  yonlinden  mutlaka
incelenmelidirler.

Tani genellikle dogumdan Once prenatal tani testleriyle kesinlik kazanir.
Steele ve Berg 1966'da amniyon hucrelerini tretmeyi basardiktan 3 yil sonra
Valenti ve ark. (1969) Down sendromunun prenatal tanisini ilk kez rapor
etmislerdir. 1980’lerin basinda CVS (“Chorionic Villus Sampling")’'in gelismesi
ilk trimesterde tani olanagi saglamistir (Brambati et al, 1983; 1998, Spencer
et al, 1988; Lippman et al, 1992). Amniyosentez ve CVS drneklerinin prenatal
tanisi icin en yaygin endikasyon hala artmis fetal trizomi 21 riskidir (Hu et al,
2004). Trizomi 21 ve daha az olgtude diger kromozomal anomalilerin ilk ve
ikinci  trimesterdeki biyokimyasal ve ultrasonografik Dbelirleyicilerinin
tanimlanmasi, tek bagina anne yasina bagh riske kiyasla daha iyi bir risk
Oongorlusune olanak saglamistir (Abramsky et al, 1997, Christian et al, 2000;
Donague et al, 2003; Brun et al, 2004). Ancak, en iyi tarama stratejisiyle bile,
beklenen yanlis pozitiflik orani %5’tir (Cuckle et al, 2000; Petticrew et al,
2000; Wenstrom et al, 2003; Marteau et al, 2002). Orneklemeden dolayi
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saglikh fetusun abortus riskinde anlamli derecede artisin oldugu kadinlarda
invaziv prenatal tani énem arzeder. Bu vakalarda fetal hicreler (koryonik
villus hucreleri, amniyon sivi hucreleri ya da umblikal kord kani lenfositleri)
kiltdre edilir ve tam karyotip analizi yapilir (Kuppermann et al, 2000; Nicolini
et al, 2004).

Hem prenatal tarama hem de prenatal tani, Down sendromunu en
yuksek derecede duyarlilik ve dogrulukla teshis etmeye yoOneliktir.
1970’lerden beri sitogenetik analiz ikinci trimesterde yapilan amniyosentezle

prenatal tani i¢in yaygin olarak uygulanan yontemdir (Hu et al, 2004).
2.2 Prenatal Tarama Testleri

2.2.1 Maternal Yasin Degerlendirilmesi:

Hesaplanmis risk, maternal yasa gore istatistiksel olarak daha 6once
hesaplanmig olan riski modifiye etmek igin kullanilir. Anne yasi arttikga Down
sendromlu gebelik riski artar (Sneijders et al, 1998). (Sekil-2).

1/10 P

9/100 ~

2/25

7/100 ~

3/50

1/20

1/25

3/100 ~

1/50

1/100 -

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

® Down sendromu riski Kromozom anomali riski

Sekil 2: Dogumda anne yasina 6zgl trizomi 21 ve kromozom anomali riskleri (Beers et al,
1999°dan alinmigtir).

Dusuk riske karsilik yuksek riskin cut-off degeri genetikgiler tarafindan
1/250 olarak belirlenmigtir. Cut-off degerinin 1/250 secilmesinin sebebi

amniyosentezden kaynaklanan disuk yapma riskidir; séyle ki risk 1/250 ya
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da daha fazla ise, Down sendromlu bir bebede sahip olma riski,
amniyosentez sebebiyle abortus riskinden daha fazladir. Risk 1/250'den az
ise amniyosenteze bagh abortus riski Down sendromlu bebeginin olma
riskinden daha fazladir. Cut-off degeri farkli makalelerde 1/270 — 1/200
arasinda degismekle beraber en yaygin kullanilan oran 1/250’dir (Wald et al,
1999).

Ornegin: Down sendromuyla iliskili olmayan bir gebe igin tipik diizende
gelen test sonuglarini varsayalim (tum bilesenler igin 1,0 MoM olacaktir). Bu
sonug, kadinin Down sendromlu ¢ocuk yapma riskini 4 kat (bu sayi klinik
calismalara dayanir ve standarttir) azaltacaktir. Kadin 25 yasindaysa, riski
1/1100’den 1/4400’e duger. Kadin 35 yasindaysa, riski 1/250’den 1/1000’e
duser. 45 yasindaysa, bu onun riskini 1/20'’den 1/80’e dusurur. Boylece
serum tarama testi 36 yasindaki kadinin yuksek riskini duslk riske ¢evirirken,
25 yasindaki kadinin riskini cut-off degerinin altinda, 45 yasindakinin riskini
cut-off degderinin ustinde devam ettirir (http://www.ds-
health.com/prenatal.htm).

Simdi Down sendromlu bir gocuga gebelikle ilgili duzeyde gelen test
sonuglari ornegini ele alahm. Bu, riski 4 kat artirir. Boylece 25 yasindaki
kadinin riski 1/1100’den 1/275’e ¢ikar, ki bu hala sinirin altinda bir risktir.
Ayni durumda 36 yasindaki kadinin riski 1/250'den 1/62’ye ¢ikar ki her ikisi
de yuUksek risktir. 45 yasindaki bir kadinin riski 1/20’den 1/5’e ¢ikar ki yine
yuksek riskte kalmis olur (http.//www.ds-health.com/prenatal.htm).

Buradan anlasilacagi gibi, serum tarama testlerinin sonuglari
yorumlanirken en énemli nokta anne yasidir. Ancak serum tarama testlerinin
%5-8 yanlis pozitif, %35-40 yanlis negatiflik oranina sahip oldugu ve bu
yuzden Down sendromlu tim fetuslarin yalnizca %60-65’ini tespit edebildigi
unutulmamahdir (Marteau et al, 2001; Petrou et al, 2004).

Gunumuzde tarama, gebeligin 15-20. haftalari arasinda yapilir. Fakat
en dogru saptama araligi 16—-18. haftalar arasindadir. Ayrica, ilk U¢ ayda
taramayl mumkun kilabilecek serum belirleyicilerinin (hatta anne idrarindan
bile) bazi kombinasyonlarini bulmak i¢in arastirmalar devam etmektedir. Bu

yeni belirleyiciler serum PAPP-A (“pregnancy-associated plasma protein A”),
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serum inhibin A ve hCG (“human Chorionic Gonadotropin”)in idrar

metabolitlerini igcerebilir (Powell et al, 1995).

2.2.2 Maternal Serum Tarama Testleri:

Down sendromu icin maternal serum taramasi ikinci trimesterde rutin
olarak onerilir. Dogumda 35 yasin altinda olan ve son adet tarihine goére 15—
18. gebelik haftasinda olan tim kadinlara “lglu test” olarak bilinen bu tarama

Onerilebilir (Beers et al, 1999).

Ucll test anne kaninda Alfa-fetoprotein (AFP), serbest striol (UE3) ve
insan koryonik gonadotropin (hCG) dl¢gimlerine dayanarak yapilan bir risk
belirleme yontemidir. Bu Ug¢u bagimsiz olgumlerdir ve anne yasiyla beraber
ele alindig1 zaman (yukarida tartisiimigtir) Down sendromlu bir bebege sahip

olma riski hesaplanabilir (Periodic Health Examination, 1996).

s Alpha-fetoprotein temel olarak fetal karacigerde ve yolk kesesinde
uretilen, fetal dolasima salinan ve fetal bébrekler tarafindan idrarla amniyotik
siviya atilan bir glikoproteindir. Bir miktari annenin dolasimina gecer. Boylece
hem anne serumunda (MSAFP), hem de amniyotik sivida (AFAFP) dluzeyi
Olculebilir. Her iki 6lgim de prenatal tanida deg@erlidir. Down sendromunda
anne kaninda AFP azalmistir, bu olasilikla yolk kesesinin ve fetusun
normalden daha kiguk olmalarindan kaynaklanmaktadir (ACOG Practice
Bulletin, 2001; Copel et al, 1999).

s  Estriol fetal karaciger ve adrenal bezin Urettigi bilesenleri kullanarak
plasenta tarafindan yapilan bir hormondur. Estriol Down sendromlu gebede

azalmistir. Bu test laboratuara baghdir, tum taramalarda olmayabilir.

s Human chorionic gonadotropin plasenta tarafindan dretilen bir
hormondur ve gebelik testi olarak kulanilir. Beta subunit denen, hormonun

daha kuguk spesifik bir pargasi Down sendromlu gebeliklerde artmistir.

Tarama testlerinde 6nemli bir husus fetusun yasidir (gebelik yasi).
Farkli bilesenlerin dogru analizi gebelik yasinin kesin olarak bilinmesine

baglidir. Bunu saptamanin en iyi yolu ultrasonografidir (Filly et al, 2000).

16



Once serum testi sonuglari belirlenir. Test eden laboratuarin referans
degerlerine gore bir risk faktori hesaplanir. Normallerin ortancasi "population
median" olarak adlandirlir. Test sonuglari bazen ortancanin g¢arpanlari
(Multiples of the Median, MoM) olarak rapor edilir. Boylece ortalama deger
1,0 MoM olarak adlandiriir. Down sendromu gebeliklerinde AFP ve estriol
seviyeleri ortalamanin altinda, yani 1,0 MoM’dan daha dusukttr (Chard et al,
1995; Saller et al, 1996, Haddow et al, 1998). AFP seviyesi ortalama 0,8
MoM olup, bu seviyeler anne yasiyla beraber degerlendirilince 35 yas
altindaki kadinlarda Down sendromu gebeliklerin yaklagik %25’i tespit
edilebilir (Beers et al, 1999). Ayni sekilde ortalama uE; seviyesi yaklasik 0,75
MoM’'dur. uE3 dlzeyi sigara icen annelerde ve genel olarak fetal immaturite
durumunda dusuktar. Cok dusuk duzeyler ise steroid sulfataz eksikligi veya
Smith-Lemli-Opitz sendromunun isaretgisi olabili. Down sendromlu
gebeliklerde ortalama hCG seviyesi ise yaklasik 2,5 MoM olup toplum
ortalamasindan oldukga yuksektir. Bazi galigmalarda Uglu testte calisilan
hormonlardan B-hCG'nin daha énemli oldugu gosterilmigtir. Ug belirleyicinin
timundn kullanimi ile 35 yas altindaki kadinlarda Down sendromlu fetuslarin
yaklagsik %601, ultrasonografinin de taramaya ilave edilmesiyle % 85
saptanabilmektedir (Beers et al, 1999). Bu ug¢ belirleyicinin hasta yasina
uyarlanmis ortalama seviyeleriyle Down sendromu igin 6zgul bir risk elde
edilir. Hesaplanmis riskleri 35 yasinda 16 haftalik gebe bir kadinin riskinden
(1/250) daha ylUksek olan kadinlarin tarama testi pozitif kabul edilir (Beers et
al, 1999; Chard et al, 1995).

Tablo 2: Ugli Test

AFP uE3 HCG
Artmis Down sendromu
o J J 1)
riski
Trizomi 18 J J J
Noral Tup Defekti 1 uygulanamaz uygulanamaz

(Beers et al, 1999°dan alinmistir).
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Uclu test ile ikili testten farkli olarak néral tlip defektlerinin riski de
belirlenebilmektedir. Ancak testin ge¢ donemde yapilmasi, sonuglarinin ge¢
cikmasi ve anormal bir sonug ¢ikmasi durumunda, gebelik sonlandiriimasi
isleminin 20-22. hafta gibi ge¢ bir ddneme denk gelmesi hastalar agisindan
onemli bir dezavantaj olusturmaktadir. Gebeligin bu dbnemde
sonlandiriimasi  hasta agisindan o6nemli psikolojik sorunlara yol
acabilmektedir. Ayrica Uglu testin anomali saptama agisindan duyarhliginin
yuksek olmamasi da ikinci dGnemli sorunu olusturmaktadir.

Son zamanlarda kanda Uglu teste ek olarak inhibin-A dizeylerine de
bakilarak (doértli-quadriple test) testin duyarliiginin arttigi gdsterilmistir.
inhibin-A pituiter bez tarafindan folikill uyarici hormonunun dretimini inhibe
etmek icin tasarlanan, overler tarafindan salinan bir proteindir. Down
sendromlu fetusu olan annelerin kanlarinda dizeyi artmaktadir (Haddow et
al, 1998).

Down sendromu taramasi igin gebeligin daha erken bir doneminde, 11—
14. haftalar arasinda yapilan ve “ikili test” adi verilen bir test klinik olarak
uygulanmaya baslamistir. ikili test kisaca PAPP-A ve serbest B-hCG adi
verilen iki hormonun kanda oOl¢ulmesi ile yapilan bir risk oranina
dayanmaktadir (PAPP-A yeni fertilize olmus yumurtanin kilifi tarafindan
uretilir. Down sendromlu gebeliklerde ilk trimesterde bu proteinin dusuk
seviyelerde oldugu gorilir). ikili testin avantajlari arasinda gebeligin daha
erken bir ddneminde yapilmasi ve anormal bir sonu¢ durumunda daha fazla
tanisal test seceneginin (koryonik villus oOrneklemesi, erken veya gec
amniosentez) olmasi, anomalili bebek durumunda ise gebelik
sonlandiriimasinin daha erken bir dénemde yapilabilmesidir. Ayrica testin
duyarlihginin Gglu teste gore daha yuksek oldugu rapor edilmektedir. Testin
en onemli dezavantaji ise noral tip defektlerini saptayamamasidir (Snijders
et al, 1998; Stewart et al, 1999).

Sadece ikili test yapilmasi durumunda Down Sendromu olan bebeklerin
%60’1 saptanabilmektedir. Aslinda bu rakam Uglu test ile saptanan Down
Sendromlu bebek sayisindan farkli degildir, ancak ikili testte yalanci pozitif

orani daha duguktur. Ayrica ikili teste ek olarak ultrasonografide “ense
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kalinligi” 6lgima ile bu oran %85-90’lara ulasmakta ve yalanci pozitiflik orani
% 5’e dusmektedir (Stewart et al, 1999; Chard et al, 1995; Haddow et al,
1998).

2.2.3 Ultrasonografi:

Ultrasonografi gebelik sirasinda sikga kullanilir. Gebelik sirasindaki pek
¢ok tani iglemi icin tamamlayicidir. Anne ya da fetus igin bilinen bir riski
yoktur. Down sendromu igin anormal bir anne serum taramasindan sonra ilk
basamak, CVS ve amniyosentezden Once gebelik yasini teyit etmek igin
ultrasonografik biyometrik 6lcimler yapmaktir. Boylece bu girisimler gebelik
sirasinda uygun bir zamanda yapilabilir. Gebelik yasini saptamanin yani sira
birinci trimesterdeki ultrason muayenesi, gebelik kesesinin var olup
olmadidini, fetus sayisini, plasental yerlesimi, fetusun canli olup olmadigini
ve uterusu degerlendirir. ikinci ve Uglinc trimesterdeki muayene ile fetusun
durusu da belirlenir. Ayrica, amniyotik sivi hacmi degerlendirilir ve gros
malformasyonlar arastirilir. Fetal cinsiyetin tayini genellikle ikinci trimesterin
sonlarinda mumkundur (Beers et al, 1999; Rotmensch et al, 1997; Chard et
al, 1995).

Ultrasonografi, koryon villus 6rneklemesi ve amniyosentez sirasinda ise
fetusu goéruntlilemek ve aletlerin yerlesimine rehberlik etmek icin kullanilir
(Beers et al, 1999; Smith-Bindman et al, 2001; Benacerraf et al, 1996).

Uglincli aydan sonra, ultrasonografi fetusun agikga belli yapisal bir
dogum defekti olup olmadigini saptamak igin kullanilabilir. Ultrasonografi
gebe bir kadinda yuksek ya da dusuk alfa-fetoprotein dizeyi veya ailesel
konjenital anomali 6ykislU oldugu zaman genellikle fetusdaki anomalileri
kontrol etmek icin kullanilir. Bu sekilde hedeflenmis bir ultrason muayenesi,
intrakraniyal yapilari (6zellikle ventrikiller ve serebellum), omurilik, kalp,
mesane, bdbrekler, mide, gdgus kafesi, karin duvari, uzun kemikler ve gébek
kordonu giris bolgesini degerlendirir (Beers et al, 1999; Snijders et al, 1996).
ince barsak tikanikhi, kalp defektleri gibi ciddi tibbi problemlerin varligindan
mumkin oldugu kadar erken haberdar olmak dogumdan sonra g¢ocugun
tedavisine yardimci olacaktir (Rotmensch et al, 1997; Smith-Bindman et al,
2001).
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Fetusun degerlendiriimesi ve yapisal anomalilerin saptanabilmesi i¢in
yuksek ¢ozunurlUkli ve gercek zamanli ultrasonografinin énemi giderek
artmaktadir. Yuksek ¢ozunurluklu ultrasonografi, bobrek anomalilerini (renal
agenezis [Potter sendromul], polikistik hastalik gibi), iskelet displazilerinin letal
formlarini (akondrogenezis gibi), gut anomalilerini (diyafragmatik herni,
obstriksiyon gibi), mikrosefali ve hidrosefaliyi tespit edebilir. Ancak, testin
tamamiyle hatasiz olmamasi sebebiyle normal bir ultrason sonucu, fenotipik
olarak normal bir infanti garanti etmez. (Beers et al, 1999; Benacerraf, 1996).

Ultrasonografi ile saptanabilen fetal anomalilerin bazilari kromozomal
anoploidilerle iligkilidir. Fetal anoploidi riskini degerlendirmek icin en yaygin
kullanilan ultrason bulgusu “nuchal translucency” (NT) Olcumudur. NT
gebeligin ilk trimesterinde (10—14. haftalar) fetal boyun bdlgesinin arkasinda
anormal sekilde sivi birikmesi nedeniyle artabilir. Bu tarama testi, Down
sendromlu gebeliklerin  %80’ine yakin bir kismini saptayabilmektedir.
Kromozom andploidilerinin  yani sira, artmis NT altta yatan bir kalp
hastaliginin veya genetik sendromlarin igaretcisi olabilir (Beers et al, 1999;
Stewart et al, 1999).

2.2.4 Anne Dolagsimindaki Fetal Huicrelerin Ayristiriimasi:

1969 yilinda anne dolasiminda ¢ok az miktarda fetal hiicre bulundugu
gosterilmistir. Degisik teknikler kullanilarak anne kaninda degisik tipte fetal
hacreler ayristirilip, monoklonal antikorlar ile segilebilir. Yogunlastiriimig bu
fetal hucreler kromozom analizi, cinsiyet belirleme ve tek gen hastaliklarinin
molekuler tanisi igin kullanilabilir (Chiu et al, 2002; Nussbaum et al, 2005).

Anne dolasiminda 1-6/1000 siklikta fetal hiicre dolastigi bilinmektedir.
Bu sayisinin pek ¢ok andploidide, 6zellikle de trizomi 21°de arttigi ve bu
Ozelligin de bu tip gebeliklerin saptanmasini kolaylastirdigi goésterilmistir
(Sekizawa et al, 2001)

Anne kaninda izlenen fetal hicreler lenfositler, trofoblastik hiicreler ve
nukleuslu eritrositlerdir.  Fetal lenfositlerin  maternal kanda yillarca
kalabilecegi gosterilmistir. Fetal lenfositlerin bu 6zelligi, sonraki gebeliklerde
fetal hiicre ayrisimi icin anne kanini uygun kaynak olmaktan g¢ikarmaktadir.

Trofoblastlar gebeligin erken ddnemlerinden gebeligin sonuna kadar
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dolasimda bulunurlar. Nukleuslu eritrositler ise yolk sac tarafindan uretilir ve
eritropoezin karacigere nakloldugu 12. haftadan sonra maternal kanda
oranlari giderek azalir ve 17. haftada saptanamaz. Buna kargin galigmalar
icin en uygun hucreler nukleuslu eritrositlerdir. Cunkl maternal hicrelerden
ayirdedilmeleri diger hucrelere gore daha kolaydir (Spencer et al, 2003;
Nussbaum et al, 20095).

Bu metot henlz yeni gelismekte olup, bazi teknik gugliklerin agilmasi
icin galismalar sturmektedir. Oncelikle anne kanindaki hiicrelerden genetik
calismalar yapabilmek icin, kanda az sayida bulunan bu hdcreleri
zenginlestirmek gerekir. Bunun icin degisik kultir yontemleri denenmis ancak
istenilen sonu¢g elde edilememistir. Hucreleri floresan isaterleme
yontemleriyle fetal/maternal ayirimi yapmak ve flow sorting metodu ile fetal
ve maternal hcreleri birbirinden ayirmak mumkdandar (Nussbaum et al,
2005; Mavrou et al, 2006).

Bu yontemin en oOnemli dezavantaji iglem sonrasi hucrelerin
Olmemesine ragmen ureme yeteneklerinin azalmasi ve dolayisiyla
kromozom analizi icin metafaz elde edilememesidir. Ancak bu yontem FISH
ve PCR tabanli analizler i¢in uygundur. Ginimuzde yapilan ¢alismalar daha

¢ok bu zenginlestirme saflastirma galigsmalarina yoneliktir.

2.3 Prenatal Tani Testleri

Prenatal tanisal testler, kalitsal, sporadik ya da de novo belli bir genetik
hastaligin varhdini saptamak icin, fetusu dogumdan 6nce (prenatal olarak)
test etmeyi amaclar (Beers et al, 1999).

Prenatal tani, prenatal tarama testlerinde yuksek riskli bulunan Kisilere
uygulanmalidir (Beers et al, 1999; Chard et al, 1995). Bir tarama testi ile tani
testi arasindaki fark nedir? Tani testlerinde, pozitif bir sonug buyuk ihtimalle
hastanin hastaliga ya da stphelenilen duruma sahip oldugu anlamina gelir.
Tarama testlerinde, amag¢ hastanin hastaliga ya da ilgili duruma sahip olma
riskini belirlemektir. Tanisal testler daha pahali olma egilimindedirler ve
detayl bir islem gerektirirler; tarama testleri hizli ve yapilmasi kolaydir. Fakat
tarama testlerinin yalanci-pozitif ve yalanci-negatif gibi hata olasihgl daha
fazladir (Saller et al, 1996).
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2.3.1 Prenatal Taninin Amaci:

Prenatal taninin amaci, sadece anormallikleri fetal hayatta saptamak ve
bulundugunda gebeligin sonlandiriimasina olanak tanimak degildir. Prenatal
taninin asil hedefleri sunlardir (Nussbaum et al, 2005):

»  Hastalikh gocuk sahibi olma riski yuksek olan ciftleri bilgilendirerek
degisik secenekler sunmak.

>  Ozellikle yiiksek risk grubundaki kisilere gliiven saglamak ve onlarin
endigelerini azaltmak.

» Normalde tekrar gocuk sahibi olmaya cesaret edemeyen, belli bir
dogumsal bozukluklu ¢ocuk sahibi olma riski yuksek olan ciftleri, hastaligin
tanisinin  testler ile anne karnindayken konulabilecegi konusunda
bilgilendirerek, yeni gebelige baslama olanagi tanimak. Prenatal tani
olanaklari sayesinde, ciddi genetik hastalikli ¢ocuk sahibi olma riski olan
bircok cift saglikli cocuk sahibi olabilmistir.

»  Genetik hastalikh c¢ocuk sahibi olacak ciftlere, psikolojik olarak
hazirlanma, gebeligin/dogumun uygun izlemi ve yoénlendiriimesi ve dogum
sonrasi bakim gibi konularda hazirlanma olanagi saglamak.

»  Etkilenmis fetusun prenatal tedavisine olanak saglamak. Bu su anda
¢ok az sayida konjenital anomali igin yapilmakla birlikte, uygulama sayisi

hizla artmaktadir.

2.3.2 Prenatal Tani Endikasyonlari:

Bir gebenin, amniyosentez veya CVS gibi invaziv yontemlerle prenatal
tani yapilmasina aday olmasinda genel olarak kabul edilen ilke, bebekte
anomali riskinin en azindan igleme bagh dusiuk yapma riskinden yuksek
olmasidir. Gunumuz sartlarinda temel prenatal tani endikasyonlari sunlardir:
> lleri anne yasi: En yaygin endikasyondur (Beers et al, 1999). ileri anne
yasi genellikle gebelik aninda 35 yas ve Ustu olarak kabul edilmektedir.
Bunun sebebi kromozom anomalili fetus riski ile amniyosentez iglemine bagli
dusuk riskinin bu yasta neredeyse birbirine esit olmasidir.
> Onceden de novo kromozom anomalili cocuk varligi: Kromozom

anomalili gocuk sahibi olan giftlerin kendi kromozom yapilari normal olmasina
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ragmen, bazi durumlarda sonraki gocukta kromozom anomalisi gorulmesi
bakimindan hala artmis bir risk olabilir. Ornegin, Down sendromlu gocuk
sahibi olan 30 yasinda bir kadinin, herhangi bir kromozom anomalisi igin
tekrarlama riski 1/100 iken, ayni yastaki kadinlar igin toplum riski yaklagik
1/390’dir (Nussbaum et al, 2005; Beers et al, 1999).

»  Ebeveynlerden birinde yapisal kromozom anomalisi varligi: Bu durumda
cocukta kromozom anomalisi riski, anomalinin tipine ve tagiyici ebeveynin
kim olduguna gore degisir (Nussbaum et al, 2005; Beers et al, 1999). En
bayldk risk (Down sendromu igin %100) ebeveynlerden birinin
der(21;21)(g10;910) robertson tipi translokasyon veya izokromozom 21q
tasidig1 durumda gergeklesir.

» Aile dykusinde biyokimyasal veya DNA analizi ile tani konulabilen
genetik hastalik varhgi: Bu gruptaki hastalarin gogu tek gen hastaliklari olup
%25 veya %50 tekrarlama riskine sahiptir. Daha 6nceden hasta ¢ocuk sahibi
ciftler disinda, toplum taramalari ile tasiyici oldugu belirlenen giftler de bu
kategoridedirler.

>  Ozgll bir prenatal tani testinin olmadigi X’e bagli hastalik hikayesi:
Bagska bir alternatif olmadidi durumda, daha énceden X’e bagli hastaligi olan
erkek gocuk sahibi ciftler, fetal cinsiyet tayininden faydalanmak isteyebilirler.
Duchenne muskuler distrofi, hemofili-A ve B gibi DNA analiz yontemi ile
prenatal tanisit mimkudn olan X’e bagl hastaliklarda da 6ncelikle fetal cinsiyet
tayini yapilip, bebek erkekse diger testlere gecilmektedir. Yukarida
bahsedilen her iki durumda da preimplantasyon genetik tani sadece soOz
konusu hastaliktan etkilenmemis embriyolarin uterusa transferini saglamak
icin kullanilacak bir ydontem olabilir.

» Anne serumunda tarama ve ultrasonografii Anne serumundaki
belirleyicilerin tarama testlerinde anormal seviyelerde olmasi veya fetal
ultrasonografi ile fetal anomaliler saptanmasi durumlarinda daha ileri genetik
degerlendirme ve testler onerilmektedir.

»  Tekrarlayan spontan abortuslar: Erken spontan abortuslarin en az %50-
60’'inda fetusda kromozomal anomali vardir ve bunlarin yaklagik yarisi

trizomilerdir (Tablo-3). Ilk kayip andploidi igeriyorsa sonraki kayiplarda da
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anoploidi olmasi muhtemeldir. Ancak ayni kromozom olmasi gerekmez
(Beers et al, 1999).

Tablo 3: Erken spontan abortus materyallerinde saptanan kromozomal

bulgular

Normal %40

Anormal %60
Trizomi %30
45X %10
Triploid %10
Tetraploid %5
Diger %5

(Nussbaum et al, 2005 ‘den alinmigtir)

2.3.3 Prenatal Tani Yontemleri:

2.3.3.1 Amniyosentez:

Dogumdan o©Once anomalileri saptamak icin kullanilan en yaygin
islemlerden biri amniyosentezdir. Amniyosentez, amniyotik sivi 6érneginin bir
enjektorle transabdominal olarak alinmasi islemidir (Beers et al, 1999;
Nussbaum et al, 2005). Amniyotik sivi, kromozom analizi igin kullanilacak
olan fetus kokenli htcreleri icerir. Sonuglar genellikle 2—4 haftada elde
edilebilir (ACOG Practice Bulletin, 2001, Nussbaum et al, 2005).
Amniyosentez, amniyotik sivida alfa fetoprotein seviyesini 6lcme olanag! da
saglar. Bu dlgum, fetusda bir beyin ve ya spinal kord defekti olup olmadigini
anne kanindaki 6lgimden daha guvenilir olarak gosterir (Beers et al, 1999).

Amniyosentez islemi oncesinde fetusun canli olup olmadigini, gebelik
yasini, fetus sayisini, fetal yapinin normal oldugunu ve fetus ve plasenta
pozisyonuna gore en uygun igne girig yerini saptamak ic¢in ultrasonografi rutin
olarak kullanihir. Amniyosentez genellikle 15-16. gebelik haftasinda
uygulanir. Bazi merkezlerde islem 10-14. gebelik haftasinda olacak sekilde
daha erken uygulanabilmekle beraber, komplikasyonlarda ve gebelik
kaybinda risk artigsina sebep olacagi igin gebeligin 14. haftasindan 6nce
tavsiye edilmez (Beers et al, 1999; Nussbaum et al, 2005; Periodic Health
Examination, 1996).

Amniyosentez anne ya da fetus igin nadiren herhangi bir probleme

sebep olur. Ikinci trimesterde yapilan amniyosentez igleminin en belirgin
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komplikasyonu, normalde bu gebelik ddoneminde beklenen %2-3’luk gebelik
kayip riskine ekledigi %0,5-1’lik ilave risktir (Beers et al, 1999; Nussbaum et
al, 2005; Wald et al, 1999). 10-14. haftalarda yapilan erken amniyosentez ile
ikinci trimester amniyosentez iglemlerinin guvenligi ve fetal sonugclari
kargilastirildigi zaman, erken amniyosentezde spontan abortus oraninin
%2,6 ikinci trimester amniyosentezdeki oranin ise %0,5-1 oldugu
gosterilmistir (Nussbaum et al, 2005). Fetusta igne travmalari ¢ok nadirdir.
ikiz ya da daha gogul gebeliklerde genellikle amniyosentez yapilir (Beers et
al, 1999). Erken amniyosenteze bagli arttigi gosterilen tek anomali talipes
equinovarus (club foot)tur. Genel toplumda risk %0,1-0,3 iken erken
amniyosentez yapilanlarda risk %1,3’tur (Nussbaum et al, 2005).

Kadinlarin yaklagik %1-2’sinde vajinadan kan lekesi ve ya amniyotik
sivi akintisi olur, fakat bu etkiler uzun sirmez ve genellikle tedavisiz geger.
Ayrica, Rh faktérine karsi antikor gelistirmelerini 6nlemek icin, invaziv
girisimlerden sonra Rh negatif kadinlara, Rho(D) immunglobulin enjeksiyonu

rutin olarak yapilir (Beers et al, 1999; Nussbaum et al, 2005).

2.3.3.2 Koryon Villiis Orneklemesi:
Koryonik villisler plasentayi olusturan kuguk ¢ikintilardir (Sekil-3).

Sekil 3: Plasenta
Pamnt Urua (Beers et al, 1999°dan

alinmisgtir).
CVS gebeligin 10—

12. haftalarinda koryon

‘Willudar

/

‘Wlludararaa HHH_‘_

=

villislerden biyopsi
alinmasi islemidir. Bu
biyopsi 6rneginden kisa

sureli ve uzun sureli

A

e
dmnlyen ke d kaltirler kurulur. Her iki

amniyn ava kdltuirden de karyotip
elde edilir, ancak uzun

Amnlwn sureli kulturlerden daha

dogru sonuglar elde
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edilir. Kultire amniyotik sivi hucrelerindeki enzimlerin ¢ogu, koryonik
villislerin ya da kultare villis hucrelerinin ekstrelerinde de dlgulebilir ve
molekuler genetik ¢calismalar icin DNA elde edilebilir. Ancak amniyon sivisina
ihtiyag duyulan testlerde (amniyon sivisinda alfa-fetoprotein seviyesinin
Olgimu gibi) CVS kullanilamaz (Beers et al, 1999; Nussbaum et al, 2005).
ikinci trimester amniyosentez islemi ile kiyaslandiginda, CVS’nin en
onemli avantaji, sonuglarin gebeligin daha erken doneminde elde edilmesi ve
bdylece, eger tercih edilirse, gebeligin sonlandiriimasi igleminin ilk
trimesterde ve daha kolay, daha guvenilir metotlar kullanilarak yapilmasini
saglamasidir. Tespit edilen bir anomali yoksa, c¢iftin sikintisi daha erken
giderilmig olacaktir. Ayni zamanda, bir anomalinin erken tespiti, dogumdan
once fetusun uygun tedavisi igin gerekli olabilir. Mesela, konjenital adrenal
hiperplazili bir disi fetusta erkek 6zelliklerinin gelisimini dnlemek i¢in gebe bir
kadina kortikosteroid verilebilir (Beers et al, 1999, Nussbaum et al, 2005).
islemden 6énce, amniyosentezde oldugu gibi CVS’te de fetusun canl olup
olmadigini belirlemek, fetusun yasini teyit etmek, acikga belli anomalileri
g6zden gecirmek ve plasentayi lokalize etmek igin ultrasonografi yapilir.
Ornek amniyosentezde oldugu gibi ayni yolla toplanabilir ancak bu

metot annenin anatomisine baglidir. iki CVS yaklagimi vardir (Sekil—4).

Trangoorsial Matot Transabdomina Matot

CWVS Amniyosentez

Sekil 4: Koryonik villus érneklemesi ve Amniyosentez (Beers et al, 1999'dan alinmistir).

Transservikal CVS gebeligin  10-13. haftalarinda yapilabilir.

Transabdominal CVS 10. haftadan gebeligin sonuna kadar yapilabilir. Her iki
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metotta ultrasonografi yol gostermek igin kullanilir ve doku 6rnegi siringa ile
bir katetere cekilir ve sonra analiz edilir (Beers et al, 1999, Nussbaum et al,
2005).

Anneye yan etkileri amniyosentezle yaklasik aynidir. CVS iglemine
bagh dusuk riski, 7-12. gebelik haftasinda beklenen temel %2-5 riske ilave
olarak yaklasik %1 olup amniyosentezdekinden hafifce daha fazladir. Erken
yapilan CVS’lerde bir kisim bebeklerin el ve ayak parmaklarinda kayiplar
gorulmastur. Boyle hasar 3000 fetustan birinde gorulir ve gebeligin 10.
haftasindan dnce CVS yapilmasiyla iligkilidir (Sneijders et al, 1998)

Kromozom analizindeki basari orani amniyosentezdeki gibi %90’dan
yuksektir. Ancak sonuglarin yaklasik %2’sinde kromozomal mozaiklige bagh
belirsizlik vardir. Bu durumda amniyosentez ile kontrol onerilmektedir (Beers
et al, 1999; Nussbaum et al, 2005).

Amniyosentezde oldugu gibi CVS'te de islemden sonra, kani Rh negatif
olan ve Rh faktoru i¢in antikoru olmayan ¢ogu kadina, Rh immunizasyonunu
engellemek i¢cin Rho(D) immunglobulin enjeksiyonu yapilir. Kani Rh negatif
olan bir kadin, fetusun kani Rh pozitif olup, koryonik villis 6rneklemesi
sirasinda olabilece@i gibi kendi kanina karigtigi durumlarda bu antikorlari
olusturabilir. Bu antikorlar fetusda problemlere sebep olabilir. Babanin kani
da Rh negatifse enjeksiyona ihtiya¢ duyulmaz, ¢unku fetusun kani Rh negatif
olacaktir (Beers et al, 1999).

2.3.3.3 Kordosentez:

Kordosentez  (“Fetal Blood Sampling”, FBS), ultrasonografi
rehberliginde perkutan umblikal kan orneklemesiyle, fetal kan 06rneginin
dogrudan umblikal kord veninden alinmasi iglemidir. Perkutan umblikal kan
orneklemesi, Ozellikle uglncu trimesterde fetal anomaliler tespit edildidi
zaman hizli kromozom analizi igin faydahdir. Ayrica amniyosentezde kulttr
uremesi elde edilmedigi veya celigkili sonucglar alindigi zaman ya da DNA
yontemiyle tani konulamayan ancak tani icin fetal plazma veya kanda
biyokimyasal testlerin yapilmasi gereken hastaliklar s6z konusu oldugunda
yapilir. Kordosentez genellikle gebeligin 19-21. haftalarinda yapilir. Kisa

sureli lenfosit klltlrleriyle 48—72 saatte sonuclar elde edilebilir (Beers et al,
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1999; Nussbaum et al, 2005). Ancak FBS %Z2’ye yakin fetal kayip riski
tasimakta ve hatta FBS endikasyonu, ultrasonografide tespit edilen yapisal
bir anomali ise daha yuksek fetal kayip oranlari (%13) bildirilmistir (Antsaklis
et al, 1998).

2.3.3.4 Preimplantasyon Genetik Tani:

Preimplantasyon genetik tani, in vitro fertilizasyon (IVF) sirasinda
uterusa aktarim o&ncesi, belirli genetik hastaliklara sahip olmayan
embriyolarin segiminde molekuler veya sitogenetik tekniklerin kullaniimasidir.
Bu teknolojinin gelismesinde temel amag, gebelik sonlandirmalarini dnlemek
ve yardimci Ureme tekniklerinin basarisini arttirmaktir. Etik olarak daha kolay
kabul edilebilir metotlar oldugu igin, gebeligin sonlandiriimasina karsi ¢ikan
ve belli genetik hastalik veya anodploidi yonunden yuksek riskli bulunan
ciftlere segenek sunulmus olur. Preimplantasyon genetik tani i¢in polar cismi
almak amacli mikromanipulasyon teknikleri uygulanabilir veya IVF sonrasi 6—
8 hucreli blastomer agsamasinda tek hlicre biyopsisi yapilabilir. Etkilenmemis
embriyonun aktarimi, blastomerin molekuler veya kromozomal analizlerde,
arastirilan genetik anomaliyi tagimadiginin  belirlenmesinden sonra
gerceklestiriimektedir (Handyside, 1996; Nussbaum et al, 2005).

Bu teknikler yalnizca belli mendelyan hastaliklar igin yiksek genetik risk
tasiyan ciftlere yapilir. in vitro fertilizasyon tekniklerinin yiiksek maliyeti, bu

tekniklerin yaygin rutin kullanimini engellemektedir (Beers et al, 1999).

2.4 Prenatal Tanida Gold Standart: Fetal Karyotip Analizi

Standart karyotip analizi 23 cift kromozomun sayisal ve yapisal olarak
incelenmesi anlamina gelir. Anne yasiyla orantili olarak sikhgi artan ve
ayrilamama hatalariyla iligkili olan en yaygin kromozom anomalileri, ya tim
hlcrelerde ve ya mozaik bir durumda bir kromozomun ekstra bir kopyasiyla
ya da kaybiyla sonuglanir ve kolaylikla teshis edilir (Ferguson-Smith et al,
1984). 1970’lerde ve 1980’li yillarin basinda hata orani %0,1-0,6 olarak rapor
edilmistir (Hsu et al, 1992). Yiiksek ¢cozinurlikli bantlama iki Mb (X10° baz)
kadar kuguk anomalilerin tanisina olanak saglamasina karsin, rutin olarak

yalnizca dort Mb ve Uzeri buyuklUkteki yapisal anomaliler teshis edilebilir.
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Ozetle; bugiinkii kosullarda tam karyotip, prenatal tanida altin standarttir.
Ancak yapisal kromozom anomalileri, kromozomun ¢ok kuguk bir pargasini
iceriyorsa taninmayabilir. En yaygin yapisal anomaliler olan dengeli
translokasyonlar ve inversiyonlar, mevcut gebeliklerde klinik olarak
onemsizdirler, ancak genetik danisma ve ek arastirmalar (giftin karyotipi,
secilmis vakalarda yuksek ¢ozunarlukla fetal ultrasonografi vb.) igin
gereklidirler (Jacobs et al, 1974; Warburton et al, 1984; Warburton et al,
19917).

Trizomi 21 hastalarinin bélinen hucrelerinde uygulanan konvansiyonel
sitogenetik metotlar, yuksek derecede cogalan htcrelerle sinirlidir ve fetal
hicreleri kultire etmek ve analizi tamamlamak 10-21 gunluk bir zaman
gerektirir (Salk et al, 1983; Mostulsky et al, 1997; Zheng et al, 2006). Bu
surecin genellikle psikolojik olarak agir bir yuk oldugu dustnuliar ve patolojik
bir taniy1 takiben gecikmis gebelik sonlandiriimalari ile sonuglanir. Bazi
ulkelerde kromozom anomalilerinin ilk trimester tarama ve tanisina yonelik
gergeklestirilen degisiklikler, daha ¢ok zaman faktérunun Ustesinden gelmek
amaclyla yapilan girisimlerdir. Ancak ornekleme ile tam karyotip analizinin
tamamlanmasi arasindaki sure yine fazlasiyla uzun olarak kalir (Simoni et al,
1983).

Tam karyotip analizi, 6nemli Olgide teknik uzmanlk gerektirir.
Laboratuarla ilgili teknik gelismelere ve kismi otomasyona ragmen, hala
anlamli derecede isgucu gerektirir ve bir uzmanin guvenli bir sekilde
ustesinden gelebilecegi analiz sayisi sinirhidir (Nicolini et al, 2004).

Trizomi 21 tanisi igin sitogenetik karyotip analiz, asiri emek yogun ve
zaman alici olmasina ve klinik uygulamada pahali olmasina ragmen, simdiye
kadar yuksek derecede guvenilir ve kesin bir metot olarak gérulmastur (Hu et
al, 2004).

2.5 Molekiiler Yontemler

2.5.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde bulunan Cetus sirketine

bagli olarak c¢alisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki
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tarafindan gelistirilen PCR metodu nukleik asitlerin canli organizma icinde
bulunmadan, uygun kosullar altinda c¢ogaltimasina dayanir. Molekuler
biyolojik uygulamalarin temel iglemlerinden biridir. Hem arastirmada hem de
klinik laboratuar tanisindaki uygulama alanlariyla bliyuk 6neme sahip olan
PCR'In gelistiriimesindeki galismalari nedeniyle, K. Mullis, 1993 yili Nobel
Kimya Oduliinii almaya hak kazanmistir (Snustad et al, 2003).

Yontemin temeli, c¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgu, bu
bdlgedeki baz dizilerine tamamlayici olan, bir ¢ift sentetik oligonukleotid
primer kullanilarak, bu iki primer ile sinirlandirilan bdlgenin enzimatik olarak
in vitro sartlarda ¢ogaltiimasi prensibine dayanir. PCR'In en dnemli 6zelligi
cok az miktarda DNA ile galigmaya olanak saglamasidir. Hizli, verimli ve
tekrarlanabilir olmasi yaninda elde edilen drinun daha sonra farkl yontemler
ile farkl amaglar icin degerlendiriimesine olanak saglamaktadir. Primerlerin
secimi, PCR kosullari gibi farkli etkenler PCR’in 6zgulligini ve verimliligini
degistirmektedir (Innis et al, 1990; Kidd et al, 1994). Bir PCR déngisi igin
gerekli olan bes ana madde vardir: DNA 6rnegi, genelde genomik DNA,;
¢cogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan c¢evreleyen bir ¢ift sentetik primer;
deoksi-nukleotit-trifosfatlar (dNTP); yuksek i1siya dayanikli DNA polimeraz
enzimi; uygun pH ve iyon kosullarini (Mg*?) saglayan tampon karisimi,
genelde MgCl, (Snustad et al, 2003).

Her PCR, istenilen sayida tekrarlanabilen déngulerden olusur. PCR ile
bir hedef DNA parcasindan milyonlarca ¢ogaltmak mumkindir. Reaksiyon
baslatiimadan Once istenen sayida dongunun tekrarlanmasi saglanabilir. Bir
PCR dongusu sirasiyla, DNA’nin iki zincirinin ylksek sicaklikta birbirinden
ayriimasi  ("Denaturation"); sentetik oligonukleotidlerin  hedef DNA'ya
baglanmasi ("Annealing") ve zincirin yeni ¢ift zincirli DNA'lar olusturacak
sekilde uzamasi ("Extension") agamalarindan meydana gelir. Bu agamalarin
her biri farkli sicakliklarda gerceklestirilir (sirasiyla 94°C-98°C; 37°C—65°C;
72°C). PCR teknigi, tek ve ¢ift sarmalli DNA, ya da RNA igin kullanilabilir
(Snustad, 2003). PCR'In kullanima ge¢mesiyle laboratuvar tanisinda g¢ok
bayuk bir hiz ve kesinlik kazaniimig, birgok durumda radyoaktivite kullanimi

gereksiz hale gelmistir. PCR yontemi, kolay uygulanabilir olmasi ve hizl
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sonu¢ vermesi gibi avantajlari nedeniyle, bircok farkh alanda
kullanilabilmektedir. Bu alanlar sdyle 6zetlenebilir (Snustad et al, 2003):

1) Kaltsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisi,

2) Prenatal tanida,

3) Adlitipta,

4) Onkogenesisin arastiriimasinda,
5) "Probe" olusturuimasinda, klonlamada, gen tanimlamasi
arastirmalarinda,

6) DNA dizi analizinde, buyuk miktarda DNA Orneklerinin
olusturulmasinda,

7) Bilinmeyen dizilerin tayininde,

8) RFLP (“‘Restriction Fragment Length Polymorphism”) analizinde,

9) IVF yapilan tek hicrede, implantasyon 6ncesi genetik testlerin
yapllmasinda ve implantasyonun gergeklestirimesi ile bebegin normal
dogumunun saglanmasi sirasinda

10) DNA-Protein etkilesiminin arastirlmasinda ("footprinting")
kullanilabilir.

Bu uygulamalarda kullanilan kalip DNA ¢ok cesitli kaynaklardan elde
edilebilir. DNA eldesinin yontemleri kullanim amacina gore degismekle
beraber, hulcreyi pargaladiktan sonra nukleik asitleri diger hucresel
elementlerden uzaklastirma iglemi esasina dayanir (innis et al, 1990; Kidd et
al, 1994).

PCR sonrasi elde edilen drunlerin direk analizi igin agaroz jel
elektroforezi, poliakrilamid jel elektroforezi kullanilan yontemlerdendir. Elde
edilen Grinun buydkligune goére hazirlanmis agaroz konsantrasyonuna sahip
jelle elektroforez gercgeklestirilir. DNA’'nin ¢ift ipligine baglanabilen UV altinda
floresans 1sima yapan ve yuksek oranda mutajen olan EtBr (Etidyum Bromdur)
ile DNA’nin gorunur hale gelmesi saglanir. Cogaltilan DNA'nin daha sonraki
kullanim amacina goére EtBr jele, ylUkleme solusyonuna karistirilabilir veya
elektroforez sonrasi jel EtBr'an uygun konsantrasyonundaki solisyonu iginde

boyanabilir.
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PCR drunlerinin incelenmesinde kullanilan direkt olmayan metotlar
arasinda restriksiyon enzimi ile kesim analizii, SSCP (“Single Strand
Conformation  Polymorphism”), TGGE (“Temperature Gradient Gel
Electrophoresis”), DGGE (“Density Gradient Gel Electrophoresis”), direkt

sekans analizi gibi yontemler sayilabilir.

2.5.2 Floresan in Situ Hibridizasyon:

FISH; nlkleik asit dizilerine 6zgll floresan isaretli DNA problari ile
hedefin isaretlenmesi ve floresan mikroskobunda goérintilenmesi prensibine
dayanan bir yontemdir.

FISH teknigi DNA ve RNA nukleik asit dizilerinin sitolojik
preparasyonlarda gorulebilmesine olanak saglayan bir yodntem olup,
sitogenetik ve molekiler genetik arasinda bir képri olusturmaktadir. FISH
teknigi 6zgul DNA proplari kullanilarak kromozomal degisiklikleri incelemeye
olanak verir. FISH yonteminin avantaj hem bdluinen hem de interfaz
hiicrelerinde kullanilabilmesidir. interfaz amniyositlerin FISH analizi, en
yaygin gorulen andploidilerin hizli taramasi ig¢in kullanilan rutin bir metottur
(Pergament et al, 2000).

Aslinda DNA'nin ¢ift sarmal yapisi normal kosullarda stabildir, ama 1si
ve formamid gibi bazi maddelerle etkilesimi sonunda sabit yapi bozularak iki
DNA ipligini bir arada tutan hidrojen baglari kopmakta ve tek zincir haline
gelmekte, eski kosullar yerine getirildiginde iki iplik¢igin hidrojen baglari
birbirine  baglanmaktadir. FISH’in temel ozelligi iste bu DNA'nin
komplementerini olusturma 6zelligine dayanir (Bagaran, 1996). FISH, kisisel
kromozom bdlgelerine tamamlayici olan, floresan boyali tek zincir DNA
segmentlerini kullanir. Bu problar 6rnekteki hedef DNA sekanslariyla hibridize
olur ve interfaz nUkleuslarinda floresan mikroskopla teshis edilebilir.
Andploidi taramasinda, floresan boyalar tarafindan yayilan 1sik sinyalleriyle,
sayisal anomalilerde en yaygin etkilenen kromozomlar sayilabilir. Fetal
hicrelerin nukleuslari floresan mikroskopla analiz edildigi zaman; analiz
edilen kromozomlarin her biri icin bir nokta, yani normal sahislarda iki nokta
go6runtilenir. Ekstra bir noktanin varligi trizomileri gdsterirken, bir noktanin

yoklugu monozomiyi gosterir (Trask et al, 1991; Dudarewicz et al, 2005).
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FISHle andploidilerin prenatal tanisinda kullanilan DNA problari
asagidaki gibi siniflandirilabilir:
» Sentromerik alfa satellit sekanslar gibi, ardi ardina tekrarlayan insan
DNA sekanslarindan olusan problar; andploidileri tanimlamak ve kuguk
belirleyici kromozomlarin kokenini teshis etmek icin kullanilirlar.
» Tek sekans problari, genomdaki kuguk bodlgelerin taninmasi igin
kullanilir. Bu bolgeler belli sendromlarda eksik (delete) ya da iki kat artmis
(duplicate) olabilir ve genellikle konvansiyonel sitogenetikle gorilmez
(Williams sendromu, Di George sendromu gibi). Ultrasonografide
mikrodelesyon sendromlariyla ilgili belirti goruldugu zaman bu problarin
kullaniimasi endike olabilir.

interfaz hicrelerinin FISH ile analizi hiicre kiltiriine ihtiyaci ortadan
kaldirir ve tim sitogenetik degerlendirmeden 6nce baslangigta hizli bir
tarama saglar, bdylece tani icin gerekli zamani azaltabilir (Dudarewicz et al,
2005; Ward et al, 1993). Fakat bu teknik nisbeten emek yogun olup, saglam
hicreler ve teknik uzmanlk gerektirir. Ayrica dengeli yeniden duzenlenmeleri
ve kullanilan prob setine tamamlayici sekanslardan baska kromozomal
segmentleri iceren dengesiz bozukluklari tespit edemez. Gergekte, ylksek
riskli bir toplumda FISH’le dogru olarak tani konan kromozomal anomalilerin
orani %65 kadar dusuktur (Evans et al, 1994). Prenatal olarak tani konabilen
major andploidiler 13, 18, 21 otozomal kromozomlar ile cinsiyet
kromozomlarini igermekte, ancak diger anodploidiler, mozaiklik ve yapisal
anomaliler FISH ile tanimlanamamaktadir. Ayrica digi fetuslarda maternal
kontaminasyonu agiklayamamasi, maliyetinin yluksek olmasi, daha fazla
ornek gerektirmesi gibi dezavantajlara sahiptir (Mansfield et al, 1993; Pertl et
al, 1994, 1997,1999; Toth et al, 1998; Verma et al, 1998).

2.5.3 Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu

2.5.3.1 Tanim ve Genel Bilgi:
QF-PCR floresan igaretli primerler kullanarak kromozom spesifik
polimorfik mikrosatellit belirleyicilerin ¢ogaltiimasini, bunu takiben spesifik
kromozom materyalinin kopya sayisi ve/veya duzensizliklerini belirlemek igin

bir genetik analizérde Urlnlerin kantitatif analizini icerir (Elles et al, 2004;
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Dudarewicz et al, 2005; Nicolini et al, 2004). Bu yaklasim ilk olarak
monozomi X'in tanisi i¢in kullaniimig, sonra bazi yaygin trizomilerin teshisini
kapsayacak sekilde degistiriimistir. QF-PCR, DNA'y1 esas alan hizli andploidi
arastirmalarinda en yaygin kullanilan tekniktir. Nitekim pek ¢ok galisma bu
metodun klinik faydalarini goéstermistir (Eiben et al, 1999; Findlay et al, 1998;
Levett et al, 2001; Hu et al, 2004).

Andploidilerin teshisi icin STR’lerin QF-PCR analizini ilk kez Mansfield
(Mansfield et al, 1993) kullanmistir. Bundan sonra Avrupada bir kisim
laboratuarlarda andploidilerin  hizh  prenatal tanisinda da basariyla
uygulanmistir (Verma et al, 1998; Pertl et al, 1999; Schmidt et al, 2000;
Cirigliano et al, 2001; Levett et al, 2001; Mann et al, 2001, 2004). Bu metotla,
allellerin amplifikasyon Grunlerinin floresan yogdunluk oranlari kullanilarak
kromozom 21 Uzerindeki STR lokuslarinin allel sayisi analiz edilir (Celi et al,
1994).

QF-PCR analizi igin 0,54 ml ya da ornegin 1/10’'u kadar amniyon sivisi
alinmasi tavsiye edilir. Ozellikle erken gebelik haftalarinda ve 6rnegin az
oldugu durumlarda karyotip analizini tehlikeye atacak kadar fazla miktarlarin
alinmasi tavsiye edilmez (Mann et al, 2005). Nitekim QF-PCR ile hizli sonug¢
cikarilirken, kulture hicrelerin mevcut oldugu tum vakalarda tam karyotip

analizine devam edilir.

2.5.3.2 Avantajlar

Birgok calisma QF-PCR'in guvenilir, kesin, gug¢li ve mozaik olmayan
trizomi 13, 18, 21 ya da triploidiler i¢in yanhs tani riski olmayan bir teknik
oldugunu kanithyor (Ogilvie et al, 2005). FISH analizi ile karsilastirildiginda
QF-PCR’In klinik uygulamasi, secilmis major kromozom anomalilerini teshis
edebilmesi agisindan ayni sinirlamalara sahiptir. Fakat klinik kullanilabilirligini
artiran birka¢ avantaji vardir (Mann et al, 2004; Cirigliano et al, 2001; Schmidt
et al, 2000). En buylk avantaji, testin ¢ok duyarli olmasi ve hizli
yapilabilmesidir (Adinolfi et al, 1997; Chen et al, 2000; Yoon et al, 2002).
Floresan primerlerle PCR amplifikasyonu hibridizasyondan daha duyarlidir ve
¢ok kuguk miktarlarda DNA ile galigiliyorsa ayni zamanda daha guvenilir ve

tekrarlanabilirdir (Sherlock et al, 1998). Analiz i¢cin 1-2 ml kiltire edilmemis
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amniyon sivisi yeterlidir (Bryndorf et al, 1997). FISH analizi ise genellikle 2-5
ml amniyon sivisi gerektirir (Eiben et al, 1998; Jalal et al, 1998). Test icin az
bir hacme ihtiyag duyulmasi QF-PCR’l, yavas ureyen veya kontamine
sitogenetik kulturler gibi, daha o6nce hizli tani planlanmamig vakalarda da
uygulanabilir kilar. Etkinligi gebelik haftasindan etkilenmez (Cirigliano et al,
2001; Pertl et al, 1999).

Gebelik sonlandiriimasinda yasal sinirlara yakin olan ya da sonraki
klinik uygulamalar icin karar verilmesi gereken ileri gebelik haftasindaki
vakalarda, kromozom 21’in hizli analizi bliyuk éneme sahiptir (Valero et al,
1999). Gunumuzde hizli karyotipleme FBS ve plasenta biyopsisi ile
yapiimaktadir. Ancak bu durumlarda fetal kayip riski arttigindan, trizomi 21’in
hizli prenatal tanisi igin QF-PCR daha guvenilir bir alternatif olabilir (Pertl et
al, 1999; Valero et al, 1999). islemin otomasyonu tek bir teknisyenin sekiz
saatte 20—40 ornegdi birlikte calismasini ve sonuglarin bir gun i¢inde elde
edilmesini kolayca saglamistir (Schmidt et al, 2000; Lee et al, 2004, Valero et
al, 1999). Multikapiller DNA sekans cihazinin olmasi, kullanilan donanima
bagli olarak 96 0&rnegin oldukga dusik bir maliyetle ve es zamanl
cahsilmasini mamkun kilar (Adinolfi et al, 2000, Cirigliano et al, 2004; Mann
et al, 2001; Verma et al, 1998; Pertl et al, 1999). Hatta, acil hastalarda 6rnek
alimini takiben 5 saatten daha az surede sonug alinan galismalar bildirilmistir
(Cirigliano et al, 2001). FISH tekniginde ise bu mumkun degildir; minimum 6
saat suren bir harvest protokoll ve hibridizasyondan sonra (Jalal et al, 1998),
her bir FISH analizi ortalama yarim saat suren yogun bir mikroskobik iglem
gerektirir (Schmidt et al, 2000). FISH analizinin emek yodun ve zaman alici
bir teknik olmasi, fazla sayida 6rnek i¢in uygulanmasini da kisitlamaktadir.

Birkag grup, maternal kan kontaminasyonunun FISH’le andploidi
teshisinde problem teskil ettigini gostermistir (Bryndorf et al, 1997; Eiben et
al, 1998; 1999). Yuksek derecede polimorfik STR belirleyicilerinin kullanimi,
maternal hdcrelerle kontamine oldugu dustnulen érneklerin test edilmesine
olanak saglar. Schmidt (Schmidt et al, 2000) kontamine oldugu dusunulen
orneklerin %98,7’sinde anormal bir STR paterni bulmamistir. Buna gore kanl

amniyon sivi orneklerinde potansiyel bir yanhs tani riskinin QF-PCR’la ¢ok
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dusuk oldugu, boylece kromozom anomalilerinin teshis edilme oraninin arttigi
gorulmektedir-ki bu, yontemin etkinligi ve sonucta klinik kullanilabilirligi i¢in en
onemli faktorddr. Bundan bagka, kontamine vakalarda fetal ve ilgili maternal
kan drneginde STR profillerin es zamanli analizi bize gegerli ve kesin bir bilgi
saglayarak, bu teknigin tanisal degerini guclendirecektir. Bdylece maternal
hidcre kontaminasyonunun elimine edilmesinde dogru bir yorum yapmak
mumkun olacaktir (Yoon et al, 2002; Pertl et al, 1999).

QF-PCR teknigi gergek mozaiklik ile in vitro kudltur sartlarindan
kaynaklanan yalanci-mozaikligin ayrimini yapmadaki zorlugu giderir. Dusuk
seviyede mozaikliki teshis edebilir (Chen et al, 2000). Ayrica, anne kanindan
elde edilen fetal nukleuslu eritrositlerin DNAsi gibi, kuguk miktarlardaki
genetik materyalden analiz yapilmasinda da kullanilabilir (Samura et al,
2001).

FISH, andploidilerin rutin analizi icin ilk sec¢im olabildigi halde, tim
kromozom bolgelerini igeren farkli problar kullaniimadikga, parsiyel
anoploidiler fark edilmeyebilir. Molekuler veriler ise kromozomal kirilma
noktalarini FISH’le oldugundan daha hizli, ve konvensiyonel sitogenetikle
kiyaslandiginda daha kesin olarak ayirt etmeye olanak saglar (Valero et al,
1999). Farkli kromozom 21 bolgelerini kapsayan birka¢ segilmig belirleyicinin
kullanimi parsiyel trizomilerin teshisini de mumkun kilar (Valero et al, 1999;
Bryndorf et al, 1997; Chen et al, 2000; Cirigliano et al, 2004). Bir ¢alismada
21. kromozomun tamamen q kolunda yerlesik 25 belirleyiciyle parsiyel trizomi
21 ve monozomi 21’ler arastirilmistir (Valero et al, 1999).

Amniyon sivi 6rneklerinde ileri gebelik haftalarinda FISH analiziyle elde
edilen ylksek uninformatif oranlar (Bryndorf et al, 1997; D’Alton Valero et al,
1999; 1997; Cirigliano Valero et al, 1999; 2001) QF-PCR’la elde edilmemisgtir.
Pertl, ileri gebelik haftasindaki (>28 hafta) 12 ornekte yaptigi QF-PCR
analizinin tamamini informatif bulnustur. FISH’le olduk¢a yuksek oranlarda
uninformatif sonu¢ elde edilmesinin sebebi tam olarak bilinmemektedir; ileri
gebelik haftalarinda amniyon hucrelerindeki artmis kromatin yikimiyla ilgili
olabilir. QF-PCR analiziyle, ileri gebelik haftalarinda daha yuksek oranlarda
informatif sonuglar alinmistir (Pertl et al, 1999).
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QF-PCR kesin sonug i¢in saf kantitatif 6lgcimlere daha az ihtiya¢ duyan,
yari-kantitatif bir testtir. Degerlendiriimesi kolaydir ve etkinligi gebelik
yasindan etkilenmez (Chen et al, 2000). Bu gibi yaklagimlar, andploidilerin
ana-babaya ait kaynagini ve mayoz- | ve ya mayoz- II'deki genetik
olusumunu es zamanl olarak tespit edebilir (Adinolfi et al, 1997; Valero et al,
1999; Chen et al, 2000; Yoon et al, 2002; Dudarewicz et al, 2005). Ayrica
STR profillerinin analizi, ikiz gebeliklerde zigozitenin degerlendiriimesini de
mumkun kilar (Chen et al, 2000).

Maliyetinin disuk olmasi, sitogenetik analiz tamamlanmadan &nce
ebeveynin endisesini azaltmak igin, bir ilk girisim olarak dusuk riskli
gebeliklerde de uygulanmasini mumkun kilar (Cirigliano et al, 2001; Verma et
al, 1998).

2.5.3.3 Dezavantajlar

Simdiye kadar, STR temelli strateji, andploidilerin molekuler
arastirmalarinda secilen metot olmustur. Ancak bu metodun birkag
dezavantaji da vardir; en buyuk sorun bilgi verici bir polimorfizme olan
ihtiyactir. Coklu sekanslar kullanilirken bile bazi hastalarda bilgi verici
sekanslar bulunmayabilir. Polimorfik lokuslar farkli toplumlarda farkli siklikta
géruldukleri icin, bir toplumda optimal oldugu bulunan polimorfizmler bagka
birinde etkisiz olabilir (Slater et al, 2003). Bu sebeple QF-PCR, hedeflenen
kromozoma Ozgul dizayn edilmig bir belirleyici seti gelistirmeyi gerektirir
(Mann et al, 2001).

Testin diger bir dezavantaji, polimerazin adenin dizisi eklemesi yanlis
uzunlukta Urdnlere dolayisiyla yanhs taniya yol agabilir. Bazi polimorfizmler
bu hataya daha meyillidir ve genellikle daha iyi bir belirleyici ile degistirilirler
(Dudarewicz et al, 2005). TetranUkleotid tekrar belirleyicileri PCR’la Uretilen
stutter bantlari en aza indirgemek icin kullanilir (Elles et al, 2004).

QF-PCR metodu, yalnizca segilmis kromozom anomalilerini tespit
edebilmesi yonuyle FISH’le ayni sinirlamalara sahiptir (Cirigliano et al, 2001).
Ayrica, inversiyonlar, gizli translokasyonlar, klguk duplikasyonlar, delesyonlar

ve insersiyonlar gibi bazi gu¢ fark edilen yapisal kromozom anomalilerini
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teshis etmede yetersiz olabilir (Lee et al, 2004; Levett et al, 2001; Chen et al,
2000, Schmidt et al, 2000).

Bu teknik sonuglarin degerlendiriimesi icin 6zel bir yazilim gerektirir
(Mann et al, 2001).

2.5.3.4 Givenilirligi

Nicolini (Nicolini et al, 2004) prenatal tanida kromozom anomalilerinin
teshisinde QF-PCR’In dogruluguna dair 2004’e kadar yapilan c¢alismalari
gbzden gegirmistir. Tablo 4’te simdiye kadar yayinlanan ve Medline’da yer
alan bu c¢alismalardan trizomi 21e iliskin sonuglari gostermektedir. 13 seriden
ikisi yayinlanmamig ancak Hulte'n (Hulte'n et al, 2003) kisisel iletigsimle alinti
yapmistir ve Curcio et al. serisi ise yalnizca 2004'te Avrupa insan Genetik
Konferansi’nda sunulmustur. Tim 6rneklerde QF-PCR, altin standart olarak
gorulen konvensiyonel sitogenetik analizle kombine olarak kullaniimigtir. QF-
PCR farkh fetal dokularda (amniyon sivisi, koryonik villusler, fetal kan ve
gebelik sonlandiriimalarindan sonra elde edilen fetal dokular) uygulanmistir.
Prenatal oOrneklerden cogunda DNA miktarinin az olmasi testin esas
sinirlamalarindan birini olusturur. Ancak son zamanlarda, analiz edilen
kromozomlarin her biri igin ¢oklu (“multiplex”) PCR kurularak o6rneklerin
arastirilabilmesi galismanin sinirlamalarini elimine etmistir (Andonova et al,
2004). Boylece baslangicgtaki ardisik tek PCR’lara kiyasla analiz zamaninda
ve maliyetinde daha ¢ok azalma saglanmistir.

Tablo 4'de yer alan 13 galismada toplam 22504 o&rnek gobzden
gegcirilmigtir. Segilmis kromozomlarin (13, 18, 21, X ve Y) andploidilerinin QF-
PCR’la teshis oranlari %98,6 bulunmustur. Trizomi 21’li olgular arasinda bu
oranin %99,5 (548/551) oldugu gorulmektedir. Yanls negatiflik orani cinsiyet
kromozom anomalilerinde digerlerine kiyasla daha yuksek bulunmustur
(Nicolini et al, 2004).

Dengesiz yapisal anomali igeren dokuz kromozomdan dordu teshis
edilebilmistir. QF-PCR; dort halka (“ring”) kromozomu (ikisi kromozom 21, ikisi
kromozom 18) ve kromozom 21’e ait bir tane dengesiz translokasyonu teshis
edememigtir. Mozaikliklerin yalnizca %45’ine (anormal hicre oraninin

%30’dan fazla oldugu 6rnekler) dogru olarak tani konmustur.
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Tablo 4: QF-PCR’1 kullanarak trizomi 21’in prenatal tanisina iligkin

calismalarin sonuclari.

[Kullanilan - -
S Teshis edilen trizomi 21 sayisi /
Referans belirleyici _ .
Gergek trizomi 21 sayisi
sayisi
Verma et al, (1998) 2-3 32/33
Pertl et al, (1999a) 4 15/15
Pertl et al, (1999b) 4 2/2
Schmidt et al, (2000) 3 5/5
Levett et al, (2001) 6 57/57
Voglino et al, (2002) 1 110/110
Bili et al, (2002) 5 11/13
Mann et al, (2003)
2-4 189/189
(quoted in Hulte'n et al, 2003)
Cirigliano et al, (2003)
_ 1 58/58
(quoted in Hulte'n et al, 2003)
Leung et al, (2003) 1 24/24
Curcio et al, (2003) 4 26/26
Andonova et al, (2004) 4 8/8
Quaife et al, (2004) 4 11/11

Total

548/551 (%99,46)

Pek cok calisma QF-PCR’la sonuc¢ elde etmedeki basarisizlik oranlarini

bildirmemislerdir. QF-PCR’In tek basina kullaniimasiyla, test edilemeyen

kromozomlar arasinda klinik olarak anlamli kag anomalinin gézden kagtigini
bildiren yalnizca birkag calisma (Pertl et al, 1999b; Schmidt et al, 2000;
Levett et al, 2001; Voglino et al, 2002; Leung et al, 2003; Andonova et al,
2004; Quaife et al, 2004) vardir: Bu verilere gore 9189 6rnek icinde 386’sinda

non-mozaik otozomal kromozomal anomali goérilmus ve bunlarin 26’si teshis

edilememistir. Bu; her 15 anormal karyotipten birinin ve analiz edilen 353
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ornekten birinin tanisinin gézden kacgtigi anlamina gelir. Bu oranlar muhtemel
Uc yorumu akla getirir: Oncelikle; bu g¢alismalar ilk deneyleri iceriyordu, bu
yuzden bazi hatalar yeni galigmalara kiyasla daha az sayida belirleyici
kullanimiyla iligkilendirilebilir. Diger yandan, teknigin daha az Ozellesmis
merkezlere yayllmasindan 6nce elde edilen bu veriler, dogrulugu daha Ustln
olan laboratuarlarda baslatildi.  Son olarak secim kriterleri ¢alismadan
calismaya degisti. Baglica yas acgisindan riskli olan kadinlari igeren serilerde,
sayisal ve yapisal kromozom anomali oraninin, ultrasonografik olarak fetal
anatomik defekt belirlenmesini takiben test edilen kadinlarin galismalarindan
daha dusuk olacagi (bdylece QF-PCR’in dogrulugunun artacagi) kabul
edilebilir. Ancak daha onceki galismalarda, 6zellikle CVS’de mozaiklik orani
daha ylUksek olabilir (bdylece QF-PCR’in dogrulugu duser). Bu dusuncelere
dayanarak, analiz edilen her 6rnekte ve/veya her anomalili dogumda Klinik
olarak anlamli olan tanilarin orani hakkinda dogru bir yarum yapmak igin
bildirilen vaka sayisinin hala ¢ok az oldugu tartigilabilir (Nicolini et al, 2004).
Pek ¢ok calismada; QF-PCR ile elde edilen sonuglarin, altin standart
olan sitogenetik karyotip analiz sonuglariyla buylk oranda tutarl olduklari
goruldugunden, QF-PCR tekniginin zaman kazandirdigi ve trizomi 21’in hizli

tanisi icin kullanilabilecegi onerilir (Hu et al, 2004).

25.3.5 Analiz
Genescan analiz, PCR orneklerinin icerdigi belirli dizilerin miktarini ve

boyunu karsilastirmak icin kullanilan kapiller elektroforez yontemidir(Sekil-5).

GCAT

AANA

KATOT

ANOT

KAPILLER TUP
+ 1

H ORNEK

Sekil 5: Kapiller elektroforez
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Analiz i¢in genetik analizorler (Applied Biosystems [ABI]) kullanilir. ABI
3730’da; Genescan analiz ile bir 6rnekten bes farkli boya icin élgim almak
mumkundur (6-FAM, VIC, NED, PET ve LIZ). Bu nedenle gonderilen
orneklerin 6-FAM, VIC, NED ve ya PET ile igaretlenmis olmasi gereklidir
(Sekil-6). Ayni PCR reaksiyonunda bu dort floresan boya ile isaretli
primerler, multiplex olarak kullanilabilir. Jele yluklenmeden &énce, PCR
urtnlerine deiyonize formamid ve “size standard” eklenir. Her bir jele floresan
olarak isaretli 50-500 bp belirleyici yUklenir. LIZ boyasi ise bu boyut
belirleyicinin analizi i¢in kullanilir. Bdylece 500 baza kadar olan amplikonlar

analiz edilebilir.
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Sekil 6: Floresan Boyalar

Kapiller uzunlugu ve kullanilan polimerler cihazin modeline gore
degiskenlik arz eder. PCR UrUnleri kapiller boyunca yurarken ayrisirlar ve

tekrar uzunluklari floresan pikler olarak goruntilenir. Boyut belirleyiciden

41



yararlanilarak bir standart egri c¢izilir, orneklerin boyutu bu egriye gore
hesaplanir. Hesaplanan bu degerler gergcek degerden 3-5 bazlik farkliliklar
gOsterebilir. Bu durumda, eger analiz boyut tespiti amaciyla yapilacaksa,
standart egri olusturmak igin, o ¢alisma igin hazirlanmis boyutu bilinen PCR
artnlerinin boyut belirleyici olarak kullaniimasi 6nerilir. Diger bir yontem de
sonuglarin bir dizeltme faktoéru ile carpilarak duzeltiimesidir. Analiz, PCR
arinunun miktarini belirlemek amaciyla yapiimissa, kapiller elektroforez
sonucunda olusan piklerin altindaki alan ya da pik yuksekligi élgulmelidir. Her
bir 6rnegdin analizi yaklasik bes dakika surer (Elles et al, 2004, Blake et al,
1999; Grimshaw et al, 2003).

STR Urdnlerinin analizi i¢in kullanilan genetik analizérin 2 bp allel
¢ozunurligu ve pik alani/pik yuksekligi olgimu yapabilecek kapasitede
olmasi gerekir. Daha fazla ¢ézunurlik gerekliyse, POP6 polimer hem 310
hem de 3100 genetik analizorde kullanilabilir. Ancak bu durumda islem daha
uzun surer. Hem elektroforetogram hem pik olgumlerinin analiz edilmesi
onerilir. Pik oOlcumleri cizelgeye aktarilabilir. Verilerin kalitesini garantiye
almak icin en kuglk ve en blyuk pik ylkseklik degerlerinin kullaniimasi
Onerilir. Bunlar genetik analizor'an sartnamesi ile uyum iginde olmalidir.
Mesela ABI 3100 igin, pikleri 6000 floresan Unitenin Uzerinde olan
belirleyicilerin analizin diginda tutulmasi onerilir. Eger surekli ve yaygin olarak
g6zlenen gurultu egrileri varsa Kigisel belirleyiciler basarisiz olarak kabul
edilir (Mann et al, 2005).

Serbest boya pikleri floresan molekullerin isaretli primerlerden ayriimasi
sebebiyle olusur. Bu molekuller, genellikle 180 bp buyuklige kadarki ana
pikler olarak ayrilir ve bdylece allel piklerinden ayirt edilebilirler. Serbest boya
molekullerinin ayrismasi, fragment buUyukltklerine uygun olarak dogrusal
degildir, fakat hem sicakliktan hem de ayirici matriksten etkilenir. -20 °C’de
stoklanmis deiyonize formamidin kullaniimasiyla ve isaretli primerlerin -20
°C’nin yukarisindaki sicakliklara maruziyetini azaltmakla, floresan primerlerin
yikimi en aza indirilebilir. Allel pikleriyle ¢akigsan serbest boya molekullerini

aynistirmak igin farkli bir polimer kullaniimalidir (Elles et al, 2004).
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4000 floresan uniteden daha blyuk allel pik ytkseklikleri analiz edilmez.
CCD (“charge coupled device”) kamera bu sinirda doymus olur ve pik
floresan bu degerin altinda gibi gosterilebilir. Ornek asiri yukli ise, DNA
konsantrasyonundaki farkhliklara uydurmak icin ve amplifikasyona uygun
olarak enjeksiyon suresi azaltilabilir. Bu, kapillere dayali genetik analizérlerin
avantajlarindan biridir, ¢unku tekrar bir enjeksiyon tekrar ornek hazirligi
gerektirmez (Elles et al, 2004).

2.5.3.6 Sonuglarin degerlendirilmesi

Burada listelenen kriterler, karyotip analizi ile teyit edilmis 1200 QF-
PCR testine dayanir (Elles et al, 2004):
»  Segilen polimorfik sekanslar sinirli bir déngu sayisinda ¢ogaltildiktan
sonra, floresan isaretli PCR Uurunleri elektroforez ile analiz edilir. Kopya
sayisinin kantitatif degerlendirmesi, elektroforetogramdaki 6zgul piklerin
egdrileri altinda kalan alanin hesaplanmasiyla yapilabilir (Dudarewicz et al,
2005; Elles et al, 2004). Allel oranlarini hesaplamak igin pik alani
kullanilabildigi gibi, pik yuksekligi ya da her iki dlgum birlikte kullanilabilir.
Ancak bir genetik analizorden elde edilen sonuglar i¢in pik alani kullaniimasi
Onerilir. CUnkU bu seg¢im; genis alan kaplayan alleller sebebiyle olusacak pik
bozukluklarini en aza indirir. POP4 matriksin kullanimi allel ¢ézunarliginde
azalma ile sonuglanabilir. Bu vakalarda pik yuksekligi de olgume eklenebilir.
Boyu daha kisa olan allelin alan/ytksekliginin daha uzun olan allelinkine
boliunmesi onerilir. Normal heterozigotlarda iki pikin floresan yogunluklarinin
orani 0,8-1,4 arasindadir (~1:1, dizomik). Trizomik bir hastada ise, 0,65'ten
daha az ya da 1,8'den daha fazla (~1:2/2:1) oran go6steren iki pik (trizomik
diallelik) ya da floresan yogunlukleri esit (~1:1:1) U¢ pik (trizomik triallelik)
gorulur. Bu sonuglarin tamami bilgi verici (“informatif’) olarak tanimlanir
(Elles et al, 2004; Mann et al, 2005; Pertl et al, 1994, Lee et al, 2004, Adinolfi
et al, 1997; Yoon et al, 2002). Triallelik trizomilerde, trizomi tanisi gavenilirdir.
Bu oranlar ayrismamanin mayoz-I'de oldugunu gosterir. Ebeveynlere ait
kaynak ile, mayotik kaynagin teshisi icin, her iki ebeveynin QF-PCR analizi
gereklidir (Machatkova et al, 2005).
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Allel buyulklik heterojenitesi ve érnek cinsi ve kalitesindeki farkliliklar
sebebiyle, testte diger belirleyicilere kiyasla bir tek belirleyicinin
amplifikasyonu buylk oranda degisebilir. Bu nedenle, kromozom kopya
sayisinin bir gostergesi olarak, belirleyiciler arasinda allel pik alanlarinin
kiyaslanmasi tavsiye edilmez. Ayrica, yalnizca tek bir lokustaki pik alanlari
karsilastirilinca, allel dozaj oranlari PCR’in plato fazinin etkilerine diger dozaj
testlerinden daha esnektir (Elles et al, 2004, Lubin et al, 1991).

Belirleyici bilgi verici degilse, yalnizca bir pik gézlenir ve “uninformatif”
olarak tanimlanir. Bu durum, ayni buyuklikte allel tasiyan iki ya da U¢
kromozomun varhigini gosterebilir. Boylece bu belirleyici ile normal bir érnek
trizomik bir fetusunkinden ayirt edilemez ve bilgi verici, farkli bir allel
kullanarak analizin tekrarlanmasi gerekir (Dudarewicz et al, 2005; Elles et al,
2004). Kullanilan STR belirleyici yiksek derecede polimorfik ise, bir pik veren
yani homozigozite gosteren drnek sayisi az olacaktir (Pertl et al, 1994, Lee et
al, 2004). Normal orneklerin buyuk ¢ogunlugu STR belirleyicilerin her biri icin
heterozigottur (Yoon et al, 2002).

Allel ayriliglarina dayali standart sapma o&lgumleri, veri Kkalitesini
degerlendirmek icin ek bir analiz olarak kullanilabilir. Bu hesaplamalar
allellerin yukseklik ve alan oranlariyla kombine edilebilir (Mann et al, 2005).
24 bp’den daha fazlasiyla ayrilmig olan alleller icin, allel orani 1,5’e kadar
normal kabul edilebilir Tetranukleotid tekrarlar kullanilinca normal sinirlarin
genig tutulmasi gerekir. Bunlar genig bir alanda yerlesmis allellerle
sonuglanabilir (50 bp uzakhga kadar), ve daha kuguk allellerin belirgin bir
sekilde tercihli amplifikasyonu, carpik allel dozaj oranlariyla sonuglanabilir.
Ancak yakin yerlesmis allellerin, daha az allele 6zgul tercihli amplifikasyon
gOstermesi gerekir ve 1,0'a daha yakin dozaj oranlarina sahip olmasi
beklenir (Elles et al, 2004, Dudarewicz et al, 2005).

»  QF-PCR sonuglarini emin olarak degerlendirmek igin, her bir kromozom
icin yUksek derecede heterozigoziteye sahip en az iki informatif STR
belirleyiciye ihtiyagc olmakla beraber, genellikle doért ya da daha fazla
belirleyici kullanilir (Andonova et al, 2004; Toth et al, 1998, Schmidt et al,

2000) (Sekil-7). Bu, primer bolge polmorfizmleri ve/veya somatik tekrar
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degiskenliginin sebep olacagi yanlis tani riskini en aza indirir (Elles et al,
2004).

Her bir kromozom icgin en az iki informatif sekans kullanarak nadir
polimorfik STR duplikasyonlari teshis edilebilir. Bu vakalarda ayni kromozom
icin diger tum belirleyicilerde normal heterozigot profil izlenirken, bir STR igin
trizomik patern izlenmistir. Ayni sonug¢ parsiyel trizomilere (dengesiz
translokasyon gibi) bagli da olusabilir. Her iki ebeveynin ayni belirleyiciyle
analizi nadir kalitsal polimorfizmleri ayirt etmeye olanak saglar.
Mikrosatellitlerdeki submikroskobik duplikasyonlari bulmak, bir tek informatif
STR ile tespit edilen otozomal bir trizomiyi rapor etmedeki risk hakkinda da
uyarici niteliginde olabilir (Machatkova et al, 2005; Cirigliano et al,
2001;2004).

- __ 67.1
3 _._ 76.6
| 85.1
L 8.0
2+4 94.6

1+4  ———sm | 953
g 96.3
2+ —— | 96.7
[+ | 073

1+2 . | 98.3

L3+ | 055
[+ 24— — | 00.2
243+4 ) 100.0
100.0

14243

1+2+3+44 —— 100.0
Sekil 7: Farkli STR belirleyicilerin birlikte kullaniimasi ile elde edilen informatif sonug
yuzdeleri (1-D21S11, 2-D21S1411, 3-D21S1270, 4-D2151440) (Andonova et al, 2004’den

alinmistir)

Mann (Mann et al, 2003) %4.2 CVS o6rnedinde, hucrelerin yalnizca bir
kisminda tek bir STR belirleyici igin dengesiz triallelik patern gostermistir. Bu,
somatik de novo allel olusumunun bir kaniti olarak degerlendirilmigtir.

Cirigliano (Cirigliano et al, 2004) bu orani %0,2 olarak goézlemlemistir. Ancak,



her bir kromozom igin birkag STR belirleyiciyi kullanmakla, bu mutasyonlarin
QF-PCR tanisini etkilemeyecegi vurgulanmistir.

Bir sonucu anormal olarak degerlendirmek igin, diger tum belirleyicilerin
uninformatif olmasina kargi, triallelik genotiple uyumlu en az iki informatif
belirleyici sonucu gereklidir. Yalnizca bir belirleyiciyle gosterilen bir sonucu
anormal olarak degerlendirmek kabul edilemez. Bir sonucu normal olarak
degerlendirmek igin, diger tum belirleyicilerin uninformatif olmasina karsi,
normal diallelik paternle uyumlu en az iki informatif belirleyici sonucu
gereklidir. Ancak, sonu¢ normal diallelik patern gosteriyor ve diger tum
belirleyiciler normal bir kromozom komplemaniyla uyumlu olarak
uninformatifse, raporda sonucun tek belirleyici sonucuna dayandigi ve bu
sonucun teyit edilmesi gerektigi belirtildigi takdirde, tek belirleyici sonuglarini
rapor etmek kabul edilebilir (Mann et al, 2005; Machatkova et al, 2005).

Bir kromozomal andploidiye sahip oldugu bulunan ornekler igin, sonucu

interfaz FISH ya da karyotip analizi gibi bagka bir teknikle teyit etmek de
uygun olabilir (Elles et al, 2004).
»  Allel oranlari yukarida verilen sinirlarin diginda kalan (0,65-0,80 arasi
ile 1,4-1,8 arasindaki degerler) belirleyiciler, trizomiyi géstermeyen extra
piklere sahip herhangi bir belirleyici (pik alanlarinin farkli olmasi gibi) ve
siradigl stutter bantlar gibi nadir 6zellikler sergileyen belirleyiciler ‘yetersiz’
(“inconclusive”) olarak siniflanir. Yetersiz sonuglar genellikle tek belirleyici
analizi kullanilarak tekrar test etmekle ¢ozilebilir (Elles et al, 2004; Mann et
al, 2003).

Primer baglanma bdlgesindeki polimorfizmler sebebiyle olusan carpik
oranlar, PCR’In baglanma (“annealing”) isisini dustrmekle ¢dzulebilir.
Ebeveyne ait DNA’nin analizi de, 6zellikle primer bolge polimorfizmleri ve
tekrar degiskenliginin arastiriimasi icin faydali olabilir (Elles et al, 2004). iki
bp ile ayrnlan allelleri olan dinukleotid tekrar belirleyicilerinin analiz
edilmemesi onerilir. Cunku ‘stutter’ bantlar kisa boydaki allelle birlesip, allel
oranlarini saptirabilir. iki bp’den daha fazlasiyla ayriimis olan alleller icin,
hesaplama oranlarinda stutter pik alanlarini icermesi kabul edilebilir. Tek

kromozom i¢in hem anormal hem normal allel paternleri elde edilirse,
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devaminda calisma yapilmaksizin sonucu normal ya da anormal olarak
degerlendirmek kabul edilemez. Bu sonuglar; primer baglanma bdlgesi
polimorfizmleri sebebiyle olabilecegdi gibi, somatik mikrosatellit mutasyonlarin
goOstergesi de olabilir (Mann et al, 2003), ya da parsiyel kromozom

dengesizliklerini de (submikroskobik olabilir) gosterebilir (Mann et al, 2005).

2.6 STR Polimorfizmleri

Kisa tandem tekrarlari (“Small Tandem Repeats”, STR) olarak da
bilinen mikrosatellit DNA’lar; hlicresel fonksiyonlari kodlayan DNA sekanslari
arasinda dagitilmig 1—6 bp’lik ardi ardina tekrarlayan DNA dizi kimeleridir.
En sik mono ve dinukleotidlik tekrarlara rastlaniimaktadir (Hearne et al, 1992;
Wooster et al, 1994). Genomun %0,5’ini teskil eden ve yuksek polimorfizm
gosteren CA ile %0,3’Unu teskil eden AT tekrarlari oldukga sik gézlenmekte
iken GC tekrarlari daha nadirdir. Genomun %0,2’sini olusturan CT/AG
tekrarlari da sik gorulmektedir ve ortalama her 50 kb’de bir izlenir. CG/GC
tekrarlari nadirdir (Hearne et al, 1992). Mikrosatellit diziler genetik haritalama,
klonlama, klonite tayini, LOH calismalari ve kanser arastirmalarinda dnemli
bir yere sahiptir (Keagle et al, 1999; Strachan et al, 1996, Vogel et al, 1997).
STR’ler ginumuzde adli DNA testlerinde de en sik kullanilan DNA tipidir.

STR; kisa, tekrarlayan herhangi bir DNA sekansini tarif eden genel bir
terimdir. Tam olarak bilinmeyen sebeplerle, en azindan bazi STR lokuslari
icin, tekrarlayan Unitelerin sayisi bir allelden digerine degisir (Utah Marker
Development Group, 1995). Mesela D21S1411 lokusunda bulunan “ATGG
ATGG ATGG ATGG ATGG” DNA sekansi, dort bazdan ibaret tekrar motifine
sahip (tetranikleotid tekrar) bir STR’dir. STR’nin  uzunlugu gen
transkripsiyonunu etkileyebilir ki bu da farkli fenotiplerin olusmasi demektir
(Tran et al, 2004). Bu nedenle STR’ler insan genomunda polimorfik
belirleyiciler olarak andploidilerin tanisinda da yaygin bir sekilde kullanilirlar
(Yoon et al, 2002).

PCR destekli STR tiplemesini anlamak icin, boyle PCR’larin nasil
tasarlandigini kisaca gdézden gegirmek faydali olur: Promega ve PE, ‘Applied
Biosystem’ test kitleri gcogunlukla farkli primerler kullanirlar. Mesela upstream

primer, ¢cogaltacagimiz sekansin 100 baz yukarisindaki DNA’y1, downstream
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primer de benzer sekilde daha asagidaki DNA'yl taniyacak sekilde dizayn
edilebilir. Primerlerin bu dizaynla daha ileri yerlestiriimeleri, STR’In yakinina
yerlestirilen primerlerden daha uzun olan tum STR allellerini (varyasyonlar)
gorunur kilabilir. Primerlerin baglandigi yer, inceledigimiz bolgeyi tarif eder. O
halde STR’lerdeki degisikliklere bagl olarak, bu bdlge kigsiler arasinda
degisecektir (http.//www.biotechnology.uwc.ac.za).

PCR’la kisiye ait STR'In pek ¢ok kopyasi elde edildikten sonra, bir
elektroforetik jelde Urtnler buyudkliklerine gore ayrilir. Jel diz olabilir ya da
kapiller adi verilen ve bitiminde bir dedektér bulunan yuvarlak bir tlpte
olabilir. Tipik diz jel “agaroz jel elektroforezi” bashigl altinda kisaca
anlatilmistir. Tipik duz jel STR sonuglari soyle gorundar:

Siyah cubuklar bant olarak adlandirilir. Her bir bantta, PCR’la Uretilen
ayni buyuklikteki ¢cok miktarda DNA molekili toplanir. Jel daha kiguk DNA
molekdllerini, daha buyuk olanlardan ayirir. Jelin sonuna yakin daha
asagidaki bantlar, tepeye yakin olanlardan daha kuguktur (boyu daha kisa
olan DNA fragmenleridir). Tek bir kisi igin, her bir lokusta normalde iki allel
vardir. Bu alleller farkli (heterozigot) ya da ayni (homozigot) olabilir.

STR’ler golge ("stutter, shadow”) bantlar adi verilen bir artefakta
meyillidirler. Stutter bantlar; gercek allel boyutundan daha kuguk, 1-3 tekrar
uniteleri olan cogaltilmis sekanslardir (Elles et al, 2004). Bunlarin, PCR
islemi sirasinda kaydedilenin digindaki kagak DNA tekrarlar sebebiyle
oldugu duasundlur. Bunlar, genellikle bir tekrar uzunlugunda esas banttan
daha kuguk, sahte PCR urUnleridir. Tekrarnukleotid alleller gozle gorulir
birkag stutter bant gosterebilirler ve yalnizca esas allel piki isaretlidir. Ancak
bazi mikrosatellit belirleyiciler (D21S1270 gibi) hem tetranukleotid hem de
dinukleotid tekrarlarin bir karigimini icerir ve anlaml stutter bantlar
olustururlar. D21S1270 gibi daha buyuk alleller, muhtemelen daha uzun
tekrarlar sebebiyle, daha kiguk allellerden daha anlaml stutter etkiler
gosterirler. En azindan ilk stutter piki ve icerdigi pik alani élgimudnd anlamak
gereklidir (Elles et al, 2004). Asil problem; parlaklidi yogun olan bantlarin,
stutter sebebiyle mi yoksa bir karigimin varligi sebebiyle mi oldugunu ayirt

etmenin olanaksiz kadar zor olmasidir. Stutter bantlar tahminen esas banttan
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daha asagida (daha klguk oldugu icin) olmasi gerekirken, siklikla yaygin
alleller ile hiza yaparlar (Sekil-8).

Gunumuzde STR belirleme/tipleme planlarinin bazilari, duz jellerin
yerine kapiller adi verilen ince tupleri kullanir. Kapiller kullanildigi zaman,
sonugclar genellikle grafik Gzerinde egriler olarak gdsterilir. Boyle grafiksel
egriler Uzerinde, stutter bantlar daha klguk pikler olarak (solda) gértnurken,
her bir esas STR Urunu buyuk bir pik olarak gorunecektir. Bu egri oruntuleri
elektroforetogram olarak adlandirilir. Bu verilere sayisal veriler eglik edebilir.
Sayisal veriler; olgtlmuas her bir PCR Grandndn, yogunlugunu (pik yuksekligi)
ve hesaplanmis allel buyUklGginl go6sterir. Sayisal veriler sonuglarin

kalitesini belilemede 6nemli olabilir.
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Sekil 8: Stutter bantlarin jel ve elektroforetogram gériintiileri

Yukaridaki iki figir STR sonuglarinin sunulmasinda bazi alternatif
yollar oldugunu gostermigtir. Kullanilan donanima gore, egriler jel disina

cikan bantlarin yerini veya jel icindeki yerlesimini gosterir. Daha buyuk DNA
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parcalari sagda ve daha kuguk olanlar soldadir. Pik yukseklik oranlari, stutter
pikleri kolayca ayirt etmeye olanak saglar. Piklerin ne kadar yuksek ya da ne
kadar duguk olabilecegi konusunda, egik deger (“threshold”) adi verilen
Onerilmis standartlar vardir. Bir bandin stutter sebebiyle olmadigini (ve
bdylece bir karigimin goétergesi oldugunu) dusinmek igin esik deger
laboratuara 6zgll olmakla beraber, genellikle yakinindaki buyik bandin %5-
15’idir.

PCR’a dayali test, ¢cok kiguk DNA miktarlarini gogaltmanin ginimuzde
tek hizh yontemi oldugu igin, potansiyel olarak faydalidir. Ancak, PCR’a
dayali metotlarin kontaminasyona siddetle duyarl oldugunu ve asiri dikkatle
yorumlanmasi gerektigini fark etmek onemlidir. Bazi STR tipleme
sistemleriyle olusturulan benzer olasiliklar asiri derecede nicelik igerebilir,
hatta mutlak bir sonug izlenimi verebilir. Bilimsel katilik genellikle, laboratuar
hata oranlari ve teknik sinirlamalar dahil test ettigi butin yaklagimlari hesaba
katan bir kontekstte asiri nicel bilginin yer almasini gerektirir

(http://www.scientific.org/tutorials/articles).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 Doku Ornekleri:
Bu calismada Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Biyoloji ve

Genetik Anabilim Dali Prenatal Tani Laboratuarina rutin olarak basvuran
hastalarin amniyon sivilari kullanildi. Ayrica bu hastalar ile, ayni birime gelen
bir CVS materyalinin kiltlre edilmis hicreleri ve daha 6nce trizomi 21 tanisi
konmus dort cocugun kanlari kullanildi.

Prenatal Tani Laboratuarina basvuran 224 hastanin amniyon
sivisinda total ve canli hicre sayimi yapildi. Bulunan degerler gebelik
haftalari ve 6n tanilariyla birlikte kaydedildi.

Bir CVS, 130 amniyosit hiucre kuilturd olmak Uzere 131 materyalin,
karyotip analiz sonucu rapor edildikten sonra, kultire edilmis hucreleri ile,
daha o6nce trizomi 21 tanisi konmus dort ¢ocuga ait kan 6rnedgi DNA

extraksiyonu igin kullanildi.

3.2 Hiicre Sayimi:

Amniyosentez laboratuarina rutin olarak basvuran 142 hastanin 0,5 ml
amniyon sivilarindan ve sitogenetik karyotip analizi tamamlanmig hastalarin
25 cm? tek tabaka (monolayer) kiiltiirlerinden (DNA elde edecegimiz hiicre
sayisini belirlemek igin) olmak Uzere iki tip 6érnekten hicre sayimi yapildi.
Hucre sayimi hemositometre ile hucre sayimi protokoline uygun olarak
yapildi:

» Hucreleri Hazirlama:

« Amniyon sivisindan:

v" 20 ml amniyon sivisi 10 ml'lik steril tliplere bolindu.
v Bu tupler 1200 rpm’de 10 dk santriflj edildi.
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v Santrifijden sonra Ust faz atildi, (izerine 5 ml ortam kondu, iki
tUpteki pelletler suspanse edildi ve birlestirildi.

v" Homojenize iken 0,5 ml sayim igin alind1.

% Kdltirden":

v Flasktaki tim ortam cekildi.

v" 3 ml Hank dengeli tuz ¢ozeltisi (HBSS) (Ca, Mg'suz) ile yikama
yapildi.

v' TUm g¢ozeltiler flasktan cekildi.

v" Onceden 37 °C’ye getirilmis 1 ml Tripsin-EDTA flaska kondu.

v' 37 °C’deki CO'li etiivde 1-2 dk bekletildi.

v' Hucrelerin  yizeyden ayrilmasi ters-bakish  (“inverted”)
mikroskopta kontrol edildi.

v Flaskin igerisine 2 ml ortam eklenerek kalkan hicreler steril tlipe
alindi (serum tripsin aktivitesini inhibe eder), 1.5 ml ortam ile ikinci kez flask
yikandi ve ayni tipe kondu.

v Steril tipe alinan tripsinli ortamdaki hiicreler 1200 rpm’de 10 dk
santrifij edildi.

v' Santrifiijden sonra Ust faz atildi, izerine en az 1x 10° / ml hicre
elde edecek kadar ortam kondu.

v Sispande edilip bir mikrotlpe transfer edildi.

Kanser hicreleri ya da hucre hatlari gibi hizli ¢ogalan hucrelerle
cahsildigi zaman; santrifijleme asamasina gerek duymaksizin tripsinize
monolayer, ortamla resuspande edildikten sonra (yine en az 1x10° / ml hiicre
elde edecek kadar ortamla resuspande edilmeli) hicre sayimi i¢in 0,5 ml
ornek bir mikrotupe alinir.
®» Preparat Hazirlama:

v' Lamin yizeyi %70’lik alkolle temizlendi.

v' Lamel de temizlendi ve sayim alaninin Gzerine kapatildi (Lam

Uzerinde sayim alaninin yanindaki satunlar hafif islatilarak lamelin yapismasi

' Amniositler gibi yavas ve az (ireyen hiicrelerde bu protokol uygulanmasinin nedeni,
santrifiijden sonra 1 veya 2 ml gibi az besiyeri ile siispande ederek mI'de en az 1x 10° hiicre
elde edebilmektir.
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saglanir. Lamelin tam oturup oturmadigi bu alanda olusan gokkusagi
renklerinden anlasilir).
» Boya Hazirlama:

v" 0.4 ml trypan blue + 0.6 ml HBSS
» Once 0,5 ml érnekten direk sayim yapildi. Sonra bu érnek 600 g’de 5 dk
santrifij edilip Uzerindeki 400 ul stpernatan atildi. Kalan 100 ul'ye 100 pl
seyreltik trypan blue ilave edildi (nihai seyreltme katsayisi 2/5 oldu). Hucre
yogunluguna goére ornekler bazen 250 pl'ye konsantre edildi, bazen hig
konsantre edilmedi. Ancak her durumda érnekle esit miktarda seyreltik trypan
blue ilave edildi. Hesaplamalar da bunlara goére yapildi. Herhangi bir
kiimelesmeyi, yigini dnlemek, hiicreleri dagitmak igin siddetli pipetaj yapildi?.
®» Hucre suspansiyonu derhal hemositometre odaciginin kenarina transfer
edildi (10 pl) ve pipetten bosaltildi®. Hemositometre iki odacikli oldugu icin
pipet tekrar ylklendi ve 2. odacik dolduruldu (10 pl). Kapillarite ile lamelin
altina cekildi.
®» Preparat mikroskop asamasina aktarildi (Sekil-9).

v" 10X objektif secildi. Gérebilecegimiz en genis alan 3 paralel gizgi
ile sinirlidir ve bu alan 1 mm?dir.

v" Bu 1 mm? alandaki hiicreler sayildi. Sayimi kolaylastirmak igin bu
alan 4X4 daha kuguk alana bolunmuagtur. Ayni hdcreyi iki kez saymaktan
kaginmak icin her bir karenin Ust ve sol gizgileri Gzerine gelen hucreler
sayildi, alt ve sag cizgiler Uzerine gelenler saylimadi.

v Cok az hiicre olunca (100¢/mm2) merkezi karenin etrafindaki
kareler de (her biri 1 mm?) sayildi. Ortalamalari alind.

®» Preparatin ikinci odaciginda da ayni sayim yapildi.

? Pastor pipetiyle calisma hiicre kaybina sebep olacagindan mikropipetle érnek alinmasi
tavsiye edilir.
3 Hiicreler tiipte ve pipette birkag saniyede kiimelestikleri icin, hizli galigiimali.
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Sekil 9: Neubauer Hemositometre

» Analiz:
v Iki sayimin ortalamasi hesaplandi ve ¢ = ”V formUll kullanilarak

ornegdin konsantrasyonu bulundu. Burada:
¢ — Hucre konsantrasyonu (htcreler/ml)
n — Sayilan hicre sayisi
v — Hesaplanmis hacim (ml)
v Duzeltilmis Neubauer preparati icin odacigin derinligi 0,1 mm ve
yalnizca merkezdeki 1 mm?nin kullanildigi farzedilirse v=0.1 mm?®, ya da

1x10™ ml. O zaman formiil séyle olur:
c:%0,4 yada c=nx10"

v Hiicre konsantrasyonu yiiksek ise ve yalnizca merkezdeki 1 mm?
ile koselerdeki kareler sayildiysa (totalin 1/5'i) bu esitlik soyle olur:
c=nx5x10*

v Hiicre konsantrasyonu diisiik ise ve merkezdeki 1 mm? ile birlikte

diger 8 tane 1 mm? sayiimissa (totalde 9 kare eder) bu ifade sdyle olur:

C:nxlo%
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v' Buradaki hesaplamalar 6lgiim boyayla yapildigi zaman dillisyon
oranlyla ve ornegin toplam hacmiyle ¢arpilarak total hicre sayisina ulagilir.
v" Bu prensipler dogrultusunda ml’deki hicre sayisini hesaplamak

icin kullanilan formuller asagida siralanmistir;

=  Ornek 500 ul'den 100 pl’ye konsantre edilmisse; ¢ =X 2X10%

= Ornek 500 pl'den 250 pl'ye konsantre edilmisse; ¢ =nx10*,

= Ornek hic konsantre edilmemisse; ¢ =nx2x10*

v' Elde ettigimiz bu deger bize bir ml slspansiyondaki hicre
sayisini verir. 20 ml amniyon drnegindeki total hicrenin 5 ml sispansiyonda
oldugunu hatirlarsak bir ml amniyon sivisindaki hicre sayisini bulmak igin
bulunan bu deger 5’le carpilip 20’ye bolunar.

Hemositometri sayimi ucuzdur ve bize saydigimiz seyi gorme firsati
verir.

Hucreler esit hacimde bir viabilite boyasi ile karistirildidi icin burada
ayni zamanda hucrelerin viabilite tespiti de yapilmigtir. Canli hicreler boyasiz
ve seffaf gorunurler, etraflarinda 15131 kiran bir halka vardir. Cansiz hucreler
boyay! aldiklari igin trypan blue ile mavi gorunurler ve refraktil halkalari
yoktur.

Bu igslemde hatalarin gogu yanlis orneklemeden ve hucrelerin odaciga
transferinden kaynaklanir. Ornek almadan 6nce, hiicre siispansiyonunun
uygun bir sekilde karistigindan emin olunmali ve odaciga transfer etmeden
once pipetin ucunda hucrelerin yapismalarina ya da kiime olusturmalarina

firsat veriimemelidir.

3.3 Hiicre Elde Edilmesi:

Karyotip analizi tamamlanmis 1 CVS ve 130 amniyon hicre kuiltari
olmak Uzere 131 materyalin flasklarindan asagidaki iglemlerle hicre pelleti
elde edildi:

» Flasktaki tim ortam cekildi.

» 3 ml Hank dengeli tuz ¢ozeltisi (Ca, Mg’'suz) ile yikama yapildi.
» Tum ¢Ozeltiler flasktan gekildi.

> Onceden 37°C'ye getirilmis 1 ml Tripsin-EDTA flaska kondu.
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» 37°C’deki CO.'li etlivde 1-2 dk bekletildi.

» Hucrelerin kalkip kalkmadi ters-bakisli mikroskopta kontrol edildi.

» Flaskin icerisine 2 ml ortam eklenerek kalkan hucreler steril tlipe
alindi. 1,5 ml ortam ile ikinci kez flask yikandi ve ayni tipe kondu.

» Steril tupe alinan tripsinli ortamdaki hicreler 1200 rpm’'de 10 dk
santrifdj edildi.

» Santrifljden sonra Ust faz atildi, Uzerine 1 ml ortam kondu, suspanse
edilip bir mikrotlpe transfer edildi.

» Mikrosantrifljde (Tablo—14) 600g’de 5 dk cevrildi.

» Sulpernatan atildi, elde edilen hiicre pelleti DNA izolasyonu igin
kullanildi.

3.4 Hiicre Dondurma:

Karyotip analizi tamamlanmis hastalardan Down sendromu tanisi
konanlarin kiltiirlerinden 75 cm? flaska pasaj yapildi. 25 cm? flasktaki
kiiltirden elde edilen hiicre pelleti DNA izolasyonu igin kullanildi, 75 cm?
flasktaki kultirden elde edilen hicreler ise donduruldu. Bunun igin 6nce
dondurma ortami hazirlandi:

» %10 DMSO (dimethyl sulfoxide)

> %40 Besiyeri (Bio AMF)

» %50 Serum (PBS)

Bunlar calkalanmadan karistirildi.  Sonra yukaridaki iglemlerle
dondurulacak hucreler elde edildi;

» Santrifljden sonra Ust faz atildi, Gzerine 1 ml dondurma ortamindan
kondu, suspanse edilip bir cryobox’a kondu.

> Cryobox 6nce 2 saat -20°C’de birakild.

> Sonra -80°C’de stoklandl.

3.5 DNA izolasyonu:

Kulturlerden elde edilen hicre pelletlerinden ve dort hastanin kanindan
DNA izole edildi. Bunun i¢cin DNA izolasyon kiti (Bkz: 3—11) kullanildi.
» Amniyositlerden DNA izolasyonu igin kullanilan kit protokolinin

optimizasyon g¢aligsmalari ile modifiye edilmis sekli agagidaki gibidir:
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1. Uygun bir tupe lizis tampondan asagidaki hacimde alindi:

Ornek miktari

1x10° hiicre

2x10° hiicre

Volim

200

400 i

2. Lizis tampona steril, ¢ift distile su eklendi ve karistirildi:

Ornek miktari

1x10° hiicre

2x10° hiicre

Volim

200 pl

400 pl

3. Hucre pelletine bu ¢ozelti eklendi ve siddetli vortexlendi.

4. Proteinaz K eklendi ve 10 sn sureyle iki kez vortexlendi.

Ornek miktari

1x10° hiicre

2x10° hiicre

Volum

20 yl

40 yl

5. MGP tabletlerinden eklendi ve 10 sn vortexlendi.:

Ornek miktari

1x10° hiicre

2x10° hiicre

Volim

1 tablet

2 tablet

Hibridizasyon firininda (Tablo—14) kendi sabit hizinda 20°C’de 15 dk
inkGibe edildi.
6. Bir manyetik partikul ayiricida (Tablo—14) MGP 5 dk ayrigtirildi ve
supernatan atildi. Ayrilmis MGP, her ml’'si 2ul RNaz igeren ylkama
tamponunda pipetaj ile suspande edildi.

Ornek miktari 1x10° hiicre 2x10° hiicre
Volim 0.5 ml 1 ml

15 dk 37°C’de inkiibe edildi* ve MGP bir manyetik partikiil ayiricida 5

dk ayristirildi ve sUpernatan atildi.

7. Yikama tamponu kullanilarak MGP iki kez yikandi. Yikama
basamaklari agagidaki gibi yapildi:
Ayrilmis MGP tablodaki miktarda yikama tamponuyla stispande edildi:

Ornek miktari 1x10° hiicre 2x10° hiicre
Volim 0.5 ml 1 ml

Daha sonra MGP bir manyetik partikil ayiricida 5 dk ayristirildi ve

supernatan atildi.

* Inkiibasyon basamagindan sonra tiipiin kapaginda damlaciklar olabilir, bu yiizden énceki
yikama igin 8rnegi taze bir tlipe transfer etmek tavsiye edilir.
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8. MGP asagidaki miktarlarda elisyon tamponunda resispande edildi:

Ornek miktari 1x10° hiicre 2x10° hiicre
Voliim 100 pl 200 pl

Hibridizasyon firininda kendi sabit hizinda 70°C’de 30 dk inkiibe edildi
ve son olarak mikrosantrifijde 12000 g’de 10 dk santrifljleyerek MGP
ayristirildi ve supernatan alindi.

» Kandan DNA izolasyonu igin hastalardan ikiser ml kan alindi.
Calisma icin 200 pl kullanildi. Kullanilan kit protokoll ise asagidaki gibi
uygulandi:

1. Uygun bir tupe kan koyuldu ve 20 ul Proteinaz K eklendi. Pipetaj
yaparak karigtirildi.

2. 200 pl lizis tampon eklendi ve hemen 10 sn vortexlendi.

3. 1 tane MGP tableti eklendi, 10 sn vortexlendi. Hibridizasyon firininda
kendi sabit hizinda 20°C’de 15 dk inkilbe edildi.

4. Bir manyetik partikul ayiricida MGP 5 dk ayristirildi ve supernatan
atildi.

MGP, yikama tamponu kullanilarak U¢ kez yikandi. Yikama
basamaklari asagidaki gibi yapildi:

Ayrilmis MGP 0,5 ml yikama tamponuyla suspande edildi. Sonra bir
manyetik partikil ayiricida 5 dk ayristirildi ve sipernatan atildi.

5. MGP 100 pl elisyon tamponunda resuspande edildi.

Hibridizasyon firininda kendi sabit hizinda 70°C’de 30 dk inklbe edildi
ve son olarak mikrosantrifijde 12000 g’de 10 dk santrifUjleyerek MGP
ayristirildi ve stpernatan alindi.

Elde edilen tiim DNA’lar -20°C’de stokland.

Kulturlerden elde edilen hucrelerden seri dilisyonlar yapiimasi ve her
bir dilusyon orneginden DNA izolasyonu yapilmasi hedeflenmisti. Ancak DNA
izolasyon kit protokolii en az 1x10° hiicreden izolasyona olanak tanidigindan

bu dilusyonlar gergeklestiriimedi.
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3.6 DNA izolasyon Kontrolleri:
Orneklerdeki DNA miktari dlglimii spektrofotometrede (Tablo—14) (260 /

280 / 320 nm’lerde) absorbans dl¢imu ile belirlendi. 260 nm’deki absorbans
(A260nm) ile 320 nm’deki absorbans (A320nm) arasindaki fark dilisyon
faktora ve 50 pg/ml ile garpilarak DNA derisimi hesaplandi. DNA'nin safligi
ise A260nm-320nm / A280nm-320nm orani alinarak belirlendi. DNA
izolasyonu igin optimizasyon ¢alismalari yapilirken bu oranin 1.8£0.1 olmasi
hedeflendi.

izole DNA'nin kirik olup olmadiginin (intakt) ve/veya kirilma diizeyinin
belirlenmesi amaci ile 6rnekler %1’lik 0,5 pyg/ml EtBr igceren agaroz jelde
0.5xTBE (“Tris Buffer EDTA”) tamponunda 80 volt 25 amp sabit gugte 1,5
saat yurutuldi. Ornekler jele, 9 pl 6rnek 1,5 pl yiikleme tamponu orani ile
yuklendi (Bkz: 3—11).

3.7 Polimeraz Zincir Reaksiyonlari:

izolasyonu ve agaroz jel elektroforezinde degerlendirmesi yapilan kalip
DNA'lar mikrosatellit belirleyici bolgelerine 6zgul floresan isaretli primer ciftleri
ile PCR’a tabi tutuldu.

Tablo 5: Mikrosatellit belirleyicilerin karsilagtirmasi

Belirleyici Yerlesim Heterozigozite Tekrar Boyut Araligi
(bp)
D21S11-F, -R 219211 0.9 Tetra 225-280
D21S1411-F, -R 21922.3 0.933 Tetra 256-340
D21S1270-F, -R  21921-g22.1 0.83 Tetra 174-198
0.86 285-340

Kullanilan her bir belirleyiciye ait PCR kosullari su sekildedir:
+ D21S1270 PCR:

D21S1270 lokus amplifikasyonu igin 187 bp bdlgeyi sinirlandiran
asagidaki primer dizisi kullanildi (GDB; Andonova et al, 2004; Mann et al, 2001):
D21S1270 (F) 5...TET-CCC ACT GTATTATTC AGG GC...3
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D21S1270 (R) 5...ACA CAC ACA CAC ACACAT GC...3

Forward Primer yesil renkli bir floresan boya olan TET ile isaretlettirildi.
D21S1270 primerleri i¢cin (Roche-TIB Molbiol, Germany) Tm degeri asagidaki
formiile gére hesaplanmis olup 60°C’dir (Temizkan ve ark, Temizkan):

Tm=4(G+C) + 2(A+T)

D21S1270 forward ve reverse primerler 50 ser pyl dH,O (Bkz: 3—11,
DNaz RNaz free dH;0O) ile sulandirlarak 100 uM (100 pmol/ul)
konsantrasyonda ana stoklar hazirlandi. Buradan 25 pM konsantrasyonda
ara stoklar hazirlanarak primer optimizasyonu i¢in kullanildi.

Primer optimizasyonu 25 uM, 15 uM, 10 pM miktarlar denenerek
toplam 25 pllik hacimde yapildi. Optimal annealing sicakligini ve MgCl,
konsantrasyonunu bulmak icin 55 °C, 57 °C, 58 °C, 60 °C, 62 °C ile 1 mM,
1.2 mM, 1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM MgCl, denenmisgtir.

PCR asagidaki kosullar ve son konsantrasyonlarla gergeklestirildi:
Tablo 6: D21S1270 igin PCR Profili:

Dongu

_ sayisi
94°C ilk denaturasyon 1

Sicaklik Asama

94°C Denaturasyon
57°C Tutunma 30
72°C Uzama

| 72°C 5 dk Son uzama 1 |

Tablo 7: D2151270 icin PCR’da kullanilan bilesenler ve son konsantrasyonlari:

Bilesenler Eklenen Miktarlar Son Konsantrasyon

10x PCR Tamponu 2.5yl 1x

2 mM dNTP Karigimi 2.5 pl 200 uM
25 mM MgCl, 1.2 1.2 mM
Forward Primer 0.4 ul 10 pmol

Reverse Primer 0.4 pl 10 pmol
Taq DNA Polimeraz 0.2 ul 1 Unite
(Fermentas)
Kalip DNA 1-4 pl 140-220 ng
dH,0O Tamamlayacak kadar
TOPLAM 25 ul

D21S1270 belirleyiciyi icin optimize edilen bu kosullarda 1, 4, 9, 31, 38,
40, 43, 64 no’lu DNA orneklerinin PCR reaksiyonu kuruldu. PCR islemi
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otomatik sicaklik donglsu saglayan alette (Tablo—14, Thermal Cycler)

yapildi.

+« D21S11 PCR:

242 bp’lik D21S11 lokusunun amplifikasyonu igin;

D21S11(F) 5...ATATGTGAGTCAATTCCCCAAG...3

D21S11(R) 5'...6-TAMRA-GTATTAGTCAATGTTCTCCAG...3
primerleri kullanildi (GDB; Schmidt et al, 2000; Pertlet al, 1996; Blake et al,
1999; Yoon et al, 2002). Reverse primer kirmizi renkli TAMRA floresan boya
ile igaretlidir. Primerlerin yukaridaki formule gore hesaplanmis Tm degerleri
sirasiyla 62 °C ve 60 °C'dir.

D21S11 forward ve reverse primerlerin 100 pM (100 pmol/ul)
konsantrasyonda ana stoklarini hazirlamak igin sirasiyla 50 pl ve 44 ul DNaz
RNaz free dH,O kullanildi. Buradan yine 25 uM konsantrasyonda ara stoklar
hazirlanarak primer optimizasyonu igin kullanildi.

Optimal annealing sicakligini ve MgCl, konsantrasyonunu bulmak igin
50 °C, 58 °C, 60 °C ile 1.2 mM, 1.5 mM MgCl, denenmistir. Ayrica
denaturasyon ve annealing surelerinde degisiklikler yapilarak D21S11 primer
optimizasyonu asagidaki kosullarda ve ilk denaturasyon basamagindan
sonra hot start teknik uygulayarak saglanabilmigtir:

Tablo 8: D21S11 igin PCR Profili:

Dongii
_ sayisli
llk denaturasyon 1

Asama

Denaturasyon
Tutunma
Uzama

Son uzama

Tablo 9: D21S511 igin PCR’da kullanilan bilesenler ve son konsantrasyonlari:

Y |
Bilesenler Eklenen Miktarlar Son Konsantrasyon

10x PCR Tamponu 2.5 ul 1x

2 mM dNTP Karisimi 2.5yl 200 uM
25 mM MgCl, 1.2 1.2 mM
Forward Primer 0.4 pl 10 pmol
Reverse Primer 0.4 ul 10 pmol

Taq DNA Polimeraz 0.2yl 1 Unite
(Fermentas)

Kalip DNA 0.4-6 pl 50-75 ng
dH,0O Tamamlayacak kadar

TOPLAM 25 pl
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D21S11 belirleyici icin optimize edilen bu kosullarda, tim DNA
orneklerinin PCR reaksiyonu kuruldu. Ayni sartlar hot start reaksiyon mixi

(Bkz: 3—11) kullanilarak uygulandi. Ancak PCR urunu elde edilemedi.
+ D21S1411 PCR:

D21S1411 primerleri ile 298 bp’lik amplifikasyon yapiimaktadir. Bu
lokus i¢in kullanilan primerler (GDB; Cirigliano et al, 2001; Adinolfi et al, 1997;
Sherlock et al, 1998; Schmidt et al, 2000; Pertl et al, 1996; 1997):

D21S1411 (F) 5'...6-FAM-ATGATGAATGCATAGATGGATG...3

D21S1411 (R) 5...AATGTGTGTCCTTCCAGGC...3

Forward primer mavi renkli 6-FAM floresan boya ile isaretlidir.
Primerlerin 4(G+C) + 2(A+T) formuline gore hesaplanmis Tm degerleri
sirasiyla 60 °C ve 58 °C'dir.

D21S1411 forward ve reverse primerlerin sirasiyla 38 ul ve 50 ul dH,O
kullanilarak 100 uM (100 pmol/ul) konsantrasyonda ana stoklari hazirlandi.
Buradan 25 pM konsantrasyonda ara stoklar hazirlanarak optimizasyon
calismalari icin kullanildi.

D21S1411 primer optimizasyonu asagidaki 2 kosulda saglanabilmigtir:

Tablo 10: D21S1411 icin Master Mix ile PCR Profili:

Dongu
_ sayisli
llk denaturasyon 1

Asama

Denaturasyon

Tutunma 30
Uzama

Son uzama 1

Tablo 11: D21S1411 igin Master Mix ile PCR’da kullanilan bilegsenler ve son
konsantrasyonlari:

Bilesenler Eklenen Miktarlar Son Konsantrasyon
10x Master Mix* 2.5l

25 mM MgCl, 1 ul

Forward Primer 0.4 pl

Reverse Primer 0.4 pl

Kalip DNA 1-4 ul

dH,0O Tamamlayacak kadar
TOPLAM 25 yl

*Master mix 10 mM MgCl, igermektedir.
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Master mix ile optimize edilen kosullarda tum oOrneklerle sonug
alinamadigindan, kalan orneklerin PCR’I asagidaki sartlarda ve hot start
olarak kurulmustur. Hot start PCR, reaksiyon duyarliigini artirmak, 6zgul
olmayan PCR drunlerini azaltmak ve PCR verimini artirmak icin kullanilabilen
bir yontemdir (Elles et al, 2004):

Tablo 12: D21S1411 igin PCR Profili:

Sicakhk Asama Dongu sayisi

94°C ilk denaturasyon 1
94°C Denaturasyon

58°C Tutunma 30
72°C Uzama
72°C Son uzama 1

Tablo 13: D21S1411 icin PCR’da kullanilan bilesenler ve son konsantrasyonlari

Y |
Bilesenler Eklenen Miktarlar Son Konsantrasyon

10x PCR Tamponu* (Roche) 2.5l 1X

2 mM dNTP Karigimi 2.5yl 200 uM
25 mM MgCl, 0.5 pl 2mM
Forward Primer 0.4 pl 10 pmol

Reverse Primer 0.4 pl 10 pmol
Taq DNA Polimeraz (Roche) 0.2 ul 1 Unite
Kalip DNA 1-4 ul 60-65 ng
dH,0 Tamamlayacak kadar

TOPLAM 25 pl

*10x PCR Tamponu 15 mM MgCl, icermektedir.

D2151410 Sekil 10: Belirleyicilerin
D2157431

D2151993
D21511

D21S1437
D215143286

g (Valero et al, 1999'dan
GEAAZDTO

D2157441 alinmistir)
D2151434
D2151994
D21S51443
D2151409
D21S1436
GATAT48F04
D2151270
D2151280
2151413
D2151440
D2151439
D2151809
D2151412
GATATE8F0S
D2Z151411
D2151445

kromozom 21 Uzerindeki

yerlesimi
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3.8 Agaroz Jel Elektroforezi:

PCR drunleri, 0.5xTBE (Bkz: 3-11) tamponu iginde, son
konsantrasyonu 0,5 pyg/ml olacak sekilde EtBr iceren %2’lik agaroz jelde 80
volt 25 amp sabit akimda 20-25 dk yurattldd. PCR Urinlerinin bayuklagu UV
transiliminatorde (Tablo—14) 100 bp ve son reaksiyonlarda 8-587 bp

molekuler agirhk belirleyici (Bkz: 3—11) kullanilarak dogruland.

3.9 Genescan Analizi:

Hucre sayimi, hicre kulturleri, DNA izolasyonu, DNA o&rneklerinin
spektrofotometrik dlgimleri, PCR optimizasyonlari, DNA 6rneklerinin ve PCR
urlinlerinin agaroz jel elektroforezi ile kontroli DEU Tip Fakultesi Tibbi
Biyoloji ve Genetik AD’da yapilan D21S1411 belirleyicisine ait PCR
UrGnlerinin  fragment analizi (GeneScan) “ABlI PRISM 3730xI Genetic
Analyzer’de hizmet alimi seklinde yaptirildi (Macrogen, Seoul-Korea). Bu
modelin filtre sistemi “Standard dye” olarak 6-FAM, VIC, NED, PET ve LIZ ile
uyumludur. “Molecular Size Standard” olarak ise Genescan—120 (GS120) ve
Genescan-600 (GS600) kullanilarak elektroforez sonuglari GeneScan Analiz

Software’de analiz edildi.

3.10 istatistiksel Analizler:

Arastirmamizda gruplar arasindaki farkhliklar SPSS 10,0 bilgisayar
istatistik paket programi kullanilarak analiz edilmigtir. Gruplardan en az
birinde olgu sayisi <30 oldugu durumlarda parametrik olmayan ydntemlere
basvurmak gerektiginden (Aksakoglu, 2006), istatistiksel analizlerde Kruskal
Wallis Testi ve spearman korelasyon testi kullaniimistir.

Verilerimizde 14, 15, 19, 20, 21 ve 22. haftadaki olgu sayisi <30
oldugundan asagidaki dort parametrenin gebelik haftasi ile iligkisi Kruskal
Wallis Testi ile degerlendirildi:

+ 1 ml sispansiyondaki hiicre (amniyosit) sayisi

+ 1 ml sispansiyondaki canh (“viable”) hiicre sayisi

+ Canli hicre orani
*

1 ml amniyon sivisindaki hicre sayisi
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Kruskal Wallis testi sonrasinda iki surekli degisken arasindaki bagintiyi
(korelasyon) belirlemek amaci ile spearman korelasyon testi kullanildi. Olgiim
degerleri sira duzenegine donusturulerek iglem yapildi (Aksakoglu, 2006); 14
ve 15. haftalar “15. hf2” ve 20, 21 ve 22. haftalar “20. hf<” seklinde kategorize
edildi.

3.11 Kullanilan Solusyonlar ve Kimyasal Maddeler:

» DNA izolasyon Kkitii Roche (DNA Isolation Kit for Blood/Bone

Marrow/Tissue, Cat No: 2 032 805)

»  Hot start reaksiyon mixi: Roche (LightCycler FastStart DNA Master

HybProbe, Cat. No. 03 003 248 001)

»  Taq DNA Polimeraz Enzimi (5U/ul): Fermentas (Cat No: EP0402) ve
»  Taq DNA Polimeraz Enzimi (5U/ul): Roche (Cat No: 11 146 165 001):

PCR reaksiyonuna; 25 pl igin 1 Unite olacak sekilde eklendi.

» 10X Taq Tamponu (MgCly’'siz) (NH4),SO4 veya KCI'li: Fermentas (Cat

No: EP0402) ve
»  10x PCR Tamponu (MgCI;’li): Roche (Cat No: 11 146 165 001):

PCR reaksiyonuna toplam hacimde 1X olacak sekilde ve primerlere
uygun olarak (NH4)2SO4li tampon kullanildi. Bu tampon Taq Polimeraz
enzimi ile birlikte Uretici firma tarafindan verilmistir.

»  dNTP’ler (100 uymol/ml): Fermentas (Cat No: T-R071, A-R0141, G-
R0161, C-R0151):

100 mM’lhik her bir dNTP’den (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) 10 ul
alindi (toplam 40 pl). Uzerine 460 pl steril distile su ilave edildi. Karigim 100
ul halinde tiiplere boliiniip eksi 20°C’ye kaldirildi. PCR reaksiyonunda bu
stoktan (2mM dNTP) alinip kullanildi.

» 25 mM MgCl,: Fermentas (Cat No: EP0402):

PCR reaksiyonu basina toplamda primere gore optimizyonlar yapilarak
1 ila 4 mM arasi eklendi. Bu ¢ozelti Taq Polimeraz enzimi ile birlikte Uretici
firma tarafindan verilmigtir.

»  8-587 bp molekuler agirlik belirleyici: Roche (Cat No: 10 821 705 001)
» 100 bp molekuler agirlik belirleyici: GeneMark (Cat No: GM100-LC)
»  Yukleme Tamponu (Loading Buffer) 6X:

65



100 bp molekiler agirlik belirleyici yaninda uUretici firma tarafindan
verilen (GeneMark, GM100-LC) tampon kullanildi.
»  DNaz RNaz free dH,O---Fermentas
»  EtBr: Sigma:

20 mg/ml son konsantrasyonunda olacak sekilde 200 mg Etidyum
Bromide c¢eker ocak igcinde, yuksek izolasyon kosulari altinda 10 ml dH0O ile
¢ozuldu.

»  Agaroz: Promega (Cat No: V312A)

v %7’lik: 0.300 g agaroz 30 ml 0,5 X TBE iginde ¢ozuldu.

v %Z2lik: 0.600 g agaroz 30 ml 0,5 X TBE iginde ¢6zuldu.
»  5X TBE Stok Tampon Hazirlanisi:

54 gr Tris-Base (Sigma, T-8524) ve 27,5 gr Borik Asit (Sigma, B—0394)
tartilarak 800 ml distile suda ¢dziildii. Uzerine 20 ml 0,5 M EDTA (pH:8,0)
(Sigma, E-5134) ilave edilerek bir litreye tamamlandi. Jel hazirlamada ve

elektroforez tankina 0.5X TBE hazirlanilarak kullanildi.

Tablo 14: Kullanilan Gerecler ve Markalari

Gereg: Marka:

Spektrofotometre Varian-Carry 50 Australya
Thermal Cycler PTC-100, MJ Research
Guc kaynag ATTA-crospower 500

UV Transiliminator Eagle Eye

Elektroforez ekipmani Thermo, EC330
Hibridizasyon firini ATTO Hybridizer AB-1950
Mikrosantrifuj Eppendorf Centrifuge 5417 R
Manyetik Partiktl Ayirici | Boehringer Mannheim

(Cat N0:1858025)
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4. BULGULAR:

4.1 Doku Ornekleri:

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali prenatal tani laboratuarina 14 Mart—10 Agustos 2006 tarihleri arasinda
rutin olarak bagvuran 224 gebenin amniyon sivilarinda total ve canli
hicrelerin sayimi yapildi. Hastalarin buyuk cogunlugu ileri maternal yas
(IMY) ve, ikili ve lclii serum tarama testlerinde artmis trizomi 21 riski olmak
uzere cgesitli on tanilarla basvurmus olup, endikasyonlarin tamami hucre
sayllari ve gebelik haftalariyla beraber Ek—1'de verilmistir. Gebelik haftalarina

gore gelen vaka sayisi su sekildedir:

Gebelik | 14 15 16 17 18 19 20 21 22
haftasi

Vaka 2 12 65 67 44 21 8 2 3
sayis|

Dordu trizomi 21 (%1,79) olmak Uzere, sekiz (%3,57) hastada anomali

saptandi. Ayrica hastalardan ugunde (%1,34) ikiz gebelik mevcuttur.

4.2 istatistik Sonugclari
4.2.1 Kruskal Wallis Testi Sonuglari:
Birim hacimdeki total ve canli hicre sayilari ile canli hicre oraninin
gebelik haftalarina gore degisimi Kruskal Wallis Testi ile degerlendirildi ve her
biri icin bu degisim istatistiksel olarak anlaml bulundu:

Tablo 15: 1 ml sUspansiyondaki hiicre sayisinin Kruskal Wallis Testi sonucu

Hucre sayisi/ml sispansiyon
Ortalama £ SD

27071.43 + 16088.53

55646.15 + 41862.30

79119.40 + 41482.94

119931.82 + 56993.82

192571.43 + 99894.23

316923.08 + 163675.73

* Kruskal Wallis Testi
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Tablo 16: 1 ml suspansiyondaki canli hucre sayisinin Kruskal Wallis Testi

sonucu

Viable hicre sayisi/ml susp.
Ortalama £ SD
13600.00 + 7356.94
28356.92 + 22669.40

36800.00 + 18466.05
51181.82 + 24659.80
60761.90 + 32021.72
107000.00 + 60620.40

* Kruskal Wallis Testi

Tablo 17: Canli hiicre oraninin Kruskal Wallis Testi sonucu

Viable hlcre orani

Ortalama £ SD
53.41+11.29
52.70 + 10.60
47.61 + 8.87
4460 £ 9.37
32.52 +9.05
34.20 +7.49

* Kruskal Wallis Testi

Tablo 18: 1 ml amniyon sivisindaki hiucre sayisinin Kruskal Wallis Testi sonucu

Hucre sayisi/ml amniyon

Ortalama £ SD
7121.43 + 4467.52
14524.62 + 10709.66
20631.34 + 10688.09
31552.27 + 18307.89
51476.19 + 26887.95
112076.92 + 136272.07

* Kruskal Wallis Testi

4.2.2 Spearman Korelasyon Testi Sonuglar:

Gebelik haftasi ile dort parametre arasindaki iligkinin pozitif ve negatif

yonde hangi duzeylerde oldugu “r’ ile, ve istatistiksel olarak anlaml olup

olmadigi ise “p” ile gosterilmistir:
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Gebelik haftasi-
Hucre sayisi/ml slispansiyon

Gebelik haftasi-

Viable hicre sayisi/ml susp.

Gebelik haftasi-
Viable hiicre orani

Gebelik haftasi-
Hucre sayisi/ml amniyon

*Spearman Korelasyon Testi

4.3 DNA izolasyonu:

Toplam 130 hastaya ait 25 cm? tek tabaka (monolayer) amniyon hiicre
kdltarinden, bir CVS kultirinden ve doért Down sendromlu g¢ocugun
kanindan izole edilen DNA’lardan daha &nce bahsedildigi sekilde
spektrofotometrik dlgimleri yapildi ve bu d6lgim sonuglarina goére saflik ve
konsantrasyon degerleri  hesaplandi. Calismaya, safigi 1,6-2,0,
konsantrasyonlari 20-120 ng/ul arasinda olan DNA o6rnekleri dahil edildi.

istatistiksel olarak anlamli olabilecek veri sayisina ulasinca hiicre
sayimina son verilmis, ancak trizomi 21 tanisi konan amniyon hcre
kulturlerinden DNA izolasyonuna devam edilmistir. Bu nedenle 130 amniyosit
DNA 06rnegi icinde trizomi 21’li vaka sayisi 6, toplamda ise CVS ve kan
ornekleriyle beraber 11°dir.

Amniyon hdcre kultlrlerinden bir kisminda amniyon mayinde seri
dilisyonlar yapilmis olup, elde edilen hicre sayisina uygun DNA extraksiyon
protokollU uygulanmigtir. Minimum kag hicreden elde edilen DNA ile QF-PCR
analizi gerceklesebilecegini anlamak amaciyla daha fazla katsayida
dilisyonlarin yapilmasi hedeflenmis, ancak elde edilen hicre sayilari DNA
izolasyon kitinin protokolline uygun olmadigi igin hedeflenen bu dilisyonlar
uygulanmamigtir. Bunun yerine 20 no’lu DNA 6rneginden 2, 5, 10, 20 ve 50
kat, 51 no’lu DNA 0Orneginden ise 10, 20, 50 ve 100 kat dilusyonlar elde

edilmis ve bunlarla PCR kurulmustur (Resim—6).
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4.3.1 DNA izolasyon Kontrolleri:

Hucre kultirlerinden ve kandan izole edilen DNA’larin intakt olup
olmadiginin anlagiimasi i¢in %1’lik agaroz jel elektroforezi uygulandi. Her bir
kuyuya 9 ul DNA ornegi + 1,5 ul yukleme boyasi konuldu ve yaklasik 1,5 saat
yuritildi. Agaroz jel elektroforez sonuglari Resim—1 ve Resim-2'de

verilmigtir:

Resim 1: Kuyularda sirasi ile 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64 no’lu DNA

ornekleri bulunmaktadir.

Resim 2: Kuyularda sirasi ile 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82 no’'lu DNA

ornekleri bulunmaktadir.
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4.4 PCR Sonuglar::

441 D21S1270 ile PCR Sonuglari:

PCR sonunda D21S1270 lokusuna ait 187 bp amplifikasyon Uranleri
elde edilmistir.

Amplifikasyon sonrasinda Urin kontrolleri %2’lik agaroz jel elektroforezi
ile yapildi. Kuyulara 5 yl PCR Urdnu + 1 ul yikleme boyasi konuldu ve

ortalama 25 dakika yurutuldi. Elektroforez sonuglari Resim—3’de verilmigtir.

Resim 3: Kuyularda sirasiyla 1, 4/10x, 38/2x, 43 no’lu DNA &rneklerine ait
PCR Uranleri bulunmaktadir.
M: 100 bp

4.4.2 D21S11 ile PCR Sonuglari:

PCR sonunda D21S11 lokusuna ait 242 bp amplifikasyon urunleri elde
edilmistir.

Amplifikasyon drunleri %Z2’lik agaroz jel elektroforezinde goézlenmistir.
Kuyulara 5 pyl PCR Urand + 1 pl yikleme boyasi konuldu ve ortalama 25
dakika yuUrataldi. Elektroforez sonuglari Resim—4’te  verilmistir.  TUm
orneklerde amplifikasyon gerceklesmigtir.

M 53 54 55 56 57 58 59 60 61 & Resim 4: Kuyularda sirasiyla
53/4x, 54, 55/2x, 56/3x, 57/3x,
58, 59/2x, 60/2x, 61/2x, 62
no’lu DNA 6rneklerine ait PCR
artnleri bulunmaktadir.

M: 100 bp (Bkz: 3—-11)

"

2bp—. e D D GB 6 G S Sh e -
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4.4.3 D21S1411 ile PCR Sonuglari:
PCR sonunda D21S1411 lokusuna ait 298 bp amplifikasyon Uranleri

elde edilmistir.

Amplifikasyon udrinlerinin kontrolleri %Z2’lik agaroz jel elektroforezinde
yapildi. Kuyulara 5 pl PCR Grana + 1 pl yakleme boyasi konuldu ve ortalama
25 dakika yuratulda. Elektroforez sonuglari Resim-5 ve Resim-6'da

gOrulmektedir.

M 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140

11 <298 bp

Resim 5: Kuyularda sirasiyla 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139,
140 no’lu DNA orneklerine ait PCR urunleri bulunmaktadir.
M: 8-587 bp (Bkz: 3—-11)

Resim 6: Kuyularda 20 ve 51 no’lu DNA’larin farkli oranlarda dilisyonuyla
kurulmus PCR UrUnleri bulunmaktadir.
M: 8-587 bp (Bkz: 3—-11)
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4.5 Genescan Analizi Sonugclari:

Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dali Tibbi Genetik Bilimdal’'nda ABI Prism 310 Genetik Analizér'de
her Ug¢ belirleyiciye ait PCR Urdnlerinin fragment analizi yapildi. Analizi
yapilan DNA oOrnekleri, kullanilan belirleyici ve analiz sonuglari Tablo 19°'da
verilmigtir:

Tablo 19: ABI 310’da yapilan analiz sonuglari
Belirleyici DNA | Tepecik | Tepecik | Tepecik | Veri Tepecik
ornegdi | “size” 1/2 | alani boyu noktasi | orani
D21S11 5/3x* | 123.45/ 14228/ | 1480/ 3592/ | 2,58:1
139.00 36811 1548 3715

D21S511 6 220.37/ 1369/ 147/ 4712/ | 1,21
224.26 1140 143 4745

D21S11 8 224.22/ 1047/ 123/ 4643/ | 1,18:1
230.07 884 110 4691

D21S11 2 224.42/ 16484/ | 1181/ 4586/ | 1,1:1
238.14 18113 | 1443 4696

D21S1270 |2 164.55/ 108296/ | 7054/ 4076/ | 1,1:1

187.41 215783 | 6432 4265
D21S1411 | 38/2x | 285.33/ 53835/ | 6320/ 5031/ | 1,16:1
297.70 62605 | 7104 5123

*Trizomi 21

3900 4200 4500 4800 5100

1
|

- N Ml i
I

Sekil 11: 2 no’lu DNA érneginin D21S11 Belirleyici ile yapilan analiz sonucu

;3200 .3400 136(3'!0 3800 4000

I Y
rd

____—V__,.m.,,;’: v L\_‘______

Sekil 12: 5 no’lu DNA 6rneginin D21S11 Belirleyici ile yapilan analiz sonucu

73



4200 ‘4500 4800 5100

.

Sekil 13: 6 no’lu DNA 6rneginin D21S11 Belirleyici ile yapilan analiz sonucu

3900 1420Gi' .4500 '4800 ;_5100

I
A P e W e i V! v L‘\'ijﬁ,-w‘\—'—n‘\

Sekil 14: 8 no’lu DNA 6rneginin D21S11 Belirleyici ile yapilan analiz sonucu

3600 3900 4200 4500

Sekil 15: 2 no’lu DNA 6rneginin D21S1270 Belirleyici ile yapilan analiz
sonucu

4500 4800 5100 5400

Sekil 16: 38 no’lu DNA 6rneginin D21S1411 Belirleyici ile yapilan analiz
sonucu
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Bu verilere gore; analiz sonuglari sitogenetik karyotip sonuglariyla
uyumlu bulunmustur.

ABI Prism 310 Genetik Analizorde yapilan analizlere dayanarak
yontem optimize edildikten sonra, D21S1411 belirleyiciyi ile kurulan tum PCR
artnlerinin fragment analizi ABI Prism 3730 Genetik Analizér'de yapildi.
Sonuglar Ek-3'de verilmistir.

Tablo 20: D21S1411 heterozigozite frekansinin kargilastiriimasi

Heterozigozite Frekansi

Belirleyici Referans Referans Referans Mevcut

(Mann et (Andonova (Lee etal, |calisma
al, 2001) et al, 2004) | 2004) (Tark toplumu)
D21S1411 | 0.933 0.860 0.832 0.832

Bu analizler sonucunda 135 ornekten 10’unda sonug¢ elde edilemedi
(%7,4). Analiz sonucu elde edilen 125 dérnekten 21’'inde tek pik elde edildigi
icin bilgi verici olmadi§i (“uninformative”) kabul edildi. Kalan 104 &rnek
(%83,2) bilgi verici (“informative”) idi. D21S1411 belirleyicisinin toplumumuz
icin bulunan bu heterozigozite orani, literatlirdeki verilerle kiyaslanmigtir
(Tablo—20). Yedi érnekte pik yuksekligi ve pik alani oranlari 0,65-0,8 veya
1,4-1,8 arasinda oldugu icin yetersiz olarak degerlendirildi. Sitogenetik
olarak bu Orneklerden altisinin normal oldugu gorulurken, birinin trizomik
oldugu gozlenmigtir. Kalan 88 6rnekten normal dizomik sonug elde edilmistir.
Diallelik tim oOrneklerin ortalama pik oranlari ve standart sapmalari Tablo-
21’de verilmistir:

Tablo 21: Diallelik Orneklerdeki Pik Oranlari

Belirleyici: Diallelik Orneklerdeki “Peak Area” Oranlari

D21S1411 Trizomik Diallelik Dizomik Diallelik Yetersiz

Ortalama SD* Ortalama SD* Ortalama SD*

PAR* 2,0 0.29 1.1 0.15 1.54 0.11

PHR* 2,0 0,28 1,16 0.11 1,50 0,08

*PAR: “Peak Area Ratio” *PHR: “Peak Height Ratio” *SD: “Standard Deviation”
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Onbir Trizomi 21 vakasinin dokuzunda QF-PCR analiz sonuglarinin
sitogenetik karyotip analiziyle uyumlu oldugu gorulmus, birinden sonug elde
edilememis ve biri ise yetersiz bulunmustur. Bu durumda yalanci pozitif ve
yalanci negatif sonug gézlenmemistir. Bu dokuz trizomi 6rneginden yedisinin
trizomik diallelik, ikisinin trizomik triallelik oldugu goéraldu.

Tablo 22: Genescan analiz sonucu elde edilemeyen DNA 6rnekleri

DNA-40 DNA-95

DNA-50 DNA-106
DNA-59 DNA-133
DNA-71 DNA-137
DNA-76 DNA-143

DNA-68 DNA-107
DNA-75 DNA-123*
DNA-86 DNA-126
DNA-92

Tablo 23: Genescan analiz sonucu yetersiz olan DNA oOrnekleri

*Karyotip analiz sonucu Trizomi 21

Tablo 24: Genescan analiz sonucu uninformatif olan DNA 6rnekleri

DNA—4 DNA-52 DNA-91

DNA-22 DNA-57 DNA-93

DNA-26 DNA-60 DNA-109
DNA-28 DNA-61 DNA-112
DNA-36 DNA-67 DNA-115
DNA-43 DNA-80 DNA-141
DNA-51 DNA-88 DNA-148
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4.6 Genescan Analizinin istatistik Degerlendirmesi:

ABI 3730°'da yapilan genescan analizinin sonuglarina goére, QF-PCR
metodunun duyarlilik, segcicilik ve pozitiffnegatif o6ngéri degerleri
hesaplanmigtir (Tablo—25).

Tablo 25: QF-PCR testinin ongoru degerleri

QF-PCR: + QF-PCR: - QF-PCR: Toplam
(Trizomi 21) (Normal) (Yetersiz)
Gold Gergek Pozitif ~ Yalanci Negatif
Standart*: + 9 0 1 10
(Trizomi 21)
Gold Yalanci Pozitif ~ Gergek Negatif
Standart™: - 0 88 6 94
(Normal)
Toplam 9 88 7 104

*Sitogenetik karyotip analizi

Mevcut veriler is1ginda elde edilen prediktif degerler asagidaki gibidir:

Duyarlilik-sensitivite: % 90

Secicilik-spesifite: % 93,6

Pozitif prediktif deger: % 100

Negatif prediktif deger: % 100

Bu calismada dizomik diallelik érneklerle, diallelik trizomi 21 6rneklerin
pikleri arasinda belirgin bir fark oldugu gosterilmistir. Yetersiz sonuglarin pik
oranlari ise bu iki degerin ortasinda bulunmustur (Tablo-21).

51 no’lu DNA’nin 10, 20, 50 ve 100 kat dilisyonlariyla hazirlanan PCR
artnlerinin  elektroforegramlarinda amplikon miktarinin giderek azaldigi
gorulmektedir (Ek—3). Ancak uninformatif oldugundan, fragment analizi ile
minimum kag¢ hdcreden tani konulabilir bir patern elde edilecegdi konusunda
bilgi verici degildir. Bu veri, 20 no’lu DNA o6rnegdiyle elde edilmistir. 20 no’lu
ornek trizomik bir vakaya ait olup, ana stoktan ve 2, 5, 10, 20, 50 kat
dilisyonlarindan PCR kurulmustur. Bu drunlerin elektroforegramlarinda 2, 5,
10 kat seyreltik ornekte yetersiz, ana stok ile 50 kat seyreltik formlarda
normal patern elde edilirken, 20 kat seyreltik Ornekte trizomi tanisi
konulabilmektedir (Ek—3).

20 no’lu DNA 6rnegi 270 000 hicreden elde edildi. En az 20 kat

seyreltik ornekten pozitif sonu¢ elde edilebildiginden, QF-PCR analizi ile
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trizomi 21 tanisi konulabilecek en az hucre sayinin 13 500 oldugu
sOylenebilir. Boylece gebelik haftalarina gore, analiz yapilabilecek ortalama
amniyon sivi hacmi belirlendi (Tablo—26).

Tablo 26: QF-PCR analizi i¢in gerekli amniyon sivi hacminin gebelik

haftasina goére dagihmi

Ortalama hucre sayisi _ o
_ Amniyon sivi volimu
ml amniyon
15. hfz 7121.43 ~1.9 ml
16. hf 14524.62 ~0.9 ml
17. hf 20631.34 ~0.7 ml
18. hf 31552.27 ~0.4 ml
19. hf 51476.19 ~0.3 ml
20. hfs 112076.92 ~0.1 ml
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5. TARTISMA:

QF-PCR, her bir STR’ye 06zgul oligonukleotid primerler vasitasiyla,
floresan boyalarin PCR amplifikasyon drtnleriyle birlesmesi esasina dayanir.
Bu reaksiyonun, PCR amplifikasyonunun erken eksponensiyal fazinda
oldugu varsayilirsa, olusan amplikonun miktari baglangigtaki hedef sekans
miktariyla orantili olacaktir (Lee et al, 2004; Ferre et al, 1992; Zheng et al.
2006). DNA amplifikasyonunun etkinligini ¢esitli fiziksel ve kimyasal faktorler
etkileyebilir. PCR’In disuk denaturasyon sicakligindan, kalip DNA miktarinin
azligindan, DNA safligindan etkilendigi bilinmektedir. Bu etkilerin
eksponensiyal fazda olmasi; reaksiyon kinetigini etkileyecek ve allellerin
amplifikasyon oranlarinda farkliliklara sebep olacaktir. Trizomik olan 20 no’lu
DNA ornegimizin yalnizca 20 kat dilisyonunda trizomik patern elde etmis
olmamiz (Ek-3), reaksiyon kosullarindaki bu farkhliklarla acgiklanabilir. Ayrica,
ana stokta olmasi muhtemel PCR inhibitorlerinin de beraber seyreltimesi bu
sonugta etkili olabilir. Bu durum dogru bir analiz sonucu elde etmede
dilisyonun 6nemli bir faktér oldugunu gdstermektedir. DNA 6rneklerinden
daha fazla sayida, daha farkli oranlarda dilisyonlar hazirlamakla, daha
hassas bir sonuca ulasilabilir.

Kanli ya da rengi bozulmus bir amniyon sivisindan elde edilen DNA'nin
da PCR inhibitorlerini icerebilecegi bildirilmistir (Elles et al, 2004). Nitekim
temiz amniyon sivi orneklerinin %100’Unde dogru tani konan bir ¢galismada,
totalde testin etkinligi %93,2 hesaplanmistir (Cirigliano et al, 2004). Bu
calismada sonug elde edemedigimiz tek trizomi vakasi olmustur (EK-3). 76
no’lu bu DNA 6rneginin amniyon sivisinin da kanli oldugu bilinmektedir.

Zimmermann (Zimmermann et al, 2002), Real-Time Quantitative PCR
ile trizomi 21 tanisinin konulabilirligine dair yaptiklari ¢calismada, yontemin
belli bir DNA konsantrasyon degerinin Uzerinde uygulanabilecegdiyle

ilgilendikleri igin, DNA orneklerinin birka¢ dilisyonunu c¢alismaya dahil
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etmigler. Bu seri deneylerde, trizomi 21’'in karyotipik olarak normal dokudan
ayirt edebildigi lokus oranlari, farkli esik degerlerde gosterilmistir. Boylece
karyotipik olarak normal ve trizomik orneklerin net bir ayrimini yapmanin
mumkin oldugu ortaya koyulmustur. Bu calismada 10 kat seyreltik DNA
ornekleri kullaniincaya ve DNA konsantrasyonu 10 ug/ml'ye disunceye
kadar optimal sonuglar elde edilmistir. Bu veriler, bizim c¢alismamizdaki 20
kat seyreltik 6rnekte DNA konsantrasyonunun 10,2 pg/ml olmasi ile son
derece uyumludur. Ayrica, bir trizomi 21 vakasinda esik degerin sira digi bir
deger gosterip, bu ektraksiyonun iki dilisyonunda trizomi 21 i¢in beklenen
esik degerler elde edilmis olmasi da ¢alismamiz ile uyum arz etmektedir.

Ya pik alanlar ya da pik yukseklikleri Genetik Analizbrde yuratulen
fragmanin miktarini verebilir. Ancak Zheng (Zheng et al, 2006) farkl
allellerden PCR Urlnlerinin nisbi miktarlarini tayin etmede “peak height”
oranlarinin “peak area” oranlarina kiyasla daha iyi oldugunu bulmustur (Pont-
Kingdon et al, 2003). Her iki Olgimun birlikte yapilabilecegini bildiren
kaynaklar da mevcuttur (Elles et al, 2004). Biz de ¢alismamizda pik oranlarini
her iki sekilde hesapladik ve bu iki 6lcim sonugclari arasinda anlamli bir fark
olmadigini  goOsterdik.  Analiz  sonuglarimiz ki  olgumun  birlikte
degerlendiriimesi ile elde edilmistir. Boyle bir dlgimun sitogenetik karyotip
analiz sonuglariyla yliksek derecede uyumu sebebiyle daha guvenilir oldugu
kanaatine varilmigtir. Literatirde normal pik oranlari trizomi dArneklerinde
yaklasik 2:1 ya da 1:1:1, normal érneklerde 1:1 olarak belirtiimis olup (Elles
et al, 2004; Mann et al, 2005; Pertl et al, 1994, Lee et al, 2004; Adinolfi et al,
1997; Yoon et al, 2002), verilerimiz bu de@erlerle uyumlu bulunmustur
(Tablo-21).

Cirigliano (Cirigliano et al, 2002), X kromozom dozajinin QF-PCR’la
Olgumunde, D21S1411 otozomal belirleyiciyi internal kontrol olarak
kullanmiglardir. Bu vyaklasimi kullanmanin esas avantaji iki vakada
gosterilmistir: Biri, X’e bagh kullanilan tim STR’ler icin homozigot olan nadir
bir vakada, X'e bagh HPRT ve D21S1411 arasindaki oranin analizi, X
kromozomunun normal iki eglemi oldugunu gostermistir. Ayni sekilde

kromozom 271’'in kopya sayisini degerlendirmek icin, D21S1411’in miktarini
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tayin etmek icin HPRT udrund de internal kontrol olarak kullanilabilir.
Kromozom 21’e ait bes STR igin homozigot olan bir fetustan alinan nadir bir
ornekde bu gosterilmistir.

Prenatal orneklerin test edilmesi, sinirh 6rnek miktari, degigsken 6rnek
kalitesi, mozaiklik ve maternal hlicre kontaminasyonu sebebiyle gugtur (Mann
et al, 2005): Sekizinci ve daha sonraki gebelik haftalarinda amniyon
sivisindan yeterli DNA ekstrakte edilebildigi ve PCR’I kullanarak prenatal tani
icin bu érneklerin uygun oldugu gosterilmistir (Rebello et al, 1991). Ozellikle
14 haftadan daha erken gebeliklerde tek santrifijden sonra elde edilen hucre
sayisi DNA ekstrakte etmek icin duguk bulundugundan, amniyon sivi
hicrelerini konsantre etmek icin ardisik santrifjasyon metodu kullaniimigtir
(Rebello et al, 1997). Ancak hucre sayisinin gebelik haftalariyla iligkisi
hakkinda literatirde mevcut bir bilgi bulunamamistir. Biz ise ¢alismamizda
QF-PCR analizinin yapilabilecedi en az hicre sayinin gebelik haftasiyla
iligkisini gosterdik. Literaturde QF-PCR analizi igin 0,5—4 ml ya da 6rnegin
1/10’u kadar amniyon sivisi alinmasi tavsiye edilir (Mann et al, 2005; Lee et
al, 2004; Cirigliano et al, 1999; Yang et al, 2005; Zimmermann et al, 2002).
Verilerimiz, gebelik haftasi arttikga analiz igin gerekli amnion sivi hacminin
azaldigini ve bu miktarin ortalama 0,1-1,9 ml arasinda degistigini
gostermektedir. Bu miktari bilmek; karyotip analizine devam edilmesi gerekli
olacak hastalarda, analizi riske atmamak agisindan énemli olmustur.

Prenatal érneklerdeki mozaik karyotip problemleri 6zellikle CVS'te iyi
belgelenmistir. QF-PCR’la ilgili olarak iki problem vardir; mozaiklik
seviyesinin tespit edilebilirligi ve direk test sonuglariyla fetal genotip
arasindaki uyumun derecesi (Elles et al, 2004). Birka¢ calisma trizomi
mozaikliginin QF-PCR’la tespit edilebildigini bildirmisken (Mann et al, 2001;
Pertl et al, 1997), diger bir kismi bunu aksini savunmustur (Lee et al, 2004;
Schmidt et al, 2000; Levett et al, 2001). Genomik mozaikligin molekuler
olarak tespit edilmesinde QF-PCR’in sensitivitesi, andploidili hlicre serisinin
yuzde oranina baglidir. Bu konuda ilk ¢calisma kan oOrneklerinde yapilmis
(Cirigliano et al, 1999) ve 46,XX (%90)/45,X (%10) mozaikligi QF-PCR analizi

ile tespit edilememistir. Bu bulgu prenatal orneklerde de teyit edilmigtir
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(Schmidt et al, 2000; Yoon et al, 2002). Cirigliano (Cirigliano et al, 2001) %12
mozaiklik oranina sahip bir vakanin QF-PCR analizi ile belirlenemedigini
goOstermigtir. Bagka bir ¢calismada ise %30 trizomi mozaiklik seviyesinin QF-
PCR’la tespit edilebildigi gosterilmigtir (Pertl et al, 1999). QF-PCR testinin
mozaik vakalara tani koymadaki duyarlilik seviyesini olgmek igin yeterli
sayida vakanin aragtiriimasi gerekmektedir.

Genellikle bir mozaik genotip patern ile iki genotipi gosteren patern
arasindaki ayrimi yapmak mimkindir (Mann et al, 2005). Iki genotipi
gOsteren bir patern, genellikle maternal hicre kontaminasyonunun
gOstergesidir. Bu testin yuksek sensitivitesi, ¢ok az sayida olsalar bile,
kontamine maternal hicrelerin tespitine olanak verir. Kontaminasyon 6zellikle
kanli amniyon sivi drneklerinde olmasina ragmen, kan yogunlugu maternal
hicre kontaminasyonu gostergesi olarak kullanilmamalidir. Sonuglar
degerlendirilirken; kanin fetal ya da maternal kaynakli olabilecedi géz 6ntinde
bulundurulmahdir; iki genotipin varhdr maternal hucre kontaminasyonu ile
uyumludur. Fetal genotip yuksek seviyelerdeyse, ve surekli normal ya da
anormal belirleyici sonuglari gosteriyorsa, o halde sonug¢ goéruldagu gibi
yorumlanabilir. Ancak, allel oranlari yetersiz ve/veya maternal genotip yluksek
seviyelerde ise fetal genotipin degerlendirimemesi gerekir. Maternal kan
hicreleriyle kontamine oldugu dusunulen o6rneklerde, ylksek derecede
polimorfik STR’lerin QF-PCR amplifikasyonuyla, tim kromozomlar igin extra
alleller gosteren veya allel pikleri arasinda ¢arpik oranlarin oldugu bir QF-
PCR paterni olusmasi beklenir. Bu patern genellikle normal ya da trizomik bir
ornekle uyumlu olmadigi gibi, triploidi ya da mozaiklikle karistirilamayacak
kadar da karakteristiktir. Bu sebeple yanlis tani riski yoktur (Cirigliano et al,
2001; 2004). Cirigliano (Cirigliano et al, 2001), gbérinUste temiz olan, ancak
santrijden sonra az bir kontaminasyonun goraldugu, o6zellikle digi fetuslarda
FISH analizini engelleyebilecek drneklerin tamamini basariyla amplifiye etmis
ve tani koymustur. Clnkl kontaminasyonun ¢ok duslk seviyelerde oldugu bu
durumlarda; maternal hucrelerin sebep olacaglr extra pikler ¢ok kuguk
floresan aktivite gOstereceklerinden, fetal STR piklerinin oranlari arasinda

anlamli bir degisiklige sebep olmayacaklardir (Cirigliano et al, 2007).
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Kontaminasyon duslnllen vakalarda, oOzellikle fetus kiz ise, 0Ornekteki
hicrelerin fetal kaynagini belirlemek igin, anne kaninin es zamanl ve ayni
belirleyiciler kullanilarak analiz edilmesi gerekir. Fetal ve ilgili maternal
ornegin STR profillerinin analizi muhtemel kontaminasyon hakkinda net ve
kesin bir degerlendirme saglar. Cunku fetal 6rnekteki extra floresan pikleri
annedekilerle ayni dlgllere sahiptir. (Elles et al, 2004, Pertl et al, 1999; Mann
et al, 2005).

Bu konudaki ilk deneyler, konvensiyonel sitogenetik analizle daha dnce
tani konmus 6rneklerde yapildi (Cirigliano et al, 2007). Sitogenetik analiz
sonuglarini riske atmamak amaciyla biz de ¢alismamizda bu yolu izledik. Bu
durumda maternal hicre kontaminasyonu riski s6z konusu degildir; ¢gunku
kontamine bir 6érnegin kaltira kurulup, genotip analizi yapilinca normalde tek
bir genotip gdsterir. Bunun sebebi kultlr islemi sirasinda maternal hicrelerin
kaybi ve fetal hlcrelerin secilip, artmasidir. Bu sebeple amniyon sivisinda
maternal hucrelerin tespiti karyotip analizine olan guveni sarsmaz (Elles et al,
2004).

QF-PCR analizinde uninformatif sonu¢ ytzdesini en aza indirmek igin
uygun belirleyici secimi 6nemlidir (Andonova et al, 2004). Birkag tane yuksek
derecede polimorfik, 0zgul belirleyicinin kullanimi, homozigozite olasiligini
azaltir, 6zgulluga artirir, yalanci negatif ya da supheli sonuglardan kaginmayi
saglar (Zheng et al, 2006).

Calismamizda yalanci pozitif ve yalanci negatif sonug goériimemekle
beraber, informatif sonuglardan yedisi yetersiz bulunmustur. Bunlardan biri
trizomik bir vakaya aitti. Yetersiz pik orani gosteren orneklerin daha fazla
sayida farkli belirleyici ile analiz edilmesi 6nerilmektedir (Andonova et al,
2004; Machatkova et al, 2005; Cirigliano et al, 2004; 2001; Mann et al, 2005).
Nitekim Ug-alti belirleyiciyle yapilan pek ¢ok ¢alismada yalanci pozitif sonug
elde edilmemigtir (Cirigliano et al, 2004, Lee et al, 2004). Dort belirleyiciyle
yapilan baska bir gcalismada yalanci negatif sonug gdézlenmemistir (Andonova
et al, 2004). Yine, 18000 vakada yapilan genis Olcekli bir calismada,
kromozom 21, 18, 13 trizomilerinde ve X, Y'yi igceren non-mozaik

anoploidilerde yalanci negatif sonug elde edilmemigtir (Cirigliano et al, 2004).
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662 vaka ile yapilan bir calismada, QF-PCR ile 47 ,XXY tanisi konan bir
ornedin kromozom analizinde cinsiyet kromozom mozaikliki (47,XXY/46,XX)
ortaya ¢ikariimistir. Ayni  ¢alismada yalanci negatif sonu¢ vyalnizca X
kromozom mozaikliki olan (45,X/46,XX) bir vakada saptanmis, yalanci pozitif
sonug ise elde edilmemistir (Schmidt et al, 2000). Kromozom 21’e 6zgul
D21S1411’den farkli iki belirleyiciyle yapilan baska bir ¢galismada ug¢ (3/78)
ornekten yalanci pozitif sonug¢ alinmigtir. Bunun en muhtemel sebebi olarak,
heparinize kandan ve arsiv preparatlarindan elde edilen az miktarda DNA
kullaniimasi agiklamasi yapilmistir. Ayni ¢alismada bir trizomi 21 vakasinda
yalanci negatif sonu¢ elde edilmis, bunun da karyotip analizinde dusik
seviyede mozaik (10/130) oldugu gorulmustar (Yoon et al, 2002). Bu
calismalarda; QF-PCR analizi ile elde edilen yalanci pozitif ve yalanci negatif
sonuglarin daha ¢ok mozaik vakalarda oldugu géze carpmaktadir.

Maternal kandan fetal hiicre elde edilmesi, preimplantasyon genetik tani
caligmalari gibi az hucre ile yapilan calismalarda kalip DNA miktari az
olacagindan, bir allel ayricalikli olarak amplifiye olurken allellerden birinin
amplifikasyonunda yetersizlik olabilir. “Allelik drop out” adi verilen bu etki pik
oranlarinin sapmasina sebep olacagindan kantitatif analiz gUvenilir
olmayabilir (Sherlock et al, 1998, Samura et al, 2001; Yoon et al, 2002; Elles
et al, 2004). Primer baglanma bdlgesi polimorfizmleri de allelik drop-out ile
sonuclanip yanlis taniya sebep olabilecegdi gibi, yine bu bdlgelerdeki
mutasyonlarda ayni etki ile uninformatif sonuclar elde edilebilir (Heinrich et al,
2004). Mikrosatellit tekrar buyuklugu somatik mozaikliki de, analiz igin tek
belirleyici kullanildigi zaman yanhg taniyla sonuglanabilir (Elles et al, 2004).
Bazi yazarlar bu ihtimalleri géz 6ntne alarak, sonuglar hakkinda dogru yorum
yapabilmek icin en az iki informatif belirleyiciyle c¢alisiimasinin gerekli
oldugunu savunurlar (Machatkova et al, 2005; Cirigliano et al, 2001; 2004,
Mann et al, 2001; 2003). Ancak her kromozom igin bir informatif belirleyicinin
yeterli oldugunu kabul edenler de vardir (Pertl et al, 1996, 1997, 1999a;
1999b; Bili et al, 2002). Beklendigi gibi, herhangi ekstra bir belirleyicinin

eklenmesi sonuglarin informatif degerini artiracaktir (Andonova et al, 2004).
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3—6 belirleyici kullanilarak farkli toplumlarda yapilan QF-PCR analiz
sonuglarinda, homozigot (uninformatif) sonuglarin ortalama %0-0,8 arasinda
degistigi gorulmektedir. Bu orneklerin karyotip analiz sonucunun normal
dizomik oldugu teshis edilmistir (Lee et al, 2004; Cirigliano et al, 2001; 2004,
Andonova et al, 2004). Bu calismada tek belirleyici ile elde edilen analiz
sonugclari degerlendirildi. Ancak kullanilan D21S1411, 30 alleli olan ve
simdiye kadar kromozom 21 igin kullanilanlar arasinda heterozigozite orani
en yuksek olan belirleyicidir (Hulten et al, 2003; GDB). Uninformatif
sonuglarimiz 125 olgunun 27’inde (%16,8) goéruldd. Bu sonuglar igcinde
trizomi 271’li olgu gorulmedi. Burada gosterildigi gibi normal bir dizomigin
yuksek derecede polimorfik ¢ok sayida STR igin homozigot olmasi nadir bir
durumdur. Matematiksel olarak; trizomik bir genomun uninformatif patern
gOsterme ihtimali dizomik bir genoma kiyasla ¢ok daha disuk olacaktir.
Simdiye kadar yapilan galismalarda, QF-PCR analizinde uninformatif patern
goOsterdigi halde karyotip analizi ile trizomi teshisi konmus tek vaka
bildirilmigtir (Yoon et al, 2002). Bu verilere dayanarak uninformatif sonuglarin
¢ok buyuk bir ihtimalle trizomi olmadigi kanisina varilabilir (Lee et al, 2004).

STR belirleyicilerinin allel sikhdi ve heterozigozitesi farkli etnik gruplar
arasinda degismektedir (Sacchetti et al, 1999; Andonova et al, 2004). Bu
calismada kullanilan D21S1411  belirleyicinin ~ Turk  toplumundaki
heterojenitesi, ayni belirleyicinin yayinlanmis diger verileriyle kiyaslandiginda
Kore toplumuyla ayni oranlara sahip oldugumuz (Lee et al, 2004) ancak diger
toplumlara kiyasla (Mann et al, 2001, Andonova et al, 2004) daha homojen
bir yapi1 gosterdigimiz anlasiimaktadir. Bu durum etnik gruplar arasinda
genetik gesitlilikte farkliliklarin olabilecedini desteklemektedir.

Tablo-5'de deneyleri gosterilen yazarlar prenatal tanida QF-PCR’In
rolunin ne olabilecegi hakkinda farkli goruslere sahiplerdir. Buna ragmen
hepsi, OF-PCR’In ekonomik, hizli ve ¢ok guvenilir bir teknik oldugu
konusunda fikir birligi igerisindedirler (Nicolini et al, 2004; Cirigliano et al,
2004).

Ogilvie (Ogilvie et al, 2003) and Leung (Leung et al, 2004) artmig Down

sendromu riski sebebiyle prenatal tani igin bagvuran kadinlarda, QF-PCR’in
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karyotip analizine alternatif bir test olarak kullanilabilecegini 6énermislerdir. Bu
teknigin avantajlarinin dezavantajlarindan daha fazla oldugunu 6&ne
surmuslerdir. Andonova (Andonova et al, 2004) kismi otozomal anéploidi
suphesi olan vakalarda da prenatal ve postnatal tanida QF-PCR analizinin
uygulanabilir bir alternatif oldugunu savunur. QF-PCR’in kullanimi, daha hizli
bir cevaba, daha dusuk maliyete ve konvensiyonel sitogenetikten daha az
isgucune yol acar ve Down sendromuna tani koyma ya da ekarte etmede gok
dogru bir teknik olmasi, klinisyenin ve hastanin beklentilerine esas cevabi
saglar (Ogilvie et al, 2003). QF-PCR’In tek basina bir test olarak kullanimina
kars! gelen itirazlardan biri segilmis kromozomun polimorfizmlerini kullanarak
gb6zden kacan durumlarin sayisidir. Bu durumda yaklasik 150 anormal
karyotipten birinde ya da yas dagilimina bagli olarak 10-30000 6rnekten
birinde, en yaygin ve yalnizca anne yasiyla sikligi artan kromozom
anomalilerine tani koyamama riski vardir. Bu hata orani kabul edilebilir
goérunmekle beraber, en g¢ok yapisal kromozom anomalileri godzden
kagacaktir Leung’un verilerine gore, bu anomalilerin ¢odu (robertsonyan
translokasyonlar, mozaiklik, kromozom belirleyicileri) ya klinik olarak énemsiz
ya da gidigati ongorulemeyen ve hatta gereksiz gebelik sonlandirmalarini
iceren yogun genetik danigmanlik gerektirecektir (Leung et al, 2004, Nicolini
et al, 2004).

Bazi yazarlar QF-PCR’in karyotipe alternatif degil, yardimci bir test
oldugunu savunurlar (Schmidt et al, 2000; Yoon et al, 2002; Chen et al, 2000;
Pertl et al, 1996; Levett et al, 2001; Bili et al, 2002). Ya da eger anne
kanindan izole edilen fetal hucrelerde kromozom analiziyle prenatal tani
uygulanabilir bir segenek olacaksa gelecekte segilecek bir metot olabilecegini
Onerir (Verma et al, 1998). Hizli, gegici bir cevabin saglanmasinin avantaji,
tam karyotip icin beklerken annenin endisesini hafifletmesidir (Leung et al,
2002).

Mann (Mann et al, 2001) tarafindan prenatal tanida QF-PCR
kullanimiyla ilgili bir ayrim éne surilmustir: Anormal ultrasonografi bulgulari
ya da ebeveynin kromozomal yeniden diuzenlenmeleri olan kadinlar tam

karyotip analizi gerektirir. Oysa IMY ya da pozitif anne serum taramasi ve

86



endise sebebiyle prenatal tani gereken kadinlara tek basina QF-PCR
Onerilebilir (Mann et al, 2001; Brun et al, 2004). Ki; literatirde en yaygin
prenatal tani endikasyonu artmig fetal Down sendromu riski (Hu et al, 2004)
olarak bildirilirken, bizde IMY ve pozitif anne serum taramasinin da en az bu
kadar yaygin bir endikasyon oldugunu goérmekteyiz (EK-1). Normal
ultrasonografi bulgulari olan kadinlar dusuk riskli kabul edilirler. Béylece bazi
yazarlar, yalnizca QF-PCR testinin uygulanmasi gerektigini 6ne surerler.
Fetal yapisal anomalileri olan kadinlar da, en yaygin andploidileri teshis
etmeyi saglayan QF-PCR'’in hizli cevap vermesinden fayda goérurler. Ancak
genel konsensus, onlarin konvensiyonel sitogenetikle test edilmelerinin daha
uygun oldugu yonundedir. Boylece, tum kadinlar QF-PCR’in avantajlarindan
faydalanabildigi halde, bir kisminda tam karyotip de surdurtlmelidir. Boyle bir
plan dogru bir ultrasonografi muayenesini gerektirmekle beraber, 6zellikle
erken gebelikte, CVS ya da amniyosentezden 6nce normal fetal anatomiye
sahip vakalarda, QF-PCR'’In tek basina kullanimiyla Down sendromundan
bagska gdzden kacabilecek anéploidi olup olamayacagi bilinmez. Tersine,
ultrasonografide tespit edilen fetal anatomik defektleri takiben, QF-PCR’la
tani konmasi olanaksiz anoploidilerin riskinde ne derece bir artis oldugu
tanimlanmamigtir (Nicolini et al, 2004).

Ornegin, artmis ense kalinhidi ilk trimester géruntilemede belirlenebilen
en yaygin anatomik bulgudur. Bu bulgu, kromozom anomalileri, bir gesit
genetik sendrom ve gebelik ilerledikge belirgin olacak bazi malformasyonlar
icin artmis riski olan kadinlari hi¢ bir suphe olmaksizin se¢gmenin guvenilir bir
yontemidir (Jenderny et al, 2001). Ancak, genetik sendrom ve yapisal
bozukluklara QF-PCR’la ya da konvensiyonel sitogenetikle tani
konamayabilir. Yayinlarda ozellikle bu durumdan bahsedilmedigi halde,
ingiltere gok merkezli projesi; anne yagslyla ve fetal ense kalinligiyla trizomi
21 riskinin deg@erlendirimesinde, QF-PCR’in tanisal bir test olarak
kullaniimasiyla tim kromozomal andploidilerin %12’sinin gbézden kagacagini
gOstermistir (Snijders et al, 1998).

Benzer sekilde, Comas Gabriel (Comas Gabriel et al, 2002) 12-17.

haftalarda taranan 330 yuksek riskli gebede 48 konjenital kalp anomalisinin
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prenatal tanisini bildirmistir. Bunlarin 31’inde kalp disi anomali bulunmustur:
27 fetusun karyotipi anormal ve bu 27 fetusun 23’Ginde anormal karyotipin ya
trizomi 21, 18, 13 ya da monozomi X oldugu QF-PCR’la teshis edilebilmistir.
Yalnizca bir yapisal yeniden duzenlenme, bir 22q delesyonu ve iki nadir
trizomi (7 ve 15) QF-PCR’la teshis edilemedi.

Howe, (Howe et al, 1996) konjenital diyafragmatik herni tanisi alan 38
fetusda karyotip analiz sonuglarini bildirmistir. Oniki fetusun karyotipi
anormaldi: ikisinde trizomi 18, birinde trizomi 14 ve geriye kalanlarda yapisal
anomaliler (delesyonlar, translokasyonlar ya da belirleyici kromozomlar)
vardi. Bu yuzden, diyafragmatik hernili fetuslarda QF-PCR andploidilerin
cogunu teshis etmede basarisiz olmustur.

Bu ornekler, klasik olmayan kromozomal anomalilerinin beklenen
oranlarina dayali farkli arastirma stratejilerini uygulamaya olan ihtiyaci
goOsterir.  Eger tanisal amacgli, Ozellikle tek basina bir test olarak
kullanilacaksa, QF-PCR teknigini istatistiksel olarak gecerli kilmak onemlidir
(Elles et al, 2004). Artmis ense kalinhigi ya da erken kalp anomalisi olan
vakalarda, QF-PCR’la teshis edilemeyen anomalilerin disuk oranda oldugu
gbz Onune alinirsa, tam karyotip yapilmasina gerek yoktur, QF-PCR
onerilmelidir. Oysa diyafragmatik hernili vakalarda ya da ileri gebelikte tani
konan bazi kalp kusurlarinda QF-PCR o6nerilemez.

Bahsi gegen tum avantajlari sebebiyle, QF-PCR’in hizli andploidi

taramasi igin gecerli bir ydontem oldugu soylenebilir.
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6. SONUGC ve ONERILER:

Trizomi 21 tim Down sendromu vakalarinin yaklasik %9%’inden
sorumludur ve prenatal taninin en yaygin endikasyonu da fetusda trizomi 21
riskinin artmig olmasidir. Bu galismada trizomi 21’in hizli prenatal tanisinda
QF-PCR’1 kullanmanin klinik dnemini gostermeyi amagcladik. Bu teknigin en
az 13500 hudcrede trizomi 21’i glvenilir bigimde saptayabildigi tespit edildi.
Amniyon sivisindaki total ve canli hiicre sayilarinin ve canli hiicre oranlarinin
gebelik haftalarina gére ortalama dederleri elde edildi. Bu iki verinin beraber
degerlendiriimesiyle, 14—22. gebelik haftalari arasinda 0,1-1,9 ml amniyon
sivisinin  QF-PCR ile tani koymak icin vyeterli oldugu, gebelik haftasi
azaldikgca gerekli sivi hacminin arttigi goésterildi. Canli hlcre oraninin da
gebelik haftasiyla ters orantili oldugu belirlendi. Boylece daha erken gebelik
haftalarinda da prenatal taninin mumkun olabilecegi ve QF-PCR tekniginin
etkinliginin gebelik haftasindan etkilenmedigi gosterildi. Kromozom 21’in test
edilmesinde yuksek derecede polimorfik D21S1411 kullanildi. Bu
belirleyicinin Turk toplumundaki heterozigozitesi 0,8320 olarak tespit edildi.
Bu oranin, simdiye kadarki calismalarda ve GDB’de ayni belirleyici igin
verilen heterozigozite degerlerine kiyasla hafif duglik oldugu goésterilmistir.
Bu, Turk toplumunun diger bazi etnik gruplara gére daha homojen bir yapiya
sahip oldugunu goéstermektedir. QF-PCR analizi sonucunda; normal dizomik
orneklerin pik orani ortalama 1,1, trizomik diallelik érneklerin pik oranlari ise
2,0 olarak hesaplandi. Yetersiz olarak degerlendirilen 7 vakanin ortalama pik
orani ise 1,54 olarak belirlendi. Bu verileri esas alarak; QF-PCR testinin
trizomi 271’i teghis etmede duyarliliginin %90, segciciliginin %93,6, pozitif ve
negatif ongoru degerlerinin ise %100 oldugu hesaplanmigtir. Totalde ise
testin etkinligi %93,3 bulunmustur.

Arastirmamizin sonuglari; kullandigimiz D21S1411 belirleyicinin Turk

toplumunda ylksek derecede informatif oldugunu ve trizomi 21’in prenatal
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tanisi icin guvenle kullanilabilecegini gdstermistir. QF-PCR tekniginin,
konvensiyonel sitogenetige alternatif ve ya yardimci bir test olarak
kullanilabilecegi kanaatine varilmistir. Cunku bu teknik ile, trizomi 21’e bir
gunde kesin tani konulabilecegi godsterilmistir, ki bu standart sitogenetik
metotlarla mumkuin degildir. QF-PCR’in alternatif metotlardan daha yuksek
verimde oldugu gorulmustar.

Uninformatif ve yetersiz sonuglarin, heterozigozite orani yuksek olan
daha fazla sayida belirleyici ile tekrarlanmasi, ya da karyotip analizi ve ya
FISH gibi baska bir metotla teyit edilmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Bu calisma trizomi 21’in hizli prenatal tanisinda QF-PCR yonteminin
etkinligi ile iligkili Turkiye’de yapilan ilk ¢alismadir. Daha fazla sayida 6rnek
ile planlanacak calismalarin, D21S1411 belirleyicinin Turk toplumundaki
heterozigozite orani hakkinda daha net bir bilgi verecedi kanaatindeyiz. Ayni
sekilde daha fazla sayida belirleyici kullaniminin ise, testin etkinligini

artiracagini ongormekteyiz.
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7. OZET:

DOWN SENDROMUNUN HIZLI PRENATAL TANISINDA KANTITATIF
FLORESAN POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (QF-PCR) TEKNIGININ
KULLANILMASI

Dr. Hatice KOCAK

Prenatal tani igcin en sik endikasyon, fetusda artmig trizomi 21 riskidir.
Bu calismada, trizomi 21’in hizli prenatal tanisinda QF-PCR tekniginin klinik
uygulanabilirliginin gosterilmesi amaglandi. Ayrica, bu teknikle trizomi tanisi
koyabilmek igin gerekli en az hiucre sayisi ve bu degerin gebelik haftalariyla
iliskisi degerlendirildi. 224 gebeye ait amniyon sivisinda hticre sayimi yapildi
ve gebelik haftalarina gére siniflandirildi. Amniyon sivisinda bulunan total ve
canli hicre sayisi ile canli hucre oraninin gebelik haftasiyla istatistiksel
olarak anlamli bir iligkisi oldugu (p<0.001) gosterildi. 135 olgudan DNA
izolasyonu yapildi. DNA o&rnekleri D21S1411 belirleyici ile QF-PCR
kullanilarak amplifiye edildi. Normal o6rneklerin pik orani ortalama 1,1 ve
trizomik diallelik drneklerin pik oranlari 2,0 olarak hesaplandi.

14-22. gebelik haftalar arasinda 0,1-1,9 ml amniyon sivisindan elde
edilen amniyosit sayisinin QF-PCR ile tani koymak icin yeterli oldugu
gosterilmistir. QF-PCR testinin trizomi 21’i teshis etmede duyarliliginin %90,
seciciliginin %93,6, pozitif ve negatif ongoru degerlerinin ise %100 oldugu
hesaplanmigtir. D21S1411 belirleyicinin heterozigozite oraninin ise 0,8320
oldugu gosterilmigtir. Bu verileri esas alarak, D21S1411 belirleyicinin Tark
toplumunda trizomi 21 tanisi igin guvenle kullanilabilecegi sonucuna

variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Trizomi 21, QF-PCR, prenatal tani, amniyosit.
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8. SUMMARY:

APPLICATION OF QUANTITATIVE FLUORESCENT-POLYMERASE
CHAIN REACTION (QF-PCR) TECHNIQUE IN THE RAPID PRENATAL
DIAGNOSIS OF DOWN SYNDROME

Dr. Hatice KOCAK

The most frequent indication for prenatal diagnosis is the risk of
increased trisomy 21 in fetus. In this study, it is targeted to show that the
clinical practicability of QF-PCR technique in the rapid diagnosis of trisomy
21. Also, with this technique, the minumum required number of cells in order
to diagnose trisomy and the number of amniocytes in relation to the
gestational week were interpreted. In 224 pregnant women's amniotic fluid
cell counts were carried out and the findings were classified according to
gestational week. It was proved that there is a statiscally significant (p<0.001)
relation between the total and viable cell number and viable cell ratio in
amniotic fluid with the gestational week. The DNA isolation was made from
135 case. The DNA samples were amplified by using the D21S1411 locus on
chromosome 21. It was calculated that the average peak ratio of normal
samples is 1,1 and the peak ratio of trisomic diallelic samples is 2,0.

It is demonstrated that the amniocyte number which is obtained from
0,1-1,9 ml amniotic fluid between the range of 14—22 gestation weeks is
sufficient to diagnose by QF-PCR within an acceptable certainty range. It is
calculated that the sensitivity of QF-PCR test is %90, specificity is %93,6,
positive and negative predictive values are %100 in diagnosing trisomy 21. It
is indicated that the heterozygosity ratio of D21S1411 marker is 0,8320.
Based on these data, it is concluded that D21S1411 marker can safely be

applied in Turkish population for diagnosis of trisomy 21.

Key Words: Trisomy 21, QF-PCR, prenatal diagnosis, amniocyte.
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9. EKLER:

9.1 EK-1: Gebelik Haftasi-Hiicre Sayillari

Hasta Gebelik Hucre Sayisi/| Canli Hucre Canli Hicre | Hucre Sayisi/
Dosya No | Gelis Tarihi Endikasyon
No Haftasi ml susp. Sayisi/ml susp. Orani ml amnion
1 5040* | 14.03.2006 17 | Artmis Trizomi 21 riski 60.000 24.000 40% 18.000
2 5041 14.03.2006 17 | Artmis Trizomi 21 riski 140.000 64.000 45,70% 43.000
3 5042 15.03.2006 16 | Artmis Trizomi 21 riski 100.000 32.000 32% 30.000
4 5043 15.03.2006 19 | Artmis Trizomi 21 riski 230.000 40.000 17% 69.000
5 5044 15.03.2006 16 | 2'li testte artmis risk 76.000 24.000 31% 23.000
6 5045 16.03.2006 16 | Artmis Trizomi 21 riski 110.000 36.000 33% 33.000
7 5046* | 16.03.2006 19 | 3'lU testte artmis risk 150.000 28.000 18,60% 45.000
8 5047 16.03.2006 19 | Artmis Trizomi 21 riski 220.000 28.000 12,70% 67.000
9 5048 16.03.2006 17 |iMY 100.000 32.000 30% 32.000
10 5049 16.03.2006 18 | 3'lU testte artmisg risk 100.000 36.000 33% 32.000
11 5050 20.03.2006 17 | 3'IU testte artmisg risk 130.000 52.000 40% 32.000
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12 5051* | 21.03.2006 18 | Artmig Trizomi 21 riski 56.000 24.000 42,80% 14.000
13 5052 21.03.2006 17 [IMY 96.000 32.000 33% 24.000
14 5053 22.03.2006 18 | 3'lu testte artmig risk 130.000 52.000 40% 32.000
15 5054 23.03.2006 20  |Artmig Trizomi 21 riski 240.000 88.000 37% 60.000
16 5055* | 23.03.2006 15 | Turner Sendromu 30.000 18.000 60% 7.500
17 5062 27.03.2006 16 |[IMY 36.000 10.000 28% 10.000
18 5063 27.03.2006 17 |[IMY 43.000 13.000 33% 13.000
19 5064 28.03.2006 16 [IMY 24.000 10.000 41,60% 7.200
20 5066 28.03.2006 19 |IMY 140.000 52.000 36% 42.000
21 5067* | 28.03.2006 18  [Sol st IMY 48.000 24.000 50% 14.000
22 5068* | 28.03.2006 18 [Sag alt IMY 100.000 50.000 50% 30.000
23 5069 28.03.2006 18 | Artmig Trizomi 21 riski 150.000 60.000 40,50% 45.000
24 5070 29.03.2006 19 | Artmig Trizomi 21 riski 120.000 36.000 30% 36.000
25 5071 29.03.2006 17 | Artmug Trizomi 21 riski 46.000 20.000 43,50% 14.000
26 5072 29.03.2006 16 |IMY 22.000 10.000 44% 6.600
27 5073 30.03.2006 18 | Artmig Trizomi 21 riski 90.000 28.000 31% 27.000
28 5074* | 30.03.2006 16 [IMY 28.000 15.000 53% 8.400
29 5075 30.03.2006 16 |IMY 7.000 5.000 2% 2.100
30 5076* | 30.03.2006 18 |IMY 46.000 27.000 58,60% 14.000
31 5077 03.04.2006 18 MY+ Artmis Trizomi 21 40.000 18.000 45% 4.500

riski
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32 5078* | 03.04.2006 18 | 2'li testte artmis risk 77.000 37.000 48,40% 19.000
33 5079 | 03.04.2006 | 20 |IMY 190.000 87.000 46,20% 47.000
34 5080 | 03.04.2006 | 20 |IMY 220.000 64.000 29% 55.000
35 5081* | 04.04.2006 19 | Artmis Trizomi 21 riski 140.000 49.000 35,50% 35.000
36 5082 | 04.04.2006 15 [IMY 26.000 12.000 46% 6.500
37 5083 | 04.04.2006 17 |IMY 130.000 48.000 36,40% 33.000
38 5084* | 04.04.2006 18 | Artmis Trizomi 21 riski 72.000 36.000 50% 18.000
39 5085* | 05.04.2006 17 1z kardeste Down 120.000 49.000 39,30% 30.000
Sendromu
40 5086* | 05.04.2006 17 | Artmis Trizomi 21 riski 43.000 26.000 60,80% 10.000
41 5087 | 05.04.2006 18  [IMY 150.000 27.000 38,50% 37.000
42 5088 | 06.04.2006 15 | 3'lU testte artmis risk 40.000 10.000 25% 10.000
43 5089 | 06.04.2006 16 | 3'lu testte artmig risk 47.000 20.000 43,20% 12.000
44 5090* | 06.04.2006 17 | 2'li testte artmisg risk 59.000 30.000 51,70% 15.000
45 5091 10.04.2006 | 20 |IMY 240.000 69.000 28,80% 72.000
46 5092 10.04.2006 19 | 3'lu testte artmig risk 310.000 120.000 37,90% 93.000
47 5093 10.04.2006 17 | Artmis Trizomi 21 riski 55.000 26.000 48,20% 16.000
48 5094 10.04.2006 16 |IMY 68.000 36.000 53,20% 20.000
49 5095 11.04.2006 17 | 3'lu testte artmig risk 35.000 12.000 33,30% 10.000
50 5096 11.04.2006 17 |IMY 30.000 15.000 50% 9.000
51 5097* | 11.04.2006 17 |IMY 35.000 21.000 60,80% 10.000
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52 5098* | 11.04.2006 17 |IMY 46.000 20.000 44% 14.000
53 5099* | 12.04.2006 17 |[iIMY 76.000 37.000 48% 23.000
54 5100 13.04.2006 15 |IMY 17.000 7.500 44% 5.100
55 5101 13.04.2006 19 | Artmis Trizomi 21 riski 130.000 34.000 27,40% 38.000
56 5102* | 13.04.2006 16 | 2'li testte artmisg risk 31.000 16.000 51,60% 9.300
57 5103 13.04.2006 15 | 2'li testte artmis risk 28.000 17.000 61,80% 8.300
58 5104* | 13.04.2006 18 |IMY 35.000 13.000 36,20% | 100.000
59 5105 13.04.2006 18 [IMY 120.000 46.000 38,60% 36.000
60 5106 17.04.2006 17 |IMY 25.000 16.000 63% 6.200
61 5107 17.04.2006 19 | Artmis Trizomi 21 riski 160.000 44.000 28,40% 39.000
62 5108 17.04.2006 17 | Artmis Trizomi 21 riski 72.000 38.000 52,20% 18.000
63 5109 18.04.2006 16 | 3'lU testte artmis risk 45.000 19.000 42,50% 11.000
64 5110 18.04.2006 16 |IMY 25.000 13.000 51,50% 6.400
65 5111* | 19.04.2006 18 | 2'li testte artmis risk 87.000 35.000 40% 22.000
66 5112* | 19.04.2006 16 Artmig Trizomi 21 riskl 8.800 6.400 72,70% 1.800
akraba evliligi
67 5113* | 20.04.2006 18 |IMY 120.000 39.000 31,80% 30.000
68 5114* | 20.04.2006 | 21 |3l testte artmis risk 400.000 170.000 43,50% 10.000
69 5115 | 20.04.2006 14 | 2'li testte artmis risk 7.000 4.500 64,30% 1.800
70 5116 | 20.04.2006 18 | 3'lu testte artmis risk 170.000 48.000 28,60% 42.000
71 5117 | 20.04.2006 17 |IMY 85.000 38.000 44,40% 21.000
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72 5118 20.04.2006 17 | Artmug Trizomi 21 riski 95.000 50.000 52,90% 24.000
73 5119 25.04.2006 17 [IMY 58.000 25.000 44% 17.000
74 5120 |26.04.2006| 18 |IMY 170.000 75.000 43,60% 5.100

75 5121* |26.04..2006| 20 |3'lu testte artmig risk 180.000 50.000 28,30% 540.000
76 5122 |27.04.2006| 15 |Artmig Trizomi 21 riski 56.000 26.000 47,50% 17.000
7 5123 01.05.2006 22 | Down Sendromu 710.000 200.000 28,30% 180.000
78 5124 01.05.2006 18 [IMY 160.000 56.000 34,30% 40.000
79 5125 01.05.2006 16 [IMY 80.000 32.000 40% 20.000
80 5127 01.05.2006 16 |IMY 110.000 45.000 41% 28.000
81 5128 02.05.2006 19 | Artmig Trizomi 21 riski 94.000 36.000 37,70% 24.000
82 5129 02.05.2006 16 [IMY 49.000 34.000 69,90% 12.000
83 5130 02.05.2006 16 | 2'li testte artmisg risk 88.000 50.000 56,60% 22.000
84 5131 03.05.2006 17 | Artmig Trizomi 21 riski 76.000 38.000 50% 19.000
85 5132 03.05.2006 19 | Artmig Trizomi 21 riski 540.000 120.000 22,10% 140.000
86 5133 03.05.2006 18 | Artmig Trizomi 21 riski 150.000 59.000 38,40% 39.000
87 5134* | 04.05.2006 16 | 2'li testte artmig risk 28.000 13.000 47,30% 6.900

88 5135 04.05.2006 17 | 2'li testte artmisg risk 140.000 42.000 30% 35.000
89 5136 04.05.2006 16 | Artmig Trizomi 21 riski 48.000 26.000 53,30% 9.700

90 5137 04.05.2006 18 | 2'li testte artmis risk 170.000 88.000 51% 43.000
91 5138* | 08.05.2006 16 | 2'li testte artmig risk 24.000 14.000 58,30% 6.000

92 5139 08.05.2006 17 | IMY+Maternal Anksiyete 180.000 70.000 39,40% 45.000
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93 5140 | 08.05.2006 17 |IMY 170.000 73.000 42,10% 43.000
94 5141* | 08.05.2006 17 |[iIMY 38.000 16.000 42,10% 9.500
95 5142 | 08.05.2006 16 | Maternal Anksiyete 55.000 28.000 51% 14.000
96 5143 | 09.05.2006 16 |IMY 40.000 15.000 38,40% 9.900
97 5144 | 09.05.2006 16 [IMY 30.000 13.000 44% 7.500
98 5145* | 09.05.2006 17 |IMY 66.000 32.000 48,50% 17.000
99 5146 10.05.2006 19 | Artmis Trizomi 21 riski 100.000 44.000 43,90% 25.000
100 5147 11.05.2006 19 | Fetal malformasyon 220.000 76.000 34,20% 56.000
101 5148 | 11.05.2006 17 |IMY 60.000 27.000 45,30% 15.000
102 5149* | 11.05.2006 18 |IMY 44.000 30.000 71% 10.000
103 5150* | 11.05.2006 | 21 |2'i testte artmis risk 240.000 74.000 31,30% 59.000
104 5151 11.05.2006 16 | Artmis Trizomi 21 riski 49.000 28.000 58,20% 12.000
105 5152 | 15.05.2006 17 |IMY 52.000 19.000 35,90% 13.000
106 5153 | 16.05.2006 19 [IMY 160.000 42.000 27,30% 39.000
107 5154* | 16.05.2006 18 | 2'i testte artmis risk 290.000 120.000 39,70% 73.000
108 5155 | 16.05.2006 16 |IMY 54.000 22.000 40,50% 13.000
109 5156 16.05.2006 17 | Artmis Trizomi 21 riski 160.000 62.000 39,60% 39.000
110 5157 | 16.05.2006 16 | 2'li testte artmis risk 82.000 48.000 58,30% 20.000
111 5158* | 22.05.2006 17 | Artmis Trizomi 21 riski 68.000 30.000 43,30% 17.000
112 5159 | 22.05.2006 17 |IMY 56.000 28.000 49,60% 14.000
113 5160 | 22.05.2006 19 |IMY 150.000 60.000 40,20% 38.000
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114 5161 23.05.2006 18 |IMY 160.000 70.000 43,20% 40.000
115 5162 | 23.05.2006 17 |IMY 40.000 12.000 30,30% 10.000
116 5163 | 23.05.2006 17 |IMY 77.000 37.000 48,60% 38.000
117 5164 | 24.05.2006 16 | Artmis Trizomi 21 riski 33.000 18.000 53,60% 8.200
118 5165 | 24.05.2006 17 |IMY 37.000 24.000 64,70% 9.200
119 5166* | 25.05.2006 17 :\;I;+Artm|§ Trizomi 21 92.000 60.000 66% 23.000
120 5167 | 25.05.2006 18  |IMY 130.000 60.000 45,70% 15.000
121 5168 | 29.05.2006 17 |IMY 110.000 54.000 49,60% 27.000
122 5169 | 29.05.2006 17 |IMY 210.000 100.000 48,10% 52.000
123 5170* | 29.05.2006 17 |[IMY 55.000 32.000 59,10% 14.000
124 5171 30.05.2006 19 | Artmis Trizomi 21 riski 230.000 94.000 41,10% 57.000
125 5172 |30.05.2006 | 20 |IMY 300.000 94.000 31,50% 75.000
126 5173 | 30.05.2006 17 | Artmis Trizomi 21 riski 100.000 47.000 46% 26.000
127 5174 31.05.2006 18 IMY + 2'li testte artmis risk 120.000 57.000 48,60% 29.000
128 5175 | 31.05.2006 17 |IMY 65.000 36.000 56,20% 16.000
129 5176 | 31.05.2006 16 | 2'li testte artmis risk 57.000 22.000 39,10% 14.000
130 5177 | 31.05.2006 17 :\;I;+Artm|§ Trizomi 21 76.000 43.000 56,30% 19.000
131 5178 | 01.06.2006 18 |IMY 37.000 25.000 66,70% 9.300
132 5179 | 01.06.2006 18 | 3'lU testte artmis risk 81.000 37.000 46% 20.000
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133 5180 | 01.06.2006 18 |IMY 92.000 52.000 56,10% 23.000
134 5181* | 01.06.2006 18 :::(iyak i tarafl ekojent 68.000 22.000 32,40% 17.000
135 5182 | 05.06.2006 16 | 2'li testte artmis risk 91.000 46.000 51,10% 23.000
136 5183 | 05.06.2006 18 | Artmis Trizomi 21 riski 170.000 58.000 34,40% 42.000
137 5184* | 05.06.2006 17 | 3'lU testte artmis risk 75.000 42.000 56% 19.000
138 5185* | 05.06.2006 17 |IMY 71.000 46.000 64% 18.000
139 5186 | 06.06.2006 19 [IMY 320.000 140.000 43,40% 81.000
140 5187 | 07.06.2006 16 |IMY 52.000 28.000 53,10% 13.000
141 5188 | 07.06.2006 16 |IMY 50.000 32.000 64,30% 13.000
142 5189* | 07.06.2006 | 22 |Anhidramnios 540.000 250.000 46% | 140.000
143 5190 | 08.06.2006 | 20 Sol AC'de adenomatoid 210.000 77.000 36,70% 52.000
malformasyon

144 5191* | 08.06.2006 18 | 3'lu testte artmis risk 150.000 78.000 52,30% 45.000
145 5192 | 08.06.2006 16 |IMY 66.000 26.000 39,40% 20.000
146 5193 | 08.06.2006 19 | 3'lu testte artmig risk 1/10* 140.000 61.000 43,90% 35.000
147 5194* | 12.06.2006 17 | Artmis Trizomi 21 riski 130.000 66.000 51,40% 32.000
148 5195 13.06.2006 18 |IMY 160.000 74.000 47% 40.000
149 5196 13.06.2006 18 |IMY 140.000 61.000 42,70% 36.000
150 5197 13.06.2006 16 |IMY 36.000 16.000 44% 9.000

151 5198 15.06.2006 16 [IMY 50.000 24.000 48% 13.000
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152 5199 15.06.2006 16 | Artmis Trizomi 21 riski 39.000 24.000 61,20% 9.800
153 5200 15.06.2006 18 ::\:;+Artml$ Trizomi 21 240.000 110.000 46,70% 61.000
154 5201 19.06.2006 17 | Anomalili gebelik dykisu 48.000 24.000 49,60% 12.000
155 5202 19.06.2006 17 | Artmis Trizomi 21 riski 48.000 26.000 54,70% 12.000
156 5203 19.06.2006 16 | Artmis Trizomi 21 riski 12.000 7.200 58,10% 3.100
157 5204 19.06.2006 17 |IMY 42.000 25.000 59% 10.000
158 5205 19.06.2006 16 I(ZA)Z;HIK pebek hemofii-A 30.000 18.000 60% 7.500
159 5206 19.06.2006 17 | 2'li testte artmis risk 49.000 26.000 53,80% 12.000
160 5207 | 20.06.2006 16 | 2'li testte artmis risk 47.000 23.000 50% 12.000
161 5208 | 21.06.2006 16 | 2'li testte artmis risk 20.000 15.000 76% 3.800
162 5209 | 21.06.2006 16 |IMY 41.000 27.000 67% 6.800
163 5210 | 22.06.2006 19 | Artmis Trizomi 21 riski 180.000 68.000 38,30% 45.000
164 5211 22.06.2006 16 |IMY+IVF gebelik 30.000 18.000 61% 7.400
165 5212 | 22.06.2006 17 MYakrabada down 73.000 40.000 55,20% 18.000
sendromu oykusu
166 5213 | 27.06.2006 16 | Artmis Trizomi 21 riski 25.000 14.000 56,50% 6.200
167 5214 | 29.06.2006 16 | 2'li testte artmis risk 120.000 58.000 48,00% 30.000
168 5215 | 29.06.2006 16 | 2'li testte artmis risk 59.000 31.000 52,70% 15.000
169 5216 | 03.07.2006 16 [IMY 100.000 49.000 48,10% 25.000

101




170 5217 03.07.2006 16 | Artmig Trizomi 21 riski 11.000 8.300 76% 2.700
171 5218 04.07.2006 16 | 3'lU testte artmisg risk 93.000 43.000 46,40% 23.000
172 5219 04.07.2006 17 |[IMY 110.000 41.000 36,70% 28.000
173 5220 04.07.2006 17 |[IMY 60.000 20.000 33,60% 15.000
174 5221 04.07.2006 17 | Artmug Trizomi 21 riski 19.000 7.600 40,40% 4.700
175 5222 05.07.2006 16 |[IMY 69.000 38.000 54,30% 17.000
176 5223 05.07.2006 18 [IMY 40.000 26.000 63,40% 6.400
177 5224 06.07.2006 15 | Artmig Trizomi 21 riski 24.000 14.000 56,70% 6.000
178 5225* | 06.07.2006 18 | 3'lU testte artmig risk 160.000 74.000 46,60% 40.000
179 5226* | 06.07.2006 17 | 2'i testte artmisg risk 29.000 16.000 55,60% 7.200
180 5227 06.07.2006 16 | Artmug Trizomi 21 riski 68.000 38.000 55,00% 17.000
181 5228 06.07.2006 17 jsliiteStte artmis frizomi 18 54.000 28.000 51,10% 14.000
182 5229 06.07.2006 16 [IMY 33.000 22.000 65,10% 8.300
183 5230* | 06.07.2006 16 | 2'li testte artmisg risk 41.000 24.000 59,40% 10.000
184 5231 10.07.2006 16 ::\:I;+Aﬂm|§ Trizomi 21 44.000 24.000 54,50% 11.000
185 5232* | 10.07.2006 17 | 3'lU testte artmig risk 120.000 55.000 45,60% 30.000
186 5233 11.07.2006 22 | Artmig Trizomi 21 riski 460.000 100.000 21,90% 120.000
187 5234 11.07.2006 16 |[IMY+2'i testte artmis risk 22.000 12.000 54,50% 5.500
188 5235* | 11.07.2006 17 |IMY+Koroid plexus kistleri 34.000 18.000 52,30% 8.600
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189 5236 12.07.2006 16 [IMY 32.000 21.000 65,80% 7.900
190 5237 12.07.2006 16 ::\2;+Aﬁm|§ Trizomi 21 61.000 40.000 66,40% 15.000
191 5238 13.07.2006 15 | Artmig Trizomi 21 riski 56.000 26.000 46,00% 14.000
192 5239* | 13.07.2006 20  |Artmig Trizomi 21 riski 190.000 68.000 36,50% 47.000
193 5240 17.07.2006 19 | Artmig Trizomi 21 riski 160.000 55.000 34,40% 40.000
194 5241 18.07.2006 16 | 2'li testte artmisg risk 68.000 34.000 49,70% 17.000
195 5242* | 18.07.2006 16 |[IMY+3'li testte artmis risk 88.000 45.000 51,10% 22.000
196 5243 18.07.2006 17 |IMY 50.000 23.000 46,00% 13.000
197 5244 19.07.2006 16 |Fetal anomali 280.000 160.000 56,80% 70.000
198 5245* | 19.07.2006 17 |IMY+2'i testte artmis risk 86.000 41.000 47,20% 21.000
199 5246 19.07.2006 17 | 2'li testte artmisg risk 82.000 45.000 54,40% 21.000
200 5247 19.07.2006 17 | 2'li testte artmis risk 120.000 57.000 47,30% 30.000
201 5248 19.07.2006 17 |[iIMY 40.000 21.000 52,50% 9.900
202 5249 19.07.2006 17 |IMY 64.000 28.000 44,60% 16.000
203 5250* | 20.07.2006 18 | 3'lu testte artmig risk 88.000 33.000 37,40% 22.000
204 5251* | 20.07.2006 17 ::\2;+Aﬁm|§ Trizomi 21 130.000 77.000 59,60% 32.000
205 5252 20.07.2006 16 | Artmig Trizomi 21 riski 49.000 26.000 52,00% 12.000
206 5253 20.07.2006 17 |[IMY 140.000 63.000 45,00% 35.000
207 5254 24.07.2006 18  [IMY 130.000 41.000 32,30% 32.000
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208 5255 24.07.2006 16 | Artmig Trizomi 21 riski 170.000 98.000 58,10% 42.000
209 5256 25.07.2006 16 [IMY 9.200 4.300 52,20% 23.000
210 5257 25.07.2006 19 | 3'lu testte artmig risk 150.000 49.000 32,90% 37.000
211 5258 25.07.2006 14 [IMY 9.000 6.000 66,70% 2.200
212 5259 25.07.2006 16 [IMY 80.000 46.000 58,30% 20.000
213 5260 26.07.2006 18 | Artmig Trizomi 21 riski 200.000 90.000 45,90% 49.000
214 5261 26.07.2006 17 | Artmug Trizomi 21 riski 120.000 60.000 49,20% 31.000
215 5262 26.07.2006 16 | 2'li testte artmisg risk 48.000 25.000 51,20% 12.000
216 5263* | 26.07.2006 16 | Artmig Trizomi 21 riski 28.000 18.000 62,00% 7.100
217 5267 01.08.2006 18 |iskelet Displazisi 200.000 88.000 43,40% 51.000
218 5273 03.08.2006 18  [IMY 150.000 72.000 49,70% 36.000
219 5274 07.08.2006 15 :\:;+Artm|§ Trizomi 21 23.000 14.000 59,60% 5.700
220 5275 07.08.2006 15 | Artmug Trizomi 21 riski 40.000 22.000 54,50% 9.900
221 5276 07.08.2006 15 |IMY 13.000 8.400 65,60% 3.200
222 5281 09.08.2006 18 |[IMY 86.000 42.000 49,10% 22.000
223 5283 09.08.2006 18 | Artmug Trizomi 21 riski 100.000 54.000 52,90% 26.000
224 5290* | 10.08.2006 15 | 2'i testte artmisg risk 10.000 5.000 50,00% 2.500

Dosya No*: Gebelik Haftasi=14—-15=15/ 15-16=16/ 16—17=17 vb.
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9.2 EK-2: DNA’larin Saflik ve Konsantrasyonlari:

DNA No

3/2x

4/10x

5/3x
6
7
8
10
11
12
17
18
19
20
20/2x
20/5x
20/10x
20/20x
20/50x
21
22
23
24
25
26
28
29
30

Dosya No

AS-06-4974
AS-06-4985
AS-06-5010

AS-06-5014

CVS-06-01

AS-06-5038
AS-06-5039
AS-06-5040
AS-06-5043
AS-06-5044
AS-06-5046
AS-06-5059
AS-06-5063
AS-06-5066
AS-06-5055

AS-06-5068
AS-06-5069
AS-06-5070
AS-06-5071
AS-06-5073
AS-06-5074
AS-06-5079
AS-06-5077
AS-06-5078

Hiicre Sayis1

~2 000 000
~2 400 000
~1 600 000

~7 500 000

~2 500 000

~88 000
100 000
~1 750 000
~700 000
~750 000
~700 0000
~110 000
~110 000
~100 000
~270 000

~220 000
~500 000
%)

ISEEOEEOEESERSERN

105

DNA Saflig

1,85
1,93
1,38
1,74
2,01
1,63
1,87
1,73
1,65
1,62
1,71
1,69
1,69
1,63
1,68
1,73
1,88
1,42
1,72
1,70
2,85
1,62
1,58
2,01
1,60
1,63
1,61
2,00
1,95
1,89
1,7
1,82

DNA

Konsantrasyonu

pg/ml
49,4
20,5
66,4
63
3232
48
120
50,5
25,7
24,7
22,3
22,8
25
27,8
48,9
36,8
29,5
41,7
12,7
9,9
6,8
10,2
7,6
25,5
20,6
27,6
244
20,8
30,2
20,4
40,7
28,2



31
32
33
34
35
36
37
37/2x
38
38/2x
39
39/2x
40
40/2x
41
42
43
44
45
45/2x
50
50/3x
51
51/10x
51/20x
51/50x
51/100x
52
52/2x
53
53/4x
54
55
55(d)
56
56/2x

AS-06-5080
AS-06-5081
AS-06-5082
AS-06-5083
AS-06-5085
AS-06-5086
AS-06-5064

AS-06-5087

AS-06-5088

AS-06-5090

AS-06-5091

AS-06-5093

AS-06-5094

AS-06-4981

AS-06-4996

AS-06-5095

AS-06-5096

AS-06-5097

AS-06-5098

AS-06-5092
AS-06-5102

AS-06-5099

%)
%)
2 000 000
%)
%)
%)
~110 000

~450 000

)

(SERSEEOEESEEN

~250 000

~300 000

~300 000

~350 000

~400 000
%)

~550 000

106

1,61
1,67
1,98
1,93
1,99
1,96
1,92
1,61
1,79
1,63
1,56
1,63
1,44
1,64
1,61
1,82
1,84
1,13
1,63
1,72
1,67
1,72
1,13
1,62
1,75
1,52
1,55
1,54
1,65
1,47
1,62
1,95
1,84
1,76
1,94
1,79

49,5
46,9
21,2
23,5
17,4
24,4
64
66,5
68,3
55,75
52,3
41,75
73,7
83,5
31,8
30,2
47,5
24,4
58,8
31,1
103,8
33,8
113,8
19,6
12,8

6,5
70,5
55
115,7
38,5
43,6
58,2
52
114,5
64,25



57
57/3x
58
59
59/2x
60
60/2x

61
61/2x
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

AS-06-5103

AS-06-5101
AS-06-5105

AS-06-5110

AS-06-5111

AS-06-5106
AS-06-5107
AS-06-5108
AS-06-5109
AS-06-5112
AS-06-5115
AS-06-5116
AS-06-5117
AS-06-5119
AS-06-5121
AS-06-5122
AS-06-5134
AS-06-5118
AS-06-5120
AS-06-5136
AS-06-5126
AS-06-5128
AS-06-5129
AS-06-5132
AS-06-5130
AS-06-5131
AS-06-5142
AS-06-5143
AS-06-5146
AS-06-5148
AS-06-5144
AS-06-5145

~1 000 000

%)

~1 000 000
~1 000 000
~1 000 000
~1 000 000
%)
%)
~1 000 000
~1 000 000
~400 000
~750 000
~6 50 000
~800 000
~6 50 000
~1 000 000
0]

SERSEEOEEOEEOEESERSEESEESEESEE SRS

107

2,11
1,82
1,65
1,95
1,80
1,91
1,94
1,67
1,83
1,86
1,92
1,94
1,59
1,96
1,92
1,92
1,93
1,96
1,92
1,89
1,91
1,81
1,91
1,82
1,93
1,94
1,81
1,99
1,9
1,83
1,97
1,63
1,61
1,71
1,78
1,70

103,2
62,5
24,4
57,6

69,75
78,1

63
89

66,25
84,3
56,6
76,4
64,4
62,3
49,6
110,9
103,8
56,7
91,9
57,5

74
65,2
88,7

115,2
107,4
97,9
78,6
116,9
68,3

63
65,6
67,3
70,5

57
30,3
32,3



89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
104
105
106
107
108
109
110
112
113
114
115
116
117
118
119
120
123
124
125
126
127
128

AS-06-5147
AS-06-5152
AS-06-5157
AS-06-5158
AS-06-5159
AS-06-5160
AS-06-5154
AS-06-5156
AS-06-5164
AS-06-5166
AS-06-5169
AS-06-5171
AS-06-5173
AS-06-5174
AS-06-5176
AS-06-5177
AS-06-5178
AS-06-5181
AS-06-5197
AS-06-5204
AS-06-5182
AS-06-5203
AS-06-5215
AS-06-5216
AS-06-5225
Kan-1
AS-06-5242
Kan-2
Kan-3
Kan-4
AS-06-5277
AS-06-5288
AS-06-5294
AS-06-5295
AS-06-5296
AS-06-5292

SEROEESEESERSEESEESERSEESER SRRSO BRSO OB OB S B S B SEESEE SRS B OB OB OB OEE OB OB S B S EESEESEE SR SRR

108

1,64
1,76
1,77
1,73
1,83
1,81
1,74
1,69
1,87
1,87
1,78
1,70
1,81
1,61
1,62
1,64
1,67
1,72
1,71
1,61
1,66
1,67
1,80
1,83
1,88
1,82
1,61
1,73
1,66
1,83
1,66
1,62
1,69
1,96
1,71
1,79

40,1
34
33,7
33,7
41,5
36,1
42
58,4
44,8
72,4
61,2
53,8
52,5
49,5
48
64
49,8
41,6
46,6
74,8
54
56,3
22,5
20,2
26,9
20,5
116,3
26,7
20,3
25
44,2
30
32,5
30
34,7
22



129 AS-06-5299 %) 1,88 34,1

130 AS-06-5301 %) 1,71 36,6
131 AS-06-5309 %) 1,93 32

132 AS-06-5312 %) 1,85 38,8
133 AS-06-5314 %) 1,98 33,3
134 AS-06-5307 %) 2,00 29,6
135 AS-06-5308 %) 1,74 30,9
136 AS-06-5311 %) 1,81 92,6
137 AS-06-5315 %) 1,86 41,2
138 AS-06-5316 %) 1,73 132,7
139 AS-06-5317 %) 1,74 53,4
140 AS-06-5318 %) 1,69 75,9
141 AS-06-5319 %) 1,85 83,8
142 AS-06-5320 %) 1,80 81,1

143 AS-06-5321 %) 1,82 82,5
144 AS-06-5322 %) 1,68 119,2
145 AS-06-5324 %) 1,73 107,6
146 AS-06-5326 %) 1,96 34,6
147 AS-06-5329 %) 1,96 41,1

148 AS-06-5333 %) 1,97 38,5

@: Hucre sayimi yapilmayip, pellet miktarina goére izolasyon protokoli

belirlenen ornekler.
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9.3

EK-3: QF-PCR Uriinlerinin Elektroforetogramlari

DNA-1 DNAL2
1.04:1 1.25:1
A:15936 A:15332
H:2100 . A:42776 A:34190
H:5061 H:4190
T T T T T T T
2000 4000 a000 BOO0 ] 4000 5000 FO0O0
DAL/ 10x
DNA-3/2x
1.34:1 A:54155
A:28809 e A:38559 H-6796
H:3424 H:5155
T 1 T
1 46745 4730 4T85 : _;'ﬂ'-_l >
44500 45490 4620
XG ¢ !‘ i P »
K 1 “ v a
27 G X& Tl
114 l'i ': ] ", > ‘: ¢
K Rk ¥¢ & 83 83 ws
G 4R R b A BR BB
AN X% Ak A Y ;’i A

5 No’lu DNA d6rnegine ait karyotip analizi
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DNA-5/3x*
DINA-G
2.37:1 .
A:42910 1.36:1 A31461
A:40102 H:5476 H:3893
H:4959 A:16908
H:2216
. o ./\A | | | A |
0 4770 4860 4950 5040 3838 4324 4862 4835
DNA-T DNA-8
1.05:1
A:10405 A:10591 A:18993 A:18011
H:1384 H:1246 H:2081 H:2014
196 4378 4662 4995 - . .
4600 4800 5000 £
DNA-11
DMA-10 A:14565 A:lll6s
. H:1743 H: 1477
AcR900 A9039
H:1185 H:1168
A ﬁIJkVA’\ |
4482 4648 4814 B i e i}
4400 4600 4200
DNA-12
1.13:1 DNA-1T
A:20411 T ACIR107 1.24:1
H.2763 H-2142 A:10330 A:8328
: : H:1349 H:1111
|'*-\' T T I.L,I.l\ .l'u.liln.l T
10 4600 4500 5000 4329 4662 4995 5328
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o

DNA-18
1.35:1
A:T307
H:R67

A:5414
H:728

P i
>

T
4544

A:11065
H:1336

I I
4636 4328

DNA-20*

I

A:13655
H:1661

1 1
4432 4648

DNA-20/5x*
0.79:1

A:19752

A:15563 H:2734

H:2102

llllll. T

T T
4648 4814 4920

DNA-20/20x*
0.59:1

A:3069
H:491

Fal mA Y

A:5246
H:812

i I

4662

bl

4773

I
4814 [4361, 1%

112

DNA-19

1.08:1
A:BO26

H:1136

A:T464
H:1011

Ny

I
43249 4662 4995 5328

DMNA-20/2x*
0.69:1

A:23302
H:3351

A:IIBRE
H:4980

AN

I I
2 4h448 4814 4930

DNA-20/10x*
0.78:1

A:14422
H:2147

A:18529
H:2847

il

462 4773 4284 4995

DNA-20/50x*
0.84:1

A1B25 A216R
H:293 H:346

A A

-
4554

T
4520 4686 4,



Fof e -
SIS
s
R FETR
el
& i

1 2 3
Q) & & &
h g (& d i
6 7 8
T -
e 28 BB
13 14 15
- ::’ 'c‘:"
19 20

v 2 @we
Bg BH d& R&

2% wR &8
LR, = 1) gg

20 No’lu DNA 6érnegine ait karyotip analizi

DNA-22
DNA-21
1.18:1
A:l12394 A10522 A:20001
H:1647 H:1399 H:2048
I 1 T
4482 4648 4814 NJIU
452'9 4*3:52 45;95
DHAE DNA-24
1.01:1 12:1
A:12252 A:12328 -
H:1515 H:1525 A:16310 A:13613
H:1771 H:1744
T I:L-JL 1 T I 1 T
4500 4750 5000 400 4600 4800 A000
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DNA-26

DNA-25 ABR29
1.36:1 H:B67
A12278 A9018
H:1584 M H:1203
T E— T
4329 4662 49945 4680 4770 4860
DNA-28 DNA29
1.19:1
A:44175 A:17731 A:14879
H:5420 H:2154 H:1952
450 4770 e 3 4440 4551 4662 4773
DNA-30
1.28:1
A:7243 _
H.947 A:5666 e
H:647 3
) AcS0R3 AC3p12
H:770 H:559
i} _J':\'L,-\ | : : - A .1.-. n Ah A -
4600 4700 4300 43249 4662 4995
DNA-32
]ISZI A DN.IGH'SS
A:19175 Acloes 1.23:1
H:2849 H:2529 A:5313 o A:4324
H:806 H:618
| LAl H.l | . /JI n TJ :
4500 4750 000 4648 4814 4380
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DNA-34

1.09:1
A:12506 DNA-35
H-1891 A:11425
H:1689 A2T98 A:2959
H:417 H:456
— iﬁﬂ[l’lﬁ. J:'. . ":'- e ~'F"| m*ﬂ,J\r,,,.{.,.
4329 4662 4995 5328 551 4662 4773 4884
DNA-37/2x
DNA-36 A:47920 1.25:1 A:38402
H:7128 H:5731
A:1500
H:250
T Iil l jl T T
4686 4828 4329 4662 4995 5329
DNA-39/2x
DNA-38 aastes ML Ausag
A:12111 A:12755 H:2394 H:2320
H:1757 H:1851
I.\ L. or J“-I T T ELN T T T
0 4600 4800 5000 57 4828 4889 4970
100H
DNA-41
1.29:1
DMNA-40/2x A:5365 Ac4159
-~ H:603 H:437
D_mwmwﬂﬂwvim_m I.ﬂ. .-HN‘J\\ fJ\_I I
4686 4828 49710 2 4643 4814 44980
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DNA-42
1.1:1
A:22359 A:20364
H:3515 H:3202 DNA-43
A:9315
H:1276
T .I'L|I|. N |I| T h - JIIL A
4662 4995 ! 4648 4814
DNA-44 DNA-45/2x
1.06:1
A:42819 A:40408 A:osgg  O4I A:9249
H:6770 H:6298 H:1529 H:1453
: - : ﬂl s J\ . J\ :
4482 4648 4814 4 4757 4518 4584
DNA-51/10x
T80H A:128500
H:19291
200 DNA-50/3x
1] T it Ll J‘l
46443 4314 4980 44‘:82 4E|48 48|14
DNA-51/100x
DNA-51/20x DNA-51/50x
A:36487
. H:5245
A:65470 ‘gj?gggg
H:9567 i
T 'ﬁl l T T JI\\ T T ﬂ' JJ\‘ !
4329 4662 4995 2 4648 4814 4500 46245 4740
=]
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DNA-52
A:33040 DMNA:53/dx
H:4827
A:14564 A:13379
H:2232 H:1971
. i ILI . ) .
4773 4884 46R2 4995 5328
DNA-55/2x
DMNA-54 1.07:1
1.19:1 AT74217 A:T9557
H:2518 H:2025
b | ] |
= T il T T T = T T
0oo 4500 5000 5400 4329 4662 4995 5328
DMNA-56/3x
1.07:1 DNA-57/3x
AR2T0 ATT12
H:128% H:1247 A9166
H:1117
T A T L = Inl' =4 — A T T
4625 4780 4875 5000 4260 4950
DNA-58 DNA-60/2x
1.04:1
Az16659 A:17306 DNA-59/2%
H:2651 H:2725 Ac19835
H:2925
e s el
h " 4648 4814
1482 1548 4814 A ,
4752 4818
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DNA-62

DNA-61/2x
1.29:1
A:45389
H:6435 A:37483 A:28973
H:5200 H:4093
1129 1653 4995 4500 4750 5000 52
DNA-63
A20899 U A:29925 v IM
H:4301 H:4465 A:T643 A:5641
H:1122 H:795
™~ .4II|| v & JHL T - /|\ ﬂ T =
4500 4750 5000 ¢ 4440 4551 4862
DMNA-65
- DNA-66
Ac53546 A5TO6R 1.22:1
H:7740 H:8044 A:47754
H:5523 A:39285
H:4110
T |h JIL‘ T T 4?:29 4[‘:52 49;95 5?:28
4316 4482 46548 4814
DNA-67 DNA-68
1.44:1
A:15373 A:42374 A:29429
H:2132 H:6314 H:4300
T L IIIII'I. T T T ]\‘ Ik Jl T T
4854 4995 510 4323 1662 4995 5378
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DNA-T0

DNA-69 1.05:1
1.15:1 A:107476 o A:102013
: (159
—— H:17026 H:15922
Az33112 H:5568
H:4886
T T lll"'l III T T T JII| l Jfl l T
4000 4500 5000 5500 4250 4500 4750 000
100 DNA-T72
1.15:1
A:34733 A30108
H:5315 H:4539
I:I u_r‘T\ = ™y T e —
4788 4064 — T T
4680 4770 4860
DNA-T3 DNA-74
1.24:1 1.02:1
A:80047 A:64795 A:110907 A:108678
H:11277 H:9807 H: 16862 H:16354
T IIIIlI JJ\\ T T T T Fll Jlll T T
4648 4814 4980 5146 4250 4500 4750 5000
DNA-T5
1.54:1 1B
A:58286 A:B9583
H:8484 H:12648
800 DNA-76*
| AL | L R
4329 4662 49495 7328 ARR7 4773 4004
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PS¢ B

1

22 31 X B

2

1]

14

3

15

b

il
T T Y

L § £ 1 44 &8 E F
76 No’lu DNA 6rnegine ait karyotip analizi
DNA-T7 DNA-78
az2apss O8] :
: A30110 A:30771 A:27799
H:3689 H:4514 H-4610 14170
|IL }l T |Jll = lil T T
T T R 4329 4662 4995 328
43249 4662 4995
DNA-79
1.14:1 DNA-80
A:22053 sl A:13322
H:3321 H:2824 H:1827
h J.I. T & T T
' ' ' 4530 4770 4360
4500 4740 5000
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DMNA-&1
1.16:1
A41623 A35TYT DMNA-82
H:6466 H:5393 1.38:1
Ac65504 A:4T7562
H:9233 H:6272
T JHI 1 T
. . Wil . 30 4500 4750 5000
4000 4500 000 500
DNA-83 DNA-&4
1.38:1 1.01:1
A45714 Ar31692 A:32917 A:33383
H:4644 H:3370 H:4941 H:4911
| 1686 1828 4970 .P“ ’Illl .
46485 4814 4950
DMNA-85 DMA-86
1.72:1
A44377 A49909
H:6727 H:7530 A:1T598 A:30205
H:2397 H:4015
T IlIIIIl Ilrll T T T T 'IIL 7 Jk T T
4482 4648 4814 4980 1329 4662 4995 5328
DMNA-88
DMA-87 A36399
1.31:1 H:5389
A28242 A21579
H:4202 H:3139
Jll /\IL I I
4500 4740 a000 ABEN AGEN ANAnN
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DNA-89 DNA-90
. aa7793 L Alison0
A:30619 A:25666 H:2623 H:2128
H:4476 H:3757
) IV
4500 4750 5000 4349 4662 4945
DMNA-92
1.4%:1
A:52180 A:35372
Ac1804
H:231 J\
.Y | . _J'n'.
4551 4662 4 4662 4773 4884
DNA-93
DNA-94
1.34:1
A:25190 A:9116 A:6797
H:3338 H:1352 H:948
1662 4773 2884 4000 5000 B0
1000 DNA-96
1.24
A:5053 A:6284
DNA.9S H:802 H:986
500
|:|-v-w i'\w.-'\._n.v\s'u.-'\a1'_” . e T .—'l' wr'lll' .| o
4686 1828 4970 4400 4600 4800
DNA-99
DMNA-9T 1.15:1
1.05:1
A:5384 ASETT AIRTTI Arlail2
-804 H:721 H:2847 H:2466
III A .Ml.lll
il | I i} h
4329 46G7 4995 : o :
4329 4562 4895




DNA-D8*

1.86:1.75:1
A:28599
A:30341 H:4076
H:4018 A:16314
H:2384
T II'IL T 'II‘I' T
445 4514 4980 :

'b"”
ul:%‘l‘ﬂ';

et e o
ERr-ARE
Aot g,
T
LA
ErsT
u
v

; i b 1¢ 8! %
i i ¢ E T 3 LR Ei L 54
T T | LR T S T |
S *_‘ |} T b b ’ M
98 No’lu DNA drnegine ait karyotip analizi
DNA-100 DNA-101
1.34:1 1.39:1
:ggf A:38733 A:44308 A:31909
) H-5818 H:6578 H:4701
. |I|l JL A .Jrll : | . ﬂ | .
50 4500 4750 5000 o0 - i pu
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DNA-102

DNA-104
1.15.1 2:1
A:25403 A:22023 A:2827 A:2360
H:3805 H:3170 H:393 H:345
: Illl | JllI jt | | S— m.-"l /I\/A /\A - i
4500 4740 a000 4432 4643 4314
DNA-106
DNA-1035
1.17:1
A 48627 A:41449 . N
H:7243 H:6085 4648 4814
DNA-107
A:1596 64:1 A2617
H:260 H:374
| ﬁ! fJLﬁ o [ :
2 4648 4814 4931
4329 4662 4895
DMNA-108 DMNA-109
1.13:1
A4070 A3586 A:21767
H:616 H:52% H:2749
— A |'| A Irl ﬂ.J\ |’| A T - T | __.|I.||._I .
-A00 4740 a0ao0 5240 47713 4884 4995
DNA-110 DMNA-112
1.13:1
. A:28729
ﬁlifﬁ;“ H:4408 A:25584
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