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OZET

Prenatal tani; dogum oOncesi donemde fetus veya embriyodaki olasi
hastaliklarin tespit edilmesi yontemidir. Prenatal taninin en temel amaci; yasamla
bagdasabilen trizomik ve monozomik fetuslarin dogum O6ncesi olabildigince erken
evrede tespit edilmesi esasmna dayanir. Anabilim dalimiza bagh sitogenetik ve
molekiiler genetik laboratuvarlarinda 2010 yilindan beri prenatal tani, kantitatif
floresan polimerz zincir reaksiyonu (QF-PCR) ve amniyon hiicre kiltiiri-full
karyotip analiz yontemleri ile hizmet vermektedir. Bu projemizde laboratuvarimizda
daha once QF-PCR ile genotiplendirilen amniyon 6rnekleri ve diisiik materyallerine
ait deoksiriboniikleik asit (DNA) bankas1 kullanilarak c¢oklu ligasyonla prob
amplifikasyonu  (MLPA) teknigi ile  genotiplendirilmesi  varsa olasi
mikrodelesyon/duplikasyonlarin tespit edilmesi amaglandi. Elde edilen sonuglar QF-
PCR teknigi ile daha once elde edilen sonuglarla karsilagtirildu.

Calismamizda anoploidi ve mikrodelesyon/duplikasyon olmak tizere iki farkli
MLPA kiti kullanildi. 67 amniyon ve 10 adet diisiik materyali olmak {izere toplam 77
ornek 36 farkli prob igceren MLPA andploidi Kiti ile genotiplendirildi. 33 amniyon,
11 adet diisiik materyali olmak iizere toplam 44 ornek ise 50 adet farkli prob igeren
MLPA mikrodelesyon/duplikasyon kiti ile ¢oklu ligasyonla prob amplifikasyonu ve
kapiller elektroforez teknigi ile genotiplendirildi.

MLPA anoploidi kiti ile genotipledirilen 6rneklerde; 57 adet amniyon normal
olarak degerlendirilirken, 10 amniyon ve 7 adet diisiik materyali 6rneklerinde sayisal
kromozom anomalileri saptandi. Daha 6nce OF-PCR ile tan1 alan 3 adet triploidi ve
1 adet tetraploidi 6rnegine MLPA andploidi Kiti ile bu arastirmada tan1 konulamadi.
Bir adet uninformatif 6rnek normal olarak degerlendirilirken, paternal uniparental
izodizomi tanist alan diger amniyon 6rnegi ise Triple X olarak degerlendirildi. QF-
PCR ile normal degerlendirilen 2 6rnekte kromozom 18 ve 21 de kismi duplikasyon
saptand1. Bunlarin disinda sayisal anomali tanis1 konulmus diger tiim 6rneklerin QF-
PCR sonuglari ile uyumlu oldugu goriildi. MLPA mikrodelesyon/duplikasyon kiti ile
analiz edilen Orneklerde; 11 amniyon normal (%33.3) degerlendirilirken, 22
amniyon Orneginde ise (%66.7) mikrodelesyon ve/veya duplikasyon saptandi.
Degerlendirilen toplam 11 adet diisiik materyalin tamaminda (%100) mikrodelesyon

ve/veya duplikasyon saptandi.
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Elde edilen sonug¢lar MLPA andoploidi ve mikrodelesyon/duplikasyon
tekniginin prenatal tan1 amagli genel olarak basarili bir yontem oldugunu gosterdi.
MLPA anoploidi  kiti ile iki tahliye materyali Orneginde baska teknikle
belirlenemeyen kromozom 18 ve 21° e ait 18q11.2, 21g22.3 ve 21q11.2 bolgelerinde
duplikasyon oldugu belirlendi. MLPA mikrodelesyon/duplikasyon ile analiz edilen
ve daha Once normal degerlendirilen drneklerin tamaminda mikrodelesyon ve/veya
duplikasyon saptanmaistir.

Sonug olarak, arastirmamizda calisilan her iki MLPA yo6nteminin insanda
prenatal tan1 amagli basari ile kullanilabilecegi ortaya konmustur. Bunun yani sira
her iki kitin prenatal amagl tek basina kullanilmasi yerine diger tekniklerle birlikte
kullanilmasinin kesin ve dogru sonug i¢in daha etkili ve gecerli olacagi tartisilmistir.
Anahtar Kelimeler: Prenatal tani, amniyon ve tahliye materyal 6rnekleri, PCR, QF-
PCR, MLPA teknikleri
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ABSTRACT
The role and validity of multiple prob amplification (MLPA) technique in
prenatal diagnosis

Prenatal diagnosis is a technigue that aim to detect the possible trisomic and/or
monosimic chromosomal abnormalities in embryo and fetal cells before birth. In our
laboratory the quantitative fluorescent polymerase chain reaction (QF-PCR) and
karyotype analysis after amnion cell culture techniques that well esatblished for the
prenatal diagnosis. In the current project it was aimed to check the possible
advantage of the multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
technique in  prenatal diagnosis. The aneuplody (36 probs) and
microdeletion/duplication (50 probs) MLPA kits and capillary electrophoresis
technique were used for that purpose and results were compared to the QF-PCR
technique retrospectively.

In a total of 67 amnion and 10 aboted materials were genotyped by aneuplody
kit and 33 different amnion and 11 aborted material samples were genotyped by
microdeletion/duplication Kit in the current retrospective case - control study. Three
aneuplodic and one tetraploidic samples that diagnosed by QF-PCR technique were
not diagnosed by MLPA aneuploidic kit in the current study. One uninformatic
amniotic sample was normal and the other paternal uniparental isodisomy was
diagnosed as triple X syndrome by MLPA technique. Microdeletions were detected
in chromosomes 18 and 21 in two different samples that diagnosed as normal by QF-
PCR technique in the current results. The rest of other samples were diagnosed as the
same as QF-PCR technique. The amniotic samples that diagnosed by
microdeletion/duplication kit showed; 11 (33%) normal structure and microdeletion
and/or duplications were detected in 22 samples (66.7%) that evalutaed by 50
different probs. Microdeletion and/or duplications were detected in all 11 aborted
materials (100%) that evalutaed by 50 different probs in the current results. Two
regional chromosomal duplication were detected in chromosome 18 (18911.2) and
21(21q22.3) of different aborted samples in the current study. In general, the current
case-control results showed that MLPA technique is valid and successfully technique
in prenatal diagnosis of amnion and/or aborted materials genotyping.
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In conclusion, the current results confirmed that both MLPA kits can be use
for the prenatal diagnosis successfully, but it is better used with combination of other
techniques or need to be confirme by another valid techniques such as QF-PCR, fully
karyotyping, sanger sequencing and/or microarray in the prenatal diagnosis.

Key Words: Prenatal diagnosis, amnion and aborted materials, PCR, QF-PCR,
MLPA techniques
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1. GIRIS VE AMAC

Prenatal tani, dogum Oncesi donemde fetus veya embriyodaki olasi hastaliklarin
tespit edilmesi yontemidir. Genetik hastaliklarin 6nlenmesi ve bebeklerin saglikli bir
sekilde diinyaya gelmesi i¢in yapilan ¢alismalar i¢inde prenatal taninin 6nemli bir yer
kapladigi unutulmamalidir.

Insanda meydana gelen diisiiklerin yaklasik %40-60’ 1 sayisal ve/veya yapisal
kromozom anomalilerinden kaynaklanmaktadir. Kromozom 13, 18, 21, X ve Y
trizomileri yagamla bagdasan ve en sik karsilagilan anomalilerdir. Bunlarin yani sira
kromozom 21 ve X monozomik fetuslar da yasamla bagdasan anomalilerdendir.
Prenatal taninin en temel amaci; yasamla bagdasabilen bu trizomik ve monozomik
fetuslarin dogum Oncesi olabildigince erken evrede tespit edilmesi esasina dayanir.

Fetal biyolojik materyalin analiz edildigi yontemle fetusun genetik yapisinin
olabildigince en dogru ve kesin tani almasi, aileye dogru ve etkin genetik danisma
verilmesine olanak saglar. Bu uygulama tibbi genetik alaninda iist diizeyde
sorumluluk gerektiren bir uygulamadir (Boormans 2008). Prenatal tani; kromozomal
ve/veya tek gen hastaliklarinin dogum oncesi tan1 almasina varsa dogum Oncesi
tedavisine ve dogum sonrasi gerekli dnlemlerin alinmasina, uygun tedavi planlamasi
yapilmasina olanak vermektedir. Bundan dolayidir ki prenatal tani, genetik
hastaliklarin 6nlenmesi ve bebeklerin saglikli bir sekilde diinyaya gelmesine katki
vererek koruyucu hekimlikte 6nemli bir yer tutar.

Prenatal tani siirekli degisen ve gelisen bir alandir. Biitiin diinyada arastiricilarin
fetusun genetik kimliginin en dogru ve kesin olarak ortaya koymasi i¢in arayislar
devam etmekte olup, her yeni giin farkli teknik ortaya koymaktadirlar. Teknolojik
gelismeler; tant koymada giivenirliligin artmasina, daha fazla hastalia tam
konulmasina, hastaligin daha erken donemde ve daha hizli tanimlanabilmesine
bunlarin yani sira tarama testlerinin artmasina bagli olarak yayginlagsmasina olanak
tanimistir (Stirmeliler 2005).

Anabilim dalimiza bagl sitogenetik ve molekiiler genetik laboratuvarinda 2010
yilindan beri prenatal tan1 kantitatif floresan polimeraz zincir reaksiyonu (QF-PCR)
ve amniyon hiicre kiiltiirii-full karyotip analiz yontemleri ile hizmet vermektedir.
Laboratuvarimizda QF-PCR ile hedef kromozomlarin kimliklendirilmesi basarili bir

sekilde yapilmasinin yani sira bazi fetuslarda (6zellikle maternal kontaminasyon



stiphesi olan) kisa bitisik tekrar (STR) bolgelerinden alinan amplikon pikleri
hekimlerimizi tereddiitlere diisiirebilmekte ve tekrarli analiz yapma geregini ortaya
koyabilmektedir. Diger yandan, tekrar analizler zaman ve maliyet sorununu giindeme
getirmektedir. Prenatal tanida zaman ¢ok 6nemli oldugu i¢in bu biiyiik bir sorundur.
Coklu ligasyonla prob amplifikasyonu (MLPA) teknigi ile koryonik villus
orneklemesi (CVS) ve amniyosentez gibi invaziv girisimler sonrasinda elde edilen
fetal hiicreler {ist diizey dogrulukla analiz edilmektedir ve bu dogrultuda elde edilen
sonuglar rapor haline getirilmektedir (Boormans 2008). Casilmamizin amaci da daha
once QF-PCR teknigi ile elde edilen sonuglari, MLPA yonteminden elde edilen
sonuclarla karsilagtirmak ve bu amacgla varsa olasi farkliliklar: istatistiksel olarak
degerlendirmek. Retrospektif bir arastirma olan bu projemizde laboratuvarimizda
daha oOnce QF-PCR ile genotiplendirilen amniyon Orneklerine ve diisiik
materyallerine ait DN (deoksiriboniikleik asit) bankasi kullanilarak MLPA teknigi ile
kimliklendirilmeleri yapildi. MLPA andploidi ve mikrodelesyon kitleri olmak tizere
iki ayr1 kit ile calisma yapildi. Boylece hedef kromozomlara ait farkli primer/prob
kullanarak 13, 18, 21, X ve Y kromozomlar1 {izerinde ileri diizeyde genotiplemeleri
yapildi, farkli tekniklerle (QF-PCR, otomatik karyotipleme gibi) elde edilen

sonuclarla korele edildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Prenatal Tam

Prenatal taninin baslangict 1966 yilinda Steele ve Breg’in iiretilmis amniyotik
sivi hiicrelerinde fetusun kromozom yapisinin saptanabilicegini rapor etmesiyle
olmustur. Gelisen tip ile dogumdan o©nce fetus hakkinda bilgi sahibi
olunabilmektedir. Bu sayede fetusa ait hastaliklar, dogumdan 6nce 6grenilebilmekte
ve Onlemini almak mimkiin olabilmektedir. Bu dogrultuda prenatal taniyi
koyabilmek kadin dogum, ultrasonografi (USG), klinik genetik ve laboratuvar
isbirligi ile gergceklesmektedir (Thompson&Thompson, 2006).

Prenatal taninin amact sadece anormallikleri fetal hayatta saptamak ve
bulundugunda gebeligin sonlandirilmasina imkan tanimak degildir. Kullanilan
yontemleri, gebeligin sonlandirilmasi i¢in bir ara¢ olarak degil de fetusun durumu
hakkinda aileye dogru bilgi vermek ve aileye kendi kararlarini kisisel, sosyal, etik
ilkeler gergevesinde vermelerini saglamaktir (Yararbas 2006). Ciftlerin durumlari
hakkinda genetik riskleri degerlendirerek ve aileleri dogru genetik danigsmanlik
vererek onlart bilgilendirmektir. Bu dogrultuda prenatal taninin gergek hedeflerini
sOyle siralayabiliriz.

1. Hastalikli ¢ocuk sahibi olma riski tasiyan ciftlere bilgi vermek. Endiselerini
gidermek. Onlar1 psikolojik olarak hazirlamak ve dogru yonlendirmek. Dogum
sonras1 bakima hazirlamaya yardimci olmak.

2. Ciftlere prenatal tan1 sayesinde saglikli ¢ocuk sahibi olabilme imkan1 vermek.

3. Fetusun prenatal tedavisine olanak saglamak. Bu su an zor da olsa konjenital
anomaliler i¢in miimkiindiir.

2.1.1. Prenatal Tam1 Endikasyonlar:

Bugiine kadar prenatal taninin temel endikasyonlar1 arasinda ileri anne yasi
gelmektedir. Ileri anne yasmin riske sebep oldugu asil durum Down sendromudur.
Temel prenatal tan1 endikasyonlari asagidaki gibidir (Thompson&Thompson, 2006).
2.1.1.1. fleri Anne Yas1

[leri anne yasi, prental tan1 merkezlerine gore degiskenlik gdsteren bir durum
olsada genellikle dogumda bu yas 35 olarak kabul edilir. Kromozom anomalili fetus

riski ile amniyosentez islemine bagl diisiik riskinin neredeyse birbirine esit olmasi,



ileri anne yasi olarak 35 yasin belirlenmesine neden olmustur (Tablo 1),
(Thompson&Thompson, 2006).
Tablo 1. Anne yasina bagli olarak canli dogum ve fetuslarda Down sendromu

insidans1 (Thompson&Thompson, 2006)

Insidans

Anne yasi  Dogumda Amniyosentezde (16. CVS (9.-11. Hafta)

Hafta)
15-19 1/1250 - -
20-24 1/1400 - -
25-29 1/1100 - -
30 1/900 - —
31 1/900 - -
32 1/750 - -
33 1/625 1/420 1/370
34 1/500 1/333 1/250
35 1/385 1/250 1/250
36 1/300 1/200 1/175
37 1/225 1/150 1/175
38 1/175 1/115 1/115
39 1/140 1/90 1/90
40 1/100 1/70 1/80
41 1/80 1/50 1/50
42 1/65 1/40 1/30
43 1/50 1/30 1/25
44 1/40 1/25 1/25
45 ve iizeri  1/25 1/20 1/15

“Veriler Hsu (1996) ile Gardner ve Sutherland’dan (1996) alimmistir. Rakamlar yaklagikur.
2.1.1.2. Onceden De Novo Kromozom Anomalili Cocuk Varhig

Kromozom anomalili ¢ocuk sahibi olan ¢iftlerin kendi kromozom yapilar
normal olmasina ragmen, bazi durumlarda sonraki g¢ocukta kromozom anomalisi
goriilmesi bakimindan riskli bir durumdur (Thompson&Thompson, 2006). Yani
onceden kalitsal olmayan bir durumun ¢ocuklarda goriilmesi durumudur.
2.1.1.3. Ebeveynlerden Birinde Yapisal Kromozom Anomalisi Varhg:

Bu durumda ¢ocukta kromozom anomalisi riski, anomalinin tipine ve tasiyici

ebeveynin kim olduguna gore degisir (Thompson&Thompson, 2006).



2.1.1.4. Aile Hikayesinde Biyokimyasal veya DNA Analizi ile Tan1 Konulabilen
Genetik Hastalik Varhg:

Bu gruptaki hastaliklarin cogu tek gen hastaliklart olup %25 veya %50
tekrarlama riski vardir. DNA analiz yontemiyle prenatal tani yapilabilen tek gen
hastaliklarinin 6rnekleri Tablo 2’de verilmistir (Thompson&Thompson, 2006).
Tablo 2. DNA analizi ile prenatal tanisi yapilabilen bazi tek gen hastaliklar
(Thompson&Thompson, 2006)

Hastahk Kahtim Sekli
Akondroplazi oD
Otozomal dominant bobrek hastaligi oD
Huntington hastalig1 oD
Miyotonik distrofi oD
Norofibromatozis, tip 1 oD
Retinoblastom oD
Kistik fibrozis OR
Konjenital adrenal hiperplazi OR
Friedreich ataksisi OR
Fenilketonuri OR
Orak hiicreli anemi OR
Spinal muskuler atrofi OR
Tay Sachs hastalig OR

a ve P talasemi OR
Duchenne ve Becker muskuler distrofi X’e bagh
Frajil-X sendromu X’e baglh
Hemofili A ve B X’e bagh
Ornitin transkarbamilaz eksikligi X’e baglh

*0D: Otozomal dominant, OR: Otozomal resesif

2.1.1.5. Noral Tiip Defekti Riski

Insandaki néral tiip ad1 verilen yap1, dllenmenin 2. ile 3. haftasinda gelisimini
tamamlayan ve beyin dokusundan baslayip omuriligide i¢ine alacak sekilde asagiya
dogru uzanan bir yapidir. Gelisiminde meydana gelen herhangi bir sorun bu yapimin
acik kalmasina neden olur ve bu durum noral tiip defekti (NTD) seklinde adlandirilir
(http://www.gebelik.org/dosyalar/anomaliler/ntd.html, Erisim tarihi: 08.07.2015).
Noral tiip defektli kisilerin birinci derece akrabalari, artmis NTD’li bebek dogurma
riskine sahiptirler (Thompson&Thompson, 2006).
2.1.1.6. Anne Serumunda Tarama ve Ultrasonografi

Diisiik riskli gebeliklerde anne serumu taramasi veya fetal USG ile fetal

anomaliler saptandiginda, daha ileri genetik degerlendirme ve testler onerilmektedir.



2.1.2. Prenatal Tan1 Metodlar
Prenatal tan1 metodlarin1 invaziv testler ve invaziv olmayan testler seklinde
ayirabiliriz (Tablo 3).

Tablo 3. Prenatal tani i¢in kullanilan invaziv ve invaziv olmayan testler

Invaziv Testler Invaziv Olmayan Testler
Aminiyosentez Anne serumunda alfa-fetoprotein
Koryonik villus 6rneklemesi Anne serum taramasi
Kordosentez Ultrasonografi

Preimplantasyon genetik tani Maternal kandaki fetal hiicreler

2.1.2.1. invaziv Testler

Fetus ve eklerine yapilan dogrudan miidahale teknikleridir. Cildin biitiinligiinii
bozdugu i¢in bu tiir girisimlerin hepsi invaziv seklinde adlandirilir.

Gliniimiizde prenatal tani silirecinin temel dezavantajlarindan biri fetal
orneklemelerde girisimsel yoOntemlerin kullanilmasina baghh fetal kayiplar
olabilmesidir (Harteveld 2009). Girisimsel testleri asagida verildigi gibi
siralayabiliriz. Bunlardan amniyosentez ve CVS en yaygin uygulanan dogum oncesi
tan1 yontemleridir (Ugurlu 2007).
2.1.2.1.1. Amniyosentez

Amniyotik sivi orneginin enjektér yardimiyla transabdominal olarak alinmasi
islemidir (Sekil 1). Bu siv1 igerdigi fetus kokenli hiicreler sayesinde tanisal testlerde
kullanilabilir (Thompson&Thompson, 2006). Bu sivi bebegin dogmadan onceki
yasam ortamidir ve tiim salgilari bu ortamdadir (Yararbag 2006). Amniyosentez

gebeligin 15.-16. haftasinda uygulanir.

Amniyotik s1vi
Plesenta

Fetus

Rahim

Sekil 1. Amniyosentez igleminin yapilist



2.1.2.1.2. Koryonik Villus Orneklemesi

CVS gebeligin 10.-12. haftalarinda transservikal ve transabdominal yolla koryon
villuslardan biyopsi alinmasi islemidir (Sekil 2). En 6nemli avantaji gebeligin daha
erken donemlerinde elde edilebilmesidir. Kromozom analizindeki basar1i orani
amniyosentezdeki gibidir (%90°dan yiiksek). Ancak sonuglarin  %2’sinde
kromozomal mozaiklige bagli belirsizlik vardir. Yontemin dezavantaji
amniyosenteze gore daha zor bir islem olmasi, elde edilen hiicrelerin dogrudan fetal
hiicreler olmamasi ve sitogenetik incelemede yalanci mozaisizm gibi durumlarin sik
olmasidir (Diindar Yenilmez 2010). Bu durumda, bebekte bir kromozom anomalisi

olup olmadigini gostermek i¢in amniyosentez ile kontrol dnerilmektedir.

Ultrason probu
Enjektor

_Mesane

Plasenta

-

Rahim

\\‘ =i // Serviks (rahim agz1)

Rektum
Sekil 2. Koryonik villus 6rneklemesi islemi

2.1.2.1.3. Kordosentez

Fetal kan 6rneginin USG rehberliginde dogrudan umblikal kordondan alinmasi
islemidir (Sekil 3). Gebeligin 19.-21. haftalarinda yapilir ve isleme baglh fetal kayip
oran1 %2-3’tlir. Kordosentez, fetal anomali saptanan bir USG tetkiki nedeniyle
yapilan amniyosentezde kiiltiir liremesi elde edilmedigi veya celigkili sonuglar
alindiginda, ya da DNA yontemi ile tan1 konulamayan ancak tani icin fetal plazma
veya kanda biyokimyasal testlerin yapilmasi1 gereken hastaliklar s6z konusu oldugu
zaman yapilir (Thompson&Thompson, 2006). Ge¢ donemde uygulanmasi bir
dezavantaj olmasina ragmen oOzellikle gecikmis olgularda tercih edilebilmektedir

(Diindar Yenilmez 2010).



Sekil 3. Plasentanin degisik yerlesimlerine gore kordonsentez uygulamasi. Solda
posteriyor plasenta, sagda anteriyor plasenta goriilmekte
2.1.2.1.4. Preimplantasyon Genetik Tam
Preimplantasyon genetik tan1 (PGT), tiip bebek uygulamasi sirasinda
embriyolarin genetik testi yapildiktan sonra yalnizca saglikli olanlarin segilip anneye
transfer edilmesi islemidir. Embriyodan alinan hiicrelerle, dogacak bebegin sayisal
ya da yapisal bozukluklar1 ve tek gen hastaligi adi verilen talasemi, orak hiicreli
anemi, kistik fibrozis gibi problemlerin tanisi yapilabilmektedir. Boylelikle saglikli
bebeklerin olugsmasi saglanabilmektedir.
PGT Kimlere Yapilmahdir?
1. 36 yas ve lizeri yastaki anne adaylarina
2. Iki veya daha cok tiip bebek uygulanmasina ragmen gebelik elde edilememis
ciftlere
3. Tekrarlayan erken gebelik kayiplari olan ciftlere
4. Dengeli translokasyon tasiyicisi ciftlere
5. Ailevi Akdeniz anemisi, Orak Hiicre Anemisi, Kistik fibrozis, Spinal
miiskiiler atrofi (SMA) gibi tanis1t miimkiin olan baz1 tek gen hastaliklari
yoniinden risk tasiyan eslere
6. Onceki gebeliklerinden genetik hastalikli bir cocuk sahibi olan ciftlere
7. Andploidili (kromozom bozuklugu bulunan) gebelik 6ykiisii olan annelere
8. Gonadal mozaisizm (iki ya da daha ¢ok ayni anormallige sahip dogum

iirliniine ragmen eslerin genetik test sonuglarinin normal olmasi) olgularina



9. Testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) olgulari
(http://www.jinekolognet.com/preimplantasyon-genetik-tani.asp, Erisim
tarihi: 07.07.2015).
2.1.2.2. invaziv Olmayan Testler

Tibbi girisimlerde kisinin hicbir organi olumsuz etkilenmeden yapilan testlere
denir.
2.1.2.2.1. Anne Serumunda Alfa-Fetoprotein Olciimii

Fetusta NTD oldugunda, amniyotik sivida oldugu gibi anne serumunda da, Alfa-
Fetoprotein (AFP) diizeyi normale gore daha yiiksektir. 16. gebelik haftasinda
yapilmaktadir. NTD’li bebeklerin %95’i, daha Onceden benzer bir hikayenin
olmadig1 ailelerin bebegi olarak dogdugundan, gerektiginde daha 6zgiin testlerle
desteklenebilecek nispeten basit bir yontemdir (Thompson&Thompson, 2006).
2.1.2.2.2. Anne Serumu Taramasi (Uclii Tarama)

Anne serumu taramasi (AST) yani iiclii tarama testi kandaki ii¢ belirleyiciyi
Olger. Down sendromu, Trizomi 18 ve NTD bakimindan artmis riskli gebelikleri
saptamak i¢in 15.-20. gebelik haftasinda yapilmaktadir. Taramada o6lgiilen {i¢ serum
bileseni AFP, ankonjuge 6striol (uEs3) ve insan koryonik gonadotropinidir (HCG). Bu
Olctimler tanisal test degil bir tarama testidir. Amag anne ve bebek icin olusabilecek
riski saptayabilmektir (Thompson&Thompson, 2006).
2.1.2.2.3. Ultrasonografi

Fetusun degerlendirilmesi ve yapisal anomalilerin saptanmasi i¢in 6nemlidir.
Geleneksel yontem olan transabdominal USG gebelik yasimin belirlenmesi, ilk
trimesterde anensefali ve kistik higroma gibi anomalilerin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Thompson&Thompson, 2006).

Bugiine kadar prenatal tan1 yontemleri arasinda bilinen bir zararinin olmamasi,
fetal risk ve anne rahatlig1 i¢cinde uygun olmasi agisindan yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir (Ugurlu 2007).

Kromozomal andploidilerin saptanmasi icin prenatal USG: Tabloda USG ile
saptanabilen izole veya ¢oklu anomalileri olan bebeklerin kromozom bozukluklarinin
siklig1 verilmektedir (Tablo 4). Fetal andploidi riskini degerlendirmek i¢in diger bir
Olclim, boyun omurgalar iizerindeki yumusak doku ile cilt arasindaki mesafenin

Olciildiigli nukal kalinliktir (NT).



Tablo 4. Sonografik olarak tespit edilen secilmis izole ve ¢oklu anomalileri olan

fetuslarin fetal kromozom anomalisi prevelanst (Thompson&Thompson, 2006)

Kromozom anomalileri % Izole bulgu Multiple bulgu
Ventrikiilomegali 2 17
Koroid pleksus Kisti 1 48
Kistik higroma 52 71
Nukal 6dem 19 45
Diafram hernisi 2 49
Kalp defektleri 16 66
Duodenal atrezi 38 64
Ekzomfalos 8 46
Bobrek anomalileri 3 24

Sik goriilen bu ultrason anomalileri en fazla Trizomi 21, Trizomi 18, Trizomil3
veya 45, X ile iliskili olmakla birlikte herhangi bir kromozom anomalisi ile de iligkili
olabilir (Snijders 1966).
2.1.2.2.4. Maternal Kandaki Fetal Hiicreler

1969 yilinda anne dolasiminda ¢ok az miktarda fetal hiicre bulundugu
gosterilmistir. Bu, baz1 tek gen hastaliklar1 ve prenatal tan1 amaciyla anne kaninda
bulunan fetal hiicrelerin invaziv olmayan bir yontem olarak kullanilmasina yol
acmustir. Anne dolasimindaki fetal hiicrelerin pek ¢ok andploidide arttig1 ve bu tip
gebeliklerin saptanmasini  kolaylastirdigr  gosterilmistir  (Thompson&Thompson,
2006).

2.2. Kromozom Anomalileri

Sayisal veya yapisal olmakla birlikte, otozom veya cinsiyet kromozomu
kaynakli anomalilerdir.

Amniyosentez lizerinde yapilan bir arastirmaya gore en sik gozlenen kromozom
anomalileri arasinda Trizomi 21 yer almaktadir. Bunu Trizomi 18 ve Trizomi 13
izlemektedir (Yiice 2006). Dede ve arkadaslarinin amniyon sivisi iizerinde yapmis
oldugu bir arastirma sonucunda ise; ileri anne yasi (=35) endikasyonu ile yapilan
amniyosentez islemi sonrasinda 1129 ornegin 46 tanesinde kromozom anomalisi
saptanmis olup bunlarin 10 tanesi Trizomi 21, 15 tanesi ise diger trizomilerdir
(Trizomi 18 ve Trizomi 13). 5 6rnekte sex kromozom anomalileri ve 16 tanesinde ise
dengesiz translokasyon, inversiyon, marker kromozom ve variant olarak tanimlanan

anomaliler saptanmustir (Dede 2013) (Tablo 5).
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Tablo 5. Amniyosentezle elde edilen anomalilerin gériilme siklig

Saptanan anomaliler Anomali goriilme sikhig1 (n/%)
Nn:46 (%4,07)

Trizomi 21 10 (%0,88)

Diger trizomiler (Trizomi 18 ve Trizomi 13) 15 (%1,33)

Sex anomalileri 5 (%0,44)

Diger 16 (%1,42)

Toplamda calisilan 6rnek n:1129

*Degerler yaklagiktir.

Diisiik materyallerinde en sik goriilen kromozom anomalileri ise en basta
otozomal trizomileri olmak iizere monozomi X, triploidi ve tetraploidi seklinde
siralanabilir (Cunningham 2005). Yapilan baska bir aragtirmaya gore, abortuslarda
gozlenen kromozomal anomalilerin %90’dan fazlasinin andploidi ve poliploidi gibi
sayisal anomalilerden olustugu; geri kalaninin ise translokasyon ve inversiyon gibi
yapisal anomaliler ve mozaisizmden olustugu saptanmistir (Philipp 2003, Ward
2000). 84 adet abortus materyali lizerinde yapilan ¢aligmanin sonuglarina gore; 56’s1
normal, 24’1 anomalili, 2 tanesi mozaik ve 2 tanesinde polimorfizm goriilmiistiir. 24
tane anormal olan Ornegin %96’s1 sayisal, %4’ yapisal anomalili olarak tespit
edilmistir. Sayisal anomaliler i¢inde en sik goriilen andploidi Trizomi 16 olarak
gorilmiistiir. Daha sonra bunu diger trizomilerin izledigi belirtilmistir (2, 4, 8, 10,
12, 13, 14, 15 ve 21 kromozomlarina ait trizomiler). Bir 6rnekte ise double trizomi
gbzlenmistir (8 ve 21 kromozomlarin trizomisi) (Kaya 2015). Asagidaki tabloda
anomalilerin goriilme sikliklar1 verilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Spontan abortuslarda sayisal anomalilerin goriilme sikliklar1 (Kaya 2015)

Goriilen anoploidiler Andploidi dagilin (%)
Monozomi X %26

X kromozomal andploidi %5,3

Trizomi 16 %16

Diger trizomiler %47,4

Double trizomi (8 ve 21 kromozomlari) %5,3
Mozaisizm

Kromozom bozuklugu genelde kisinin her hiicresinde olur fakat bir kiside farkl
genetik materyal iceren iki ya da daha fazla hiicre grubu varligi olursa mozaisizm
ortaya c¢ikar. Mozaisizm yapisal veya sayisal olabilir.

Uniparental Dizomi
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Bir giftteki kromozomun iki {iyesinin tiimiiniin veya bir pargasinin anne ya da
babadan sadece birinden kalitildigi bir dizomik hiicre dizisinin varligidir. Eger
kromozomun tamamen aynisi bir ¢iftin iki esi olarak bulunursa bu durum izodizomi
seklinde adlandirilir. Bir ebeveyndeki iki homolog da kalitilmigsa buna heterodizomi
denir.

Polimorfizim
Popiilasyonun %]1°1 veya daha fazlasinda bulunan genetik bir varyasyondur.
Cesitli sekillerde polimorfizm bulunmaktadir:
1. Tek niikleotit polimorfizmi (SNP)
2. Degisken sayili bitisik tekrar (VNTR)
a. Minisatellitler (20-200 baz ¢ifti tekrarlari)
b. Mikrosatellitler (CA tekrarlari; 2-10 baz gifti tekrarlar)-STR (Yalgintepe 2013)

2.2.1. Sayisal Kromozom Anomalileri

Normal bir insanda olmasi gereken kromozom sayis1 46’dir. Bunun disindaki
kromozom sayisina heteroploid denir. Haploid kromozom sayisinin (n) tam katlarina
oploid, diger kromozom sayilarina andploid denir.
2.2.1.1. Triploidi ve Tetraploidi

Somatik hiicrelerdeki normal say1 2n olursa diploid, bunun disinda eger bu say1
3n ise triploidi, 4n ise tetraploidi seklinde adlandirilir. Laboratuvarimizda yapilan
QF-PCR yontemi ile triploidi ve tetraploidi vakalarima rastlanmigtir. Tez
calismamizda da bu vakalara yer verilmis MLPA yontemi ile andploidi ve
mikrodelesyon kitleri ile ayr1 ayr1 calismalar1 yapilmistir.
2.2.1.2. Anoploidi

Andploidi, insan kromozom bozukluklar1 arasinda en sik goriilen bozukluklar
olusturur. Kromozomun tek bir temsilcisi olmasi durumunda monozomi, kromozom
ciftlerininin bir fazlasi olmasi durumunda ise trizomi ortaya ¢ikar. Yasamla bagdasan
trizomiler ise Trizomi 13, Trizomi 18, Trizomi 21 ve cinsiyet kromozomlarinin
trizomileridir. Monozomiler daima 6liimciildiir fakat X kromozomunun monozomisi
(Turner sendromu 45,X) yasamla bagdasir.
2.2.2. Yapisal Kromozom Anomalileri

Kromozomun yapisal formunun degismesiyle olusan bozukluklardir.

2.2.2.1. Delesyonlar
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Kromozomun bir kisminin kaybindan kaynaklanan yapisal kromozom
bozuklugudur (Sekil 4). Prenatal tani sirasinda bir¢cok delesyon belirlenmistir, fakat
silinen kisimlarda kaybolan islevsel genlerin bilgisi ve bunlarin fenotipik sonuglarla

iliskisi glinlimiizde hala kisitlidir.

Sekil 4. Delesyon meydana gelen kromozomun gérsel hali
2.2.2.2. Duplikasyonlar
Bir kromozomun bir pargasinin kendini eslemesiyle ve fazla genetik materyal

olusturmasiyla sonuglanan diizensizliklerdir (Sekil 5).

Sekil 5. Bir kromozoma ait duplikasyon bolgesi

2.2.2.3. Ring Kromozomlar
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Bir kromozomda iki kirik olusur ve dolayisiyla iki kirik u¢ halka olusturacak
sekilde birlesirse ring kromozomlar1 olusur (Sekil 6). Genetik materyal kaybi

olmadan ya da olarak da gerceklesebilir.
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Sekil 6. .Kromozom 6’ya ait ring kromozomu
2.2.2.4. izokromozomlar

Kromozomun bir kolunun kaybolup, eksik kolunun duplike olmasi durumudur.
Bu nedenle kisinin total genetik materyali icinde bir kolun parsiyel monozomisi,
oteki kolun ise parsiyel trizomisi vardir.
2.2.2.5. Disentrik Kromozomlar

Sentromeri bulunan iki kromozom parcasinin (farkli ya da ayni kromozomda
olabilir) sentromeri bulunmayan parcalarin1 kaybederek u¢ uca eklenmesiyle olusan
kromozom tipidir.
2.2.2.6. inversiyonlar

Tek bir kromozomda olugan iki kirigin ters doniip tekrar birlesmesiyle olusan
bozukluklardir. Eger bu kiriklar sentromeri igeriyorsa perisentrik, sentromeri

igermiyorsa parasentrik inversiyon denir (Sekil 7).

a a a a

Sekil 7. Perisentrik inversiyon (solda) ve parasentrik inversiyon (sagda) gorselleri

2.2.2.7. Translokasyonlar
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Homolog olmayan iki kromozom arasinda kromozom parcalarinin degisimine
denir. Resiprokal translokasyon ve robertsonian translokasyon olmak iizere iki tipi
vardir. Resiprokal translokasyon homolog olmayan kromozomlar arasinda karsilikli
parca degisimleri olmasi halinde ortaya ¢ikar. Robertsonian trasnlokasyon ise her iki
kromozomun sentromere yakin olarak kopmasi sonucunda sentrik birlesme ile yeni
bir kromozomun meydana gelmesi seklinde ortaya ¢ikmasiyla meydana gelmektedir

(https://tr.wikipedia.org/wiki/Translokasyon, Erisim tarihi: 17.06.2015), (Sekil 8).

Sekil 8. Resiprokal translokasyon (iistte) ve robertsonian trasnlokasyon (altta)
gorselleri

2.3. Laboratuvarimizda Prenatal Tani icin Uygulanan Yontemler

2.3.1. Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QF-PCR)

QF-PCR, se¢ilmis bazi kromozomlarin fetal hiicre kiiltiiriinii asarak ve
dolayisiyla hizli bir sekilde tan1 koymak i¢in son zamanlarda sik¢a kullanilan bir
yontemdir (Umberto 2004). 24-48 satte sonug verilir. Kromozoma 6zgii kiigiik DNA
dizilerinin ¢ogaltilmas1 ve kapiller elektroforez sisteminde yiiriitiilerek analiz
edilmesi esasina dayanir. Floresan primerler yoluyla, cogaltilan kisimlar
gorintiilenebilir ve otomatik DNA tarayicida pik alanlar1 olarak 6lgiilebilir. Prenatal
donemdeki 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarina ait bozukluklarin %90’a yakinini

saptayabilir. Calismanin temeli bu kromozomlara ait sayisal bozukluklarin
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saptanmasi, kromozomlar tizerindeki STR bdlgelerinin polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile ¢ogaltilmasi ve kantitatif olarak Olclilmesine dayanir. STR’lar 4
niikleotitlik tekrarlardan olusur ve sadece belirtilen kromozomlara Ozgiidiirler
(Yalgintepe 2013).

Laboratuvarimizda prenatal tani ile gelen ¢ok sayida hastaya QF-PCR yontemi
ile tan1 konulmustur. Asagidaki sekilde sayisal olarak kromozomal anomali

saptanmayan bir goriintii ve Trizomi 21 saptanan bir goriintii verilmektedir (Sekil 9).

[DEs3a6 | DZAsiaia ]
215 =5 E 295 =55 =95

/!
l |
R | |

Sekil 9. Solda sayisal olarak normal olan 18. kromozoma ait 1:1 oraninda piklerin

bulundugu goriintii, sagda Trizomi 21 tanisi konulan bir hastaya ait 3 adet pikin
bulundugu goriintli bulunmaktadir
2.3.2. Karyotipleme

Kromozomlarin belirli bir diizene gore siralanarak sayi, sekil ve biiyiikliiklerine
bakilarak siralanmasi iglemidir. Bu sayede sayisal ve yapisal olarak bozukluklar
tespit edilir. Fakat nokta mutasyonlari, mikrodelesyonlar ve insersiyonlar sonucu

olusan hastaliklar bu yontemle belirlenemez. 14-21 giin gibi ¢ok uzun siirede
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sonuglarin verilmesi de diger bir dezavantajidir. Asagidaki sekilde laboratuvarimizda

Trizomi 21 tanisi konulan bir hastanin goriintiisiine yer verilmektedir (Sekil 10).

1 2 3 4

6 7 8 9 1 12

10

13 14 15 16 17 18

b

1 it YY) (1! "
19 20 21 22 X Y

Sekil 10. Sitogenetik laboratuvarimizda Trizomi 21 tanist konulan amniyon

stvisindan elde edilen kiiltiiriin karyotip goriintiisii
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3. MLPA (COKLU LiGASYONLA PROB AMPLIiFiKASYONU) TEKNIiGi

MLPA yontemi ilk Schouten tarafindan 2002 yilinda tanimlanmigtir. Bu yontem
sayesinde hedef gendeki birden fazla gen delesyonlari ve duplikasyonlar1 tek bir
reaksiyonla tanimlanabilmektedir (Kozlowski 2008). Gen bolgesindeki tek veya her
iki allelde meydana gelebilecek delesyonlar ve duplikasyonlar yiiziinden olusan gen
miktarlarindaki artis ve azaliglar goriintiilenebilmekte, hesaplanabilmektedir. MLPA
yontemi tek bir niikleotit degisikligi olan dizilerin ayrimini saglayarak, 50 kadar
farkli genomik DNA veya RNA (riboniikleik asit) dizisindeki normal olmayan kopya
sayisinin tespitini yapabilen multipleks bir PCR yontemidir. Ayni anda 96 numuneyi
24 saat i¢inde sonug alacak sekilde isleme tabi tutmak miimkiindir. (MRC MS
MLPA 2007). Yontemin uygulanmasi kolay olup, ucuz bir yontem olmasi da bu
yontemin gen diizeyindeki tani laboratuvarlarinda hizli bir sekilde kabul edilmesini
saglamistir (Gonzalez 2008), (Gouas 2008).

MLPA yontemi; hedef DNA denatiirasyonu ve problarin hibridizasyonu,
ligasyon (baglanma) reaksiyonu, PCR reaksiyonu, amplifiye iirliniin elektroforez ile
ayristirtlmasi, verilerin analizi olmak {lizere 5 basamakta gerceklesmektedir. Temel
olarak hedeflenen dizilerin degil, MLPA problarinin hedef diziyle hibridizasyonun
cogaltilmasidir. Birinci basamakta DNA denatiirasyonu gerceklesir ve her biri PCR
primer dizilerinden birini iceren iki farkli oligoniikleotitten olusan MPLA prob
karisimi ile gece inkiibasyonuna birakilir. Bu iki prob tamamen komsu dizilere
hibridize olur (Sekil 11-Adim 1). Eger DNA'larin hedef dizisi lizerinde herhangi bir
mutasyon varsa prob, ligasyonun oldugu ucta DNA iizerine hibridize olamayacaktir.
Hibritlesme islemi sonrasinda ligasyon basamagi gelmektedir. Hibritlesmesi basari
ile gergeklesen problarin ligasyonu gergeklesecek, hibritlesmesi olmayan problarin
ligasyonu gerceklesemeyecektir. Ligasyon asamasinda sadece birbirine komsu
hedeflere hibridize olmus iki probun baglanmasi gerceklesir (Sekil 11-Adim 2).
Ucgiincii basamakta PCR reaksiyonu sirasinda sadece bagli problar ¢ogaltilacagindan
prob bagli iiriiniin sayisi, 6rnekteki hedef dizi sayist i¢in bir 6l¢ii teskil eder. PCR
basamaginda hedef DNA probdan uzaklastirilir ve problar uygun primerler
yardimiyla amplifiye edilir. Bu agamada hibritlesme ve ligasyon islemleri basarisiz
olan problar amplifiye edilmezler (Sekil 11-Adim 3). Dordiincii basamakta kapiller

elektroforez kullanilarak ¢ogaltilmis iirtinler ayristirtlir (Sekil 11-Adim 4). Analiz
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asamasinda ise ¢aligilan problardan elde edilen sinyallerin, kontrol grubundan elde
edilen sinyallere oranina bakilmaktadir (Gouas 2008), (Kozlowski 2008).

1. Denatilirasyon ve Hibridizasyon )
PCR Primer sekansi (X) ECR.Efmsrasianstr)

Hibridizasyon sekansi (sol) Hibridizasyon sekansi (sag)
2. Ligasyon

+ . : - f

3. Yaygin X ve Y Primerleri ile PCR

|

- 4. Fragman Analizi

Sekil 11. MLPA tekniginin basamaklar1 (MRC MS MLPA 2007)

"||'|‘|_|_|j].l'|’l,‘!z1'(||‘",.,r\_,(

MLPA problar1 2 oligoniikleotitten olusur. Her bir oligoniikleotit ise primer,
uzunlugu belirli aralik (UBA) ve hedefe 6zgii dizilerden olusmaktadir. Tim MLPA
problarinda aymi primer ¢ifti kullanilabilmektedir. Primerler ilgilenilen genomik
DNA bélgesinde tlimleyicisi bulunmayan dizilerden secilirler ve genellikle 19-25
niikleotit (nt) uzunlugunda olurlar. UBA’larin kullanilma sebebi; bu yontemde birden
fazla hedef bolgenin incelenmesi i¢in birden fazla prob kullanilacagindan, bu
problarin analiz sonucunda birbirlerine karigmasini engellemek ve dizi analizinde
sinyallerin farkli yerlerde ¢ikis noktalar1 vermelerini saglamaktir. Bu sayede her bir
prob farkli niikleotit uzunluklarmma sahip olur ve dolayisiyla dizi analizindeki
sinyalleri farkli yerlerde ¢ikacaktir. UBA’larin uzunluklar1 2-400 nt arasinda olmakta
ve analizi yapan cihazin kapasitesine bagli olarak daha da arttirilabilmektedir. Ayrica
ayni uzunluga sahip problarin dizi analizinde sinyallerinin karigmasini onlemek
amaciyla primer ¢iftlerinin farkli renklerde isaretlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu

sayede ayn1 uzunluga sahip farkli renklerde sinyaller elde edilmektedir. Hedefe 6zgii
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diziler ise ilgilenilen DNA bolgesi baz alinarak tasarlanan dizilerdir. Bu diziler
ilgilenilen gen bolgesinin tiimleyicisidir. Iki oligoniikleotitin ligasyonunu saglamak
icin hedefe 06zgli dizi ile baslayan oligoniikleotitin ucu fosfor ile isaretlenip
ligasyonun saglanmas1 gerekmektedir. Hedefe 0zgii dizilerin uzunluklar1 bir
oligoniikleotitte 21-30 nt arasinda, diger oligoniikleotitte ise 25-43 nt arasinda
olabilmektedir (Schouten 2002), (Dijk 2005).

Ligasyonlu problarin, DNA’dan denatiire edildikten sonra gen iizerinde dizisi
bulunmayan primerler ile amplifikasyonu saglanmaktadir. Kullanilan primerlerden
birisi floresan isaretlidir. Amplifikasyonu gerceklestirilen problardan sinyal elde
edilmesi islemi ise kapiller elektroforezinde gergeklesmektedir. Uzunluklar1 farkli
olan problar, kapiller elektroforezde farkli hizlarda yiiriirler ve farkli yerlerde sinyal
verirler. Eger herhangi bir sinyal elde edilemiyorsa hibritlesme ve ligasyon
basamaklarinda problarin amplifikasyonu sirasinda kaynaklanan basarisizliktan

dolayidir (Sellner 2004), (Dijk 2005).
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4. GEREC VE YONTEMLER
4.1. Calisma Sekli ve Materyal Temini

Calismamiz retrospektif bir calismadir. Calismamizda amniyon sivisi ve diistik
materyali kullanilmistir. Materyaller Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tibbi
Genetik poliklinigine prenatal tan1 amaciyla bagvuran hastalardan temin edilmistir.
Calismanin tamami Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tibbi Genetik
laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Yiksek lisans tezimiz i¢in 2014-2015 egitim
déneminde Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onay alinmistir. Calisma i¢in Oncelikle amniyon sivist ve diisiik
materyalinden DNA izolasyonu yapilmistir. MLPA yontemi ile andploidi (P095) kiti
kullanilarak 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarina ait sayisal anomalilere bakilmistir.
Mikrodelesyon (P245) kiti kullanilarak mental retardasyona neden olan 23 farklh
mikrodelesyon probu igeren gen bolgelerine ait mikrodelesyon/duplikasyon varligina
bakildu.
4.1.1. Hasta Sec¢imi

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tibbi Genetik Laboratuvarina gelen
amniyon sivisi ve fetal materyallerden elde edilen DNA’lar -20°C’de saklanmustir.
Laboratuvarimizda prenatal tan1 ¢alismalar1 2011 yillarinda baslamustir. Ornekleri
secerken o yillardan bugiine olan tiim anomali tespit edilmis gruplar dahil edilmistir.
Normal ¢ikan grubu ise DNA kalitesinden dolay1 ve kit kayb1 olmamas: igin yakin
tarihli gelen Ornekler secilmistir. Normal olarak segilen materyaller, QF-PCR ile
normal sonuglanan amniyon sivilarindan segildi. Orneklerin temininden itibaren
analiz edilmesine kadar olan tiim ¢alisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tibbi
Genetik Laboratuvarinda yiiriitilmustiir.
4.1.2. Kullamilan Gerecler
Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 3130)
Mikro Pipet takimi (Gilson)
Mikrosantrifiij (Eppendorf)
Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
Vorteks
Derin dondurucu
Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)
PCR tiipleri (0,2 ml)
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ABI 3130 yiikleme tiipleri (ABI)
ABI 3130 36, 50 cm Kapiller (ABI)
4.1.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
Probemix P245-B1 Mikrodelesyon Sendromlari-1 (MRC-Holland, HOLLANDA)
Probemix P095-A3 Anoploidi (MRC-Holland, HOLLANDA)
SALSA MLPA Buffer (MRC-Holland, HOLLANDA)
Ligase Buffer A (MRC-Holland, HOLLANDA)
Ligase Buffer B (MRC-Holland, HOLLANDA)
Ligase-65-Buffer enzim (MRC-Holland, HOLLANDA)
SALSA PCR-Primer Mix FAM (MRC-Holland, HOLLANDA)
SALSA Polimeraz (MRC-Holland, HOLLANDA)
PCR suyu
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
Kelex: InstaGene Matrix (Markasi: BIO-RAD)
Performans Optimize Edici Polimer 7 (POP7 TM) (ABI)
Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)
Hi-Di Formamide (ABI)
10 X TBE Buffer
4.2. Yontemler
4.2.1. Probemix P095-A3 Anoploidi

Bu kit in vitro olarak 13, 18, 21, X kromozomlarinin herbiri {izerinde bulunan
sekiz DNA dizisi ile Y kromozomu fizerindeki dort dizinin DNA kopya sayisinin
belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Yani 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarinin
her birindeki prenatal ve postnatal DNA 6rneklerindeki andploidiyi belirler. Fakat
normal 46,XX ve triploid 69,XXX kadini ayirt edemez. Probemix P095 Andploidi
kiti 136 ve 454 nts (pik boyu uzunlugu) arasinda amplifikasyon iiriinii olan 36 MLPA
probu igerir. 64 ve 105 nts arasinda olan dort tane pik DNA fragmentini vermektedir
ve bu Q-fragmenti diye adlandirilir. 3 adet denatiirasyon fragmenti vardir bunlar D-
fragmenti olarak belirtilir (Tablo 7). Normal sonug ile trizomi sonucunu ayirt etmede
kullanilan 1,30 cut-off degeri mozaik Orneklerin tespit edilmesine olanak vermez.
Ornegin; % 30 Trizomi 21 hiicreli mozaik &rnekte tiim kromozom 21°e 6zgii
problarin orani 1,10 ve 1,20 arasinda olabilir. Deney iyi bir performans ile yapildigi

zaman Coffalyser MLPA analiz programi bdyle mozaik drnekleri tespit edebilir.
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Tablo 7. SALSA MLPA Probemix P095 Andploidi

kromozomdaki yerleri

pik uzunluklar

Pik uzunlugu (nt) Kromozomal yeri
64-70-76-82 Q-fragment: DNA kalitesi
88-92-96 D-fragment: Denatiirasyon fragmenti
100 X fragmenti
105 Y fragmenti
148 13g32.1
178 13qg13.3
220 13q14.2
400 13q14.2
265 13g21.33
310 13g34

445 13g34

355 13g13.1
142 18qg21.2
172 18qg21.32
211 18q11.2
391 18q11.2
255 1823

301 18p11.32
346 18g21.33
436 18p11.21
136 + 21922.13
166 21921.1
202 21921.1
247 21g11.2
291 21922.11
427 21022.11
337 21921.3
382 21922.3
154 + Xql2

184* Xq23

229 Xp21.3
274* Xpll4

319 Xq28

364 Xp22.12
409 Xg26.1

454 Xp21.2

160 Yp11.31
193 Yp1l.31
240 Yqll.221
283 Yp11.31

ve

* 184 nt ve 274 nt problarmin degisken olmas1 hakkinda birkag rapor vardir. Her ikiside bir bolgede hibridize olur ve saglikli

bireylerde kopya sayis1 varyasyonu tanimlanmustir.
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4.2.2. Probemix P245-B1 Mikrodelesyon Sendromlari-1
Kit 130 ile 499 nt arasinda amplifikasyon {irlinii iceren 50 MLPA probu

barindirir. Ek olarak 120 nt’den kiiglik amplifikasyon {iriinii iireten 10 kontrol
fargmenti icerir (Tablo 9). Mental retardasyona neden olan 23 farkli mikrodelesyon
sendromuna ait prob icerir ve bunlar mikrodelesyon sendromlar1 birincil tarama igin
de kullanilabilir (Tablo 8). P245 Probemix her bir 6zel kromozom bdlgesi igin
problar arasinda sinirli sayidadir ve bu nedenle sendromlarin olasi nedenlerini
belirleyemez. P245 Probemix asagida adi gegen DNA Ornegindeki kromozom
bolgelerindeki bir ya da daha fazla mikrodelesyon\duplikasyonu belirlemek igin
dizayn edilmistir (Tablo 9). Deney kosullarindaki kii¢iik degisiklikler ve Ornegin
saflig1 bazi prob sinyalleri i¢in daha duyarli olabilir.

Sik mikrodelesyon sendromlari P245 Mikrodelesyon Sendromlari-1 Probemix
ile tespit edilebilir ama ¢ok nadir interstisyel delesyonlar tespit edilemeyecektir.
Tablo 8. SALSA MLPA P245-B1 Mikrodelesyon Sendromlari-1 Probemix ile tespiti

yapilabilen sendromlar

1p36 delesyon sendromu DiGeorge bolge 2, 10p14
2p16 mikrodelesyonu Langer-Giedion sendromu, 8q
2023 mikrodelesyonu / MBD5 Miller-Dieker sendromu, 17p
2033 mikrodelesyonu / SATB2 NF1 mikrodelesyon sendromu
3029 mikrodelesyonu Prader-Willi / Angelman
9g22.3 mikrodelesyonu MECP2 / Xq28 duplikasyonu
15024 delesyon sendromu Rubinstein-Taybi sendromu
17921 mikrodelesyonu Smith-Magenis sendromu
22013 / Phelan-McDermid Sotos sendromu 5g35.3

Cri du Chat sendromu, 5p15 Williams sendromu

DiGeorge sendromu 22qg11 Wolf-Hirschhorn 4p16.3

Distal 22g11 bolgesi
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Baz1 durumlarda sendromik olmayan fakat mental retardasyonlu hastalarla ilgili
kararsizliklar yasanabilmektedir. Bu gibi durumlarda genellikle 6nce karyotipleme ve
G-bantlama yapilir. Eger sonu¢ normal ise MLPA P245 Mikrodelesyon Kiti ile
calisma yapilir. Cikan sonugta anomali tespit edilirse bunu spesifik sendromlar i¢in

tasarlanmig MLPA Mental retardasyon kitleri ile ¢aligma takip edecektir (Sekil 12).

Sendromik olmayan fakat
mental retardasyonlu hasta

A 4

Karyonipleme ya da G bantlama

l Anomali saptanmadi

MLPA P245 Mikrodelesyon
Sendromlar Kiti

lAnomaIi bulundu

Sendroma 6zgii MLPA mental
retardasyon Kkiti ile takip etme

Sekil 12. Sendromik 6zellikleri eksik olan mental retardasyonlu hastalarda izlenecek

yol

Tablo 9. SALSA MLPA P245-B1 Mikrodelesyon-1 Probemix kromozomlarin

lokalizasyonlari, kullanilan problar ve klinik olarak tanimlar1 (sendromlar)

25



Kromozomal Sendrom SALSA MLPA Pik uzunlugu
yeri prob (nt)

1p36.33 1p36 delesyon sendromu TNFRSF4 130 +
1p36.33 1p36 delesyon sendromu GABRD 160 +¥
1p36.33 1p36 delesyon sendromu GNB1 178 ¥
2916.1 2016.1 mikrodelesyon sendromu REL 226*
2pl6.1 2p16.1 mikrodelesyon sendromu PEX13 499*
2023.1 2023.1 mikrodelesyon sendromu MBD5 214*
2023.1 2923.1 mikrodelesyon sendromu MBD5 411*
2933.1 2033.1 mikrodelesyon sendromu SATB2 391*
2933.1 2033.1 mikrodelesyon sendromu SATB2 485 *+
3929 3929 mikrodelesyon sendromu DLG1 355
3929 3929 mikrodelesyon sendromu DLG1 422 + ¥
4q16.3 Wolf-Hirschhorn sendromu LETM1 232+
4p16.3 Wolf-Hirschhorn sendromu WHSC1 454*
5p15.31 Cri du Chat sendromu SEMAGSGA 283*
5p15.33 Cri du Chat sendromu TERT 445 %
5935.3 Sotos sendromu NSD1 154 ¥
5935.3 Sotos sendromu NSD1 462 ¥
7911.23 Williams-Beuren sendromu ELN 315*
7911.23 Williams-Beuren sendromu ELN 364
8023.3 Langer-Giedion sendromu TRPS1 401 +
8924.11 Langer-Giedion sendromu EXT1 429*
9g22.32 9g22.3 mikrodelesyon sendromu PTCH1 323*
9g22.32 9g22.3 mikrodelesyon sendromu FANCC 436*
10p14 DiGeorge region 2 (10p) GATA3 136
15q911.2 Prader-Willi-Angelman sendromu UBE3A 166*
15911.2 Prader-Willi-Angelman sendromu SNRPN 244>
15911.2 Prader-Willi-Angelman sendromu SNRPN 300 ¥
15924 15024 mikrodelesyon sendromu SEMATA 190*
15924.1 15024 mikrodelesyon sendromu CYP1A1 331¥%
16p13.3 Rubinstein-Taybi gen CREBBP 172 +
17911.2 NF1 mikrodelesyon sendromu NF1 260*
17911.2 NF1 mikrodelesyon sendromu NF1 339*
17p11.2 Smith-Magenis sendromu LRRC48 278 ¥
17p11.2 Smith-Magenis sendromu LLGL1 307+ ¥
17p11.2 Smith-Magenis sendromu RAI1 471*
17p13.3 Miller-Dieker sendromu PAFAH1B1 142
17p13.3 Miller-Dieker sendromu / lizensefali PAFAH1B1 238
17921.31 17921.31 mikrodelesyon sendromu MAPT 272*
17921.31 17921.31 mikrodelesyon sendromu KANSL1 346*
22q11.21 DiGeorge sendromu CLDN5 196
22q11.21 DiGeorge sendromu GP1BB 208 +¥
22q11.21 DiGeorge sendromu SNAP29 373*
22q11.21 Distal 22q11 sendromu PPIL2 220*
22q11.22 Distal 22q11 sendromu RTDR1 265% +
22¢13.33 Phelan-McDermid sendromu SHANK3 252%+
22¢13.33 Phelan- McDermid sendromu RABL2B 382*
Xq28 RETT sendromu / Xq28 duplikasyon MECP2 148 ¥
Xq28 RETT sendromu, Xq28 duplikasyonu MECP2 184*
Xq28 RETT sendromu, Xq28 duplikasyonu MECP2 202+ ¥
Xp21.1 X kromozomu kopya sayist DMD 292*

*Mikrodelesyon B1’in yeni versiyonu

¥ Mikrodelesyon B1’de sekansta degisiklik belirlenmeyen uzunlugu degisen.

+ Bu prob iginde ¢ok gii¢lii ya da ona yakin CpG island bulunur. Diisiik sinyal DNA denatiirasyonunda eksiklik ya da DNA’da

tuzun varhigima isaret eder.

4.2.3. DNA’min Elde Edilmesi
4.2.3.1. Diisiik Materyallerinden DNA Izolasyonu



Caligsmaya dahil edilen fetus 6rneklerinin DNA izolasyonu Qiagen, QIAamp
DNA FFPE Tissue Kit (Formalin ile fikse parafine gomiilii doku) ile
gergeklestirilmistir.

1.
2.

25 mg’den fazla doku kullanilmadi. Doku mekanik olarak pargalara ayrildi.
2’lik ependorf tiipe 180 ul ATL Buffer eklendi ve iizerine 20 pl proteinaz K
eklenip, vortekslendi. 56°C’de doku tamamen lizis olana kadar
Thermomixer’de inkiibasyona birakildi. Tamamen lizis olmasi bir gece
stirebilir.

Inkiibasyon sonrasi iizerine 200 pl AL Buffer eklendi ve vortekslendi.
70°C’de 10 dakika Thermomixer’de tekrar inkiibasyon edildi.

200 pl %96’lik etanol eklenip vortekslendi. Spin colon, collection tiipe kondu
ve karigimin tamami spin colona aktarildi. 8000 rpm’de (dakikadaki devir
sayis1) 1 dakika santrifiij edildi.

Spin colon temiz collection tiipe aktarildi. 500 pl AW1 Buffer eklenip 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Spin colon tekrar temiz collection tiipe aktarildi ve iizerine 500 pul AW2
eklenip 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

Spin colon DNA’nin bulunacagi yeni ependorf tiipe alinir. 200 pl ATE Buffer
eklenir. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

4.2.3.2. Amniyon Sivisindan DNA izolasyonu

1.

Amniyon s1vis1 2pul’lik ependorf tiipe alinir. 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilir. Santrifiij sonrasinda pellet birakip tstteki kisim atilir. Yeteri kadar
pellet elde edilene kadar bu basamak tekrar edilir. 3-4 tekrar yeterli oluyor.
Yeteri kadar pellet elde ettikten sonra, daha 6nceden 40°C’ye biraktigimiz
kelex’i (InstaGene Matrix) 80-90 pl (pellet miktarina gore) eklenir ve
vortekslenir.

Thermomixer’de 99°C 10 dakika inkiibe edilir.

13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.

Santrifiijden sonra {iistte kalan kisim bebek DNA’s1 oluyor. Biz de buradaki
kismin kullandik.

4.2.4. DNA Orneklerinin MLPA Yontemiyle Analizi
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MLPA tekniginin basamaklar1 hedef DNA denatiirasyonu ve problarin
hibridizasyonu, ligasyon (baglanma) reaksiyonu, PCR reaksiyonu, amplifiye {iriiniin
elektroforez ile ayristirilmasi, verilerin analizi olmak {izere bes basamakta
gerceklesmektedir. Calismamizda MLPA Probemix P095 Andploidi ve MLPA P245-
B1 Mikrodelesyon-1 Probemix olmak iizere 2 ayri kit kullanildi. MLPA Probemix
P095 Andploidi kiti ile diisitk materyali ve amniyon sivisindan olusan toplamda 77
adet 6rnek ¢alisildi. MLPA P245-B1 Mikrodelesyon-1 Probemix kiti ile ayni sekilde
diisiik materyali ve amniyon sivisindan olusan 44 adet 6rnege bakildi. Her iki kitinde
prosediirleri ayni olup sadece ilk basamakta hibridizasyon i¢in kullanilacak
probemix’ler farklidir. Calismamizin yonteminden bahsedilirken tek bir kit tizerinden
aktarilacak fakat sonuglar degerlendirmeler yapilirken ayr1 ayr1 degerlendirilecektir.
4.2.4.1. DNA Denatiirasyonu ve SALSA MLPA Probemix P095 Anoploidi ile
Hibridizasyonu

Fetus materyalinden ve amniyondan izole edilmis olan DNA o6rnekleri dncelikle
denatiirasyona birakildi. 5 pl DNA 6rnegi (20-250 ng) 200 pl lik PCR strip tiiplerine
aktarildi. 98°C’de 5 dakika Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA’nin
denatiirasyonu gerceklestirildi. Daha sonra Thermal Cycler 25°C’ye gelince
durduruldu. 25°C°deki DNA 6rneginin iizerine 1,5 ul SALSA Probe Mix (P095
Andploidi) ve 1,5 ul MLPA Buffer’dan olusan hibridizasyon karigimindan 3 pl ilave
edilip pipetaj ile homojenize edildi. PCR strip tiiplerinde buharlagsmay1 kontrol etmek
icin ¢alisma grubunun yania bagka bir PCR tiipiinde 20 pl steril su konuldu.
Boylece 17 saat sonra hibridizasyon sona erdiginde buharlasma olup olmadig
kontrol edildi. Daha sonra 95°C’de 1 dk inkiibe edilip 6rnekler 60°C’de 17 saat
hibridizasyona birakildi.
4.2.4.2. Ligasyon

Hibridizasyon sonrasi basamak icin Ligaze-65 karigimi hazirlandi. Bu karigim; 3
ul Ligaz-Buffer A, 3 ul Ligaz-Buffer B, 25 ul su ve 1 ul Ligaz-65 enzimden
meydana gelmektedir. Bir gece dnceden 60°C’de olan Thermal Cycler, 54°C’ye
getirildi. Ornekler 54°C°de iken hazirlanan mixten 32 pl seklinde tiiplere aktarildi ve
pipetaj ile karistirildi. 54°C°de 15 dakika inkiibe edildi, 98°C’de 5 dakika bekletildi.

4.2.4.3. PCR
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PCR basmagi i¢in Polimeraz master karisimi hazirlandi. Bu karisim igin 2 pl
SALSA PCR-primer mix, 7,5 pl distile su, 0,5 pl SALSA Polimeraz kullanildi.
Hazirlanan karistm 10 pl olacak sekilde ligasyon tiiplerine eklendi. Pipetaj ile
kanistirildi ve hava kabarciklar1 kontrol edilerek oda sicakliginda Thermal Cyclera
konuldu. PCR kosullar1 asagida verilmistir.
95°C 30 sn Denatiirasyon
60°C 30 sn Baglanma 35 dongii
72°C 60 sn Uzama
72°C 20 dk Son Uzama
4.2.4.4. ABI 3130 Cihazina Yiikleme

Amplifikasyonu gerceklesen Ornekleri fragment analizi i¢in kapiller jel
elektroforez cihazina asagida verilen yol izlenerek yiliklemesi yapildi.

1. Internal size standart (Liz 500) ve formamidden olusan karisim hazirlandi. 9 pl
formamid ve 0,2 pl internal size standart (Liz 500) ependorf tiipiine konuldu, pipetaj
yapip 9,2 ul seklinde ABI 3130 cihazi yiikleme tiiplerine aktarildi.
2. Ug basamaktan olusan MLPA tekniginin son basamagindan elde edilen PCR
tiriinlerden 0,7 pl alinarak ABI 3130 cihaz1 yiikleme tiiplerine eklendi ve iyi bir
sekilde homojenize olana kadar pipetaj yapildi, hava kabarciklar1 kontrol edildikten
sonra rnekler 86°C de 3 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek denatiirasyonlart
saglandi. Daha sonra 4°C’de 5 dakika beklendi.
3. ABI 3130 cihazina yiikleme yapildiktan sonra Gene Mapper programinda
okutulmaya baslandi.
4. Sonuglar1 degerlendirmek i¢in Coffalyser MLPA analiz programi kullanildi.
4.2.4.5. Degerlendirme

Degerlendirme yapilirken, ¢alisilan problardan elde edilen sinyaller ile
kontrol grubundan elde edilen sinyallerin oranina bakildi. Eger bu oran 1 ise hedef
bolgede herhangi bir gen delesyonu veya duplikasyonu s6z konusu degildir. Bu oran
0,7 ise hedef DNA bolgesinin bir allelinde mutasyon yani heterozigot bir durum s6z
konusudur. Oran 1,3 ise hedef DNA bdlgesinin bir allelinde duplikasyon soz
konusudur.

Calismamiz retrospektif bir calisma oldugu i¢in QF-PCR yontemi ile Gene

Mapper programinda analiz edilen, prenatal tan1 amaciyla bagvuran hastalar lizerinde
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calisma yapilmigtir. Gelen ornekler MLPA teknigi ile c¢alisildi. Calismamizin
sonuglarinin degerlendirilmesi Coffalyser MLPA analiz programiyla gerceklestirildi.
MLPA firiinlerindeki problarin elde edilen boyut ve pik alanlari bu programla
degerlendirildi. Saglikli kontrollerle pik alanlar1 ve boylar1 karsilagtirildi. Ratio
degeri <0,7 olan degerlerde delesyon olduguna >1,3 olan degerlerde ise duplikasyon
oldugu seklinde degerlendirme yapildi.

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tibbi Genetik Laboratuvarinda yiiriitiilen
calismamizda 77 adet 6rnek kullanildi. Bu 6rnekler fetus ve amniyon sivisindan
olugmaktadir. 77 adet materyale P095-A3 Andploidi kiti ile ¢alisma yapildi.
Bunlardan ayri olarak yine ayni drneklerden olusan 44 adet materyale ise P245-B1
Mikrodelesyon Sendromlari-1 ile ¢alisma yapildi. Ornekler segilirken o6ncelikli
olarak QF-PCR ile anomali tespit edilmis ornekler kullanildi. Toplami 20 olan

anomalili 6rnek disinda geri kalaninin taze d6rneklerden kullanilmasina dikkat edildi.

5.BULGULAR
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Calismamizda P095-A3 Andploidi ve P245-B1 Mikrodelesyon Sendromlari-1
kitleri kullanilmistir. Asagidaki tabloda 77 adet materyal tizerinde yapilan anoploidi
calismasina ait sonuglar veriliyor (Tablo 10).

Tablo 10. Arastirmada kullanilan amniyon ve tahliye materyallerine ait QF-PCR ve
MLPA (Andploidi) sonuglari

Calisma yontemi QF-PCR MLPA (Anoploidi)
Amniyon Diisiik materyali ~ Amniyon Diisiik materyali
Materyal tipi n:77 sivisi n:67  n:10 SIVISI N:67 n:10
Normal 58 (%86,5) 1 (%10) 57 (%85)
Anomali  Sayisal 8 (%12) 7 (%70) 10 (%15) 7 (%70)
tipi
(n/%) Yapisal - 1 (%10)

(Delesyon/Duplikasyon)

Diger 1 (%1,5) 1 (%10)

57 adet amniyon sivist normal olarak degerlendirme yapilmistir (Sekil 13). QF-
PCR ile normal tam1 konulmus bir adet diisiik materyali MLPA teknigi ile
calisildiginda 13, 18, 21 ve X kromozomlarma ait bir¢ok bolgede
mikrodelesyon/duplikasyon belirlendi (Sekil 14). Ayni diisik materyalinin
karyotiplemesi de Sekil 15°te verilmistir (Sekil 15).
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Sekil 13. Normal olarak degerlendirilen amniyon sivisina ait P095-A3 Andploidi
sonug profili. ilk dort pik Q fragmenti, sonraki ii¢ pik D fragmentleri ve sonraki iki
pik cinsiyet fragmentleri (100 nt X fragmenti, 105 nt Y fragmenti)
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D [nt] Gene-Exon Chr.band Ratio

364  RPSBKA3-3 Xp22.12 0,68 t—
225  ARXA4 Xp21.3 0,27 <—
454 DMD-69 ¥p212 0.93
274 TSPANI-5 Xpl114 0,65 *—
164 AR-1 Xql2 0,25 *—
184  ACSLA-17 ¥q23 0,71
409 AIFMI-15 %q26.1 0,42 +—
319 LICAMA %q28 0,25 <—
103 SRY-1 Ypilal _ B81%
160 SRY-1 Ypi11.31  105%
283 ZFY4 Yp1131 _ 135%
240 UTY-1 Yql1221  55%
355  BRCAZ-15" T3qi3.1__ 0.01
178 CCMNAT-O* 13q133 006
220 RBI1-27 13q1d2 1,15
400 DLEUI-Z" 13g142 1.3
265 DACHI-2* 13g21.33 1,34
148 ABCCA-23 13321 0.72
445 ING1-4* 13g34 0.97
310  ARHGEF7-24* 13934 0.78
301 TYMS-1° TBpiisz  1.05
436 MCZR-2* 18p11.21 0,87
301 SS186 18q11.2 1.6 ¢ —
211 55184° 18g11.2 1,19
142  SMADA4-2" 18g21.2 079
172 PMAIP1-2" 18g21.32 0,94
346 SERPINB2-4" 1892133 1.3
255 NEATGCI-O* 18923 043 <—
347  HSPAI-Z Fgilz 1,11
202 USPZE247 21g21.1 1.21
166 NCAM2-12* 21g21.1__ 0,93
337  APP-18" 219213 1,05
427 TIAMI1-25" 21g22.11_ 1,22
291 50D14° 21g22.11__ 1,34
136 SIM2-11° 2192213 0,94
352 TFFI-1° 21223 0,52 <4—

Sekil 14. Diisiik materyaline ait hedef kromozomlardaki bazi bolgelerin MLPA
P095-A3 Anoploidi delesyon ve duplikasyon profili
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Sekil 15. MLPA P095-A3 Andploidi ¢alisilmig Sekil 14’ ait diisiik materyalinin
karyotip profili



Triploidi ve tetroploidi tanis1 konulmus 3 adet diisiik materyaline MLPA teknigi
ile tanm1 konulamadi. Diger olarak adlandirdigimiz anomalilerin biri paternal
uniparental izodizomi ve biri de uninformatif yani tanis1 konulamayan 6rneklerdir.
Uninformatif olan Ornek normal olarak degerlendirildi. Paternal uniparental
izodizomi ise Triple X seklinde degerlendirildi. QF-PCR ile normal sonug verilen 2
ornekte MLPA ile 18 ve 21 kromozomlarma ait baz1 bolgelerde kismi duplikasyon
gorildii (Sekil 16). Bunlarin disinda sayisal anomali tanisi konulmus diger tiim
ornekler lizerinde yapilan calismada MLPA ile uyumlu ¢ikmistir. Trizomi 18 olarak

degerlendirilen bir 6rnek asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 17).
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Sekil 16. iki amniyon sivisina ait hedef kromozlardaki bazi bdlgelerin P095-A3
Andploidi kismi duplikasyon profilleri. ik dért pik Q fragmenti, sonraki ii¢ pik D
fragmentleri ve sonraki iki pik cinsiyet fragmentleri (100 nt X fragmenti, 105 nt Y

fragmenti)
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D[nf] Gene-Exon Chr.band Ratio
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Sekil 17. Trizomi 18 olarak degerlendirilen amniyon sivisina ait P095-A3 Andploidi
MLPA profilleri

Mikrodelesyon calismasina dair ise asagidaki sonuglar elde edilmistir (Tablo
11). 33 adet amniyon sivisindan 11’inde herhangi bir mikrodelesyon/duplikasyon
bulunamadi ve 22 tane amniyon sivisinda mikrodelesyon ve duplikasyon saptamasi
yapildi. 11 adet diisiik materyalinden normal olarak degerlendirilen bulunmadi ve
hepsinde de mikrodelesyon/duplikasyon olduguna dair degerlendirme yapildi (Sekil
18), (Sekil 19).
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Tablo 11. Arastirmada kullanilan amniyon ve tahliye materyallerine ait QF-PCR ve
MLPA (Mikrodelesyon) sonuglari

Calisma yontemi QF-PCR MLPA (Mikrodelesyon)
Amniyon Diisiik materyali ~ Amniyon Diisiik materyali
Materyal tipi n:44 sivis1 n:33 n:11 sivis1 n:33 n:11
Normal 23 (%70) 1 (%9) 11 (%33) -
Anomali  Sayisal 9 (%27) 8 (%73) - -
tipi
(/%) Yapisal - 1 (%9) 22 (%67) 11 (%100)
(Delesyon/Duplikasyon)
Diger 1 (%3) 1 (%9) - -
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Sekil 18. Mikrodelesyon c¢alismasinda normal olarak degerlendirilen diisiik
materyalinin P245-B1 Mikrodelesyon Sendromlari-1 MLPA profili. Tk dért pik Q
fragmenti, sonraki li¢ pik D fragmentleri ve sonraki iki pik cinsiyet fragmentleri (100

nt X fragmenti, 105 nt Y fragmenti)
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130 THFRSF4-5* O p36.33 0.57
178 GHNB1-3* O1p36._33 1.07
160 GABRD-Z2* O1p36._33 0,65
e REL-7* 02p16.1 1.26
499 PEX13-3* 02pi16.1 1.45
214 MBDS-5* 02g23.1 2,76
211 MBDS-15* 02g23.1 2.4
485 SATB2-12* 02g33.1 1.77
391 SATB2 5™ 02g33.1 2,22
355 DL 1-25* 03qg29 2.1
422 DLG1-3* 03929 1.6
232 LETM1-3* 4p16.3 0.87
454 WHSC1-3* Ap16.3 0.5
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283 SEMASA-2* 0Sp15.31 1,19
152 MSD1-14* 05353 0.87
4652 MSD-22* 059353 099
et ELMN-20* 07rg11.23 0,59
315 ELMN-33* o7rg11.23 0,53
2401 TRPS1-1* 08233 0.7z
429 ExT1-2* 08924 .11 2,01
436 FANCC- 15" 09g22 32 1.13
323 FTCH1-12* 09g22 32 1.34
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331 CYP1Aa1-2~ 159241 0.9
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471 RAal1-2* 17p11.2 0,37
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272 MAPT-15* 17g21.31 o9
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201
411
4224
420
4364
445
254
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485+
499

bolgede mikrodelesyon/duplikasyon tespit edilmis diisiik materyaline ait 6rnegin

Electropherograms (A), Sample Report (B) P245-B1 Mikrodelesyon Sendromlari-1

MLPA sonug profilleri
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6. TARTISMA

Prenatal taninin giiniimiizde bilinen ve kabul edilen anlamindan ylizyillar
oncesine dayanan toplumsal bir temeli vardir. Bildigimiz tabirle prenatal tani, fetus
veya embriyodaki hastaliklarin dogum oncesi donemde tespit edilmesi islemidir.
Prenatal tanida amacg; noral tiip defektleri gibi dogumsal anomalileri, Down
Sendromu ve Frajil X gibi genetik hastaliklar1 saptayabilmektir. Ancak biitiin
hastaliklar1 bu yontemle tespit etmenin miimkiin olmadigi da unutulmamalidir.
Prenatal tam1 i¢in genetik testler; sitogenetik testler (kromozom diizeyinde
degerlendirme) ve molekiiler testleri (DNA diizeyinde mutasyon analizi)
icermektedir.

Ozellikle risk tasiyan gebeliklerde bebege heniiz anne karnindayken tani
konulmasi prenatal tani ile miimkiin olmaktadir. Gebe kadinlarin %70°1 prenatal tan
icin her zaman en hizli tan1 koyabilen yontemi tercih ediyor (Yan 2011), (Ryan
2005). Ornegin CVS kiiltiiriindeki basarisizlik amniyosentez ile tekrar edilebilir.
Eger amniyosentezdede gerekli iireme olmazsa zaman varsa tekrar amniyosentez
yapilabilir. Fakat bu durum zaman kaybina neden olacaktir. Bu da prenatal tan1 i¢in
gerekli onlemlerin alinmasina ters bir durumdur. Prenatal tani ile ayn1 zamanda tani
konulduktan sonra hastaligin varsa dogum oOncesi tedavisine ve dogum sonrasi
gerekli Onlemlerin alinmasma olanak vermektedir. Ayrica tedavi planlanmasi
yapilarak genetik damigsmanlik verilmesine, ailelerin istekleri dogrultusunda yasal
cergeveler de dahilinde gebeliklerin sonlandirilmast da miimkiin olabilmektedir.

Prenatal tan1 i¢in en ¢ok kullanilan tekniklerden biri olan amniosentez 100 yili
askin silireden bu yana uygulanan bir yontemdir. 1956 yilinda amniyon sivisinin
genetik hastaliklarin tanisinda ilk kez kullanimi rapor edilmistir. Fuschs ve Riis
amniyotik sivida Barr cisimciginin varligi ya da yokluguna dayanarak fetusun
cinsiyetinin belirlenebilecegini bildirmislerdir (Fuchs 1956). Bu calismalar Hemofili
A (1960) ve Duchenne miiskiiler distrofili (1964) hastaliklarinin prenatal donemde
taninmasint olanakli hale getirmistir. Steele ve Breg (1966), amniyotik sivi fetal
hiicre kiiltiirlerinin karyotipleme i¢in uygun oldugunu gostermistir. Nadler, amniyon
stvisinda fetal hiicre kiiltlirlerini kullanarak enzim testleri yapmis ve ayn1 yil Trizomi

21’1 rapor etmistir (Nadler 1968). Brock ve Sutcliffe (1972) noral tiip defekti olan
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bebeklerin gebelik amniyon sivisinda alfa feto protein diizeyinin artmis oldugunu
bulmuslardir.

Prenatal tamida amniyosentez ve CVS yontemleri 6nemlidir. Sitogenetik
diizeyinde; ultrason ile tespit edilen baz1 dogumsal defektler kromozom anomalileri
ile ilgili oldugundan, amniyon sivi hiicreleri, koryon villus hiicreleri ve
kordonsentezle alinan fetal kan hiicreleri ile karyotipleme yapilmalidir.
Amniyosentez veya CVS hiicrelerinin kiiltiir edilmesi, hiicrelerden kromozom
hazirlanmas1 ve analizi 1-2 hafta siirebilir. CVS icin karyotipleme kisa siireli kiiltiir
ya da uzun siireli kiiltiir olabilir. Kisa siireli kiiltiir ile hizl1 sonug verilse bile detayli
analiz i¢in gerekli bant saglanamadigindan kalitesiz preparatlar ortaya cikar.

Molekiiler diizeyde yapilan testlerden QF-PCR prenatal donemde kullanalan 24-
48 saat ignde sonug verebilen hizli bir yontemdir. Bu metodun temelinde 13, 18, 21,
X ve Y kromozomlarina ait sayisal bozukluklar1 saptamak vardir. Bu yontemle
anormal hiicrelerin tiim hiicrelere orani %15 ten fazla olmasi durumunda mozaisizmi
saptayabilmektedir. 8983 amniyon sivisi lizerinde yapilan bir ¢alisma sonucunda 18
mozaik olgunun 12 tanesi QF-PCR ile saptanirken, 8 tanesi karyotip analizi ile
saptanmistir (Donaghue 2005). Maternal hiicre kontaminasyonlu bir Ornegi
belirleyebilmesi de diger bir 6zelligidir. MLPA teknigi ile kontamine olan bir 6rnek
belirlenememektedir.

MLPA, delesyon ve duplikasyonlarin sik olarak gozlendigi genetik hastaliklarin
tanisinda kullanilan yeni, basit ve hizli bir yontemdir (Onay H 2009). MLPA prenatal
tanida ozellikle riskli gebeliklerin taramasinda ucuz, giivenilir ve duyarl bir tekniktir
(Sellner 2004), (Kassirer 1994). MLPA calismalarinda tiim problar i¢in ayni ¢ift
primerin kullanilmas1 ve 50 veya daha fazla farkli odagin tek bir reaksiyonda
incelenebilmesi yontemin avantajlarindandir. Yontemin diger bir avantaji ise 20 ng
gibi ¢ok az miktarda DNA ile calisilabilmesidir (Cremonosi 2007). 2 ml amniyon
ornegi kullanilarak DNA elde edilebilir. MLPA teknigi ile 96 adet 6rnege ayni1 anda
Thermal cycler da ve kapiller elektroforezi ile ¢alisma yapilabilir ayrica 48 saatte
sonuglar verilebilir. Hizli, giivenilir, az maliyetli bir yontem olmasi MLPA’y1
postnatal tan1 amaciyla da kullanilan bir teknik olmasini saglamistir (Slater 2014).

Literatiirde MLPA yontemi kullanilarak amniyon sivisindan kromozomal andploidi

38



tespiti yapilan ¢ok sayida arsiv bulunmaktadir (Gerdes 2005), (Van Opstal 2009),
(Ryan 2005), (Kooper 2008).

MLPA tekniginin prenatal tani i¢in kullanilan diger yontemlere karsi birgok
stlinltigti vardir. Fluoresan in situ hibridizasyonu (FISH) ve QF-PCR teknikleri ile
karsilastirildiginda 50°den fazla kromozom boélgesine bakabiliyor (Tommy 2005).
FISH teknigine gore daha uygun ve ucuz. QF-PCR teknigine goére subtelomerik
delesyon/duplikasyon tespitinde daha avantajli (Kuo 1991), (Kozlowski 2008).
Sonuglarin analizi ve yorumlanmasi bilgisayar destekli programlarla yapildig1 i¢in
yorumlamak kolaydir. Bir aragtirmada 4484 gebe kadin amniyon sivisi 6rneginde
MLPA ve karyotipleme sonuglari karsilatirilmistir. Karyotipleme ile elde edilen
sonuclar MLPA ile de elde edilmistir. Buna ek olarak MLPA karyotipleme ile elde
edilemeyen sonuclar1 da elde etmistir (Boormans 2010). Yas ve/veya diger prenatal
tan1 endikasyonu olan gebe kadinlar hizli ve yiizde yiiz dogrulukla bilgi sahibi olmak
istiyor. Bu amagla giintimiizde FISH, QF-PCR ve MLPA gibi teknikler prenatal tani
amacgh kullanilan teknikler olmustur. Literatiirlerde her ii¢ teknigin gegerliligi ve
giivenirliliginin test edildigi ¢ok sayida akademik veri bulunmaktadir (Boormans
2008).

MLPA tekniginin bazi dezavantajlarida var Ornegin yapisal kromozom
anomalilerini saptayabiliyor olmasi bir avantaj fakat triploidiyi saptayamamasi ise bir
dezavantajdir. Bunlarin yan1 sira QF-PCR ve MLPA teknikleri prenatal tani i¢in iyi
birer yontem olmasia ragmen bazi 6nemli kromozomal anomalileri tantyamiyor
(Yan 2011), (Sparkes 2008). MLPA teknigi ile inversiyon veya dengeli
translokasyonlar algilanamiyor. MLPA ¢ok hizli ve giivenilir olmasina ragmen
prenatal tani amagli Mikroarray yontemide kullanilmaya baslandi. Mikroarray
olabildigince tiim kromozomlardaki anomalilerin tespitinde kullanilan bir tekniktir
(Van den Veyver 2006).

Calismamizda degerlendirme yapilitken baz1 eksikliklerle kargsilasildi.
Bunlardan biri degerlendirme yapilirken {i¢ ekran goriintiisiine bakilip degerlendirme
yapilmalidir. Bunlar; sample report, ratio chart ve electropherograms. Bazi
durumlarda ratio chart goriintiisinde ve sample report boliimiinde sifir olarak
degerlendirilen bolgeler, electropherograms ekran goriintiisiinde pik verebiliyor fakat

pik bolgeleri yazmiyor. Eger bu iicli degerlendirilmediginde sifir gériinen bolgenin
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calismadig1 kanisina varilacak bu da bizleri yanlis degerlendirme yapmaya itecektir.
Diger bir eksiklik ise normal olarak degerlendirmelerde <0,7 degeri ile >1,3
degerlerine bakip, delesyon/ duplikasyon olup olmadigina karar veriliyor. Fakat bazi
durumlarda degerler cut off degerlerinin disinda olabiliyor. Ornegin bir hasta i¢in cut
off degeri 0,68 ya da 129 olsun bunun degerlendirmesi yapilirken
delesyon/duplikasyon var m1 yok mu seklinde ikilemde kalinabiliyor. Bu durumlarda
o bolgenin bir altinda ve bir listiinde bulunan bolgelere bakilip karar verilmeli. Eger
buradaki degerler cut off siirlarinin disindaysa o hasta icin delesyon/duplikasyon
var diyebiliriz ve bu sekilde sonuca varabiliriz. Caligmamizda da boyle vakalara
rastland1 ve ayn1 bolge i¢inde bir iist ve altindaki degerlere bakilarak analiz edildi.

Calismamizda iki vakada ¢ok sayida delesyon/duplikasyon oldugu i¢in tekrar
calisildi eski sonuglarla dogrulamasi yapildi. Her iki calisma sonunda da delesyon ve
duplikasyon bdlgeleri birbirleriyle uyumlu ¢ikti. Buna ek olarak ekstra bolgelerde
delesyon ve duplikasyon saptanan bolgeler bulundu.
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7. SONUC VE ONERILER

Son 30 yilda klasik karyotip analizi prenatal tam1 amacli fetal kromozom
anomalilerinin saptanmasinda kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen bir
yontemdir. Standart karyotip ve kromozom analizi sayisal ve yapisal kromozom
anomalilerin saptanmasinda yiiksek gegerlilige ve giivenirlige sahiptir. Buna ragmen
fazla laboratuvar isgiicii gerektirmesi ve sonuclarinin elde edilmesinin uzun siire
almas1 (14-21 giin), Ozellikle de prenatal tam1 i¢in bu tekniklerin yerini baska
tekniklerin almasmna ya da birlikte kullanilmasina gerek duyulmustur. Uzun siire
almast gerek duyuldugunda gebeligin yasal terminasyon siiresini astigi i¢in zor
olabilmektedir. Bu durum invaziv girisim gerektiren prenatal tan1 yOnteminin
amacina uygun olmamaktadir. Bu sebeple son yillarda tibbi genetikte diger bir altin
standart teknik olarak kullanilan invitro gen amplifikasyonu ile desteklenmis prenatal
teknikler kullanilmaktadir. PCR sadece tibbi genetik ve prenatal tanida degil tip
alaninda tan1 amagh kullanilan diger biitiin tekniklerden daha giivenilir ve gecerli bir
tekniktir. MLPA teknigi de PCR ile desteklenmis prenatal ve postnatal tanida
kullanilan bir molekiiler tibbi genetik yontemidir.

Testlerin maliyet, giivenirlik ve kisa siirede sonuglandirilabilmesi prenatal tanida
hayati 6nem arz eder. Bu amagla kullanilan testlerin birbirleri {izerindeki
istlinliikleri/eksiklikleri bulunabilmektedir. MLPA teknigi prenatal tanida son 5-8
yildir kullanilan bir molekiiler tekniktir. Diger molekiiler tekniklerle kiyaslandiginda
prenatal tani i¢in 1-2 ml amniyon sivisi kullaniliyor olmasi, ucuz ve kromozomlara
ait 50 kadar farkli prob kullanilarak kromozomal identifikasyonun yapilmasi énemli
avantaj olarak kabul edilmektedir.

Caligmalarimizin sonucunda MLPA teknigi prenetal tan1 amagh tani tekniginde
hizli, basit ve ucuz bir yontem oldugu tespit edildi. Clinkiit MLPA tamamen ¢ok iyi
bir sekilde optimize olmustur ayrica kromozomda genis bir alana bakabiliyor. Her
kromozom igin ayrintili bir sekilde bakildig1 problar var. Baz1 prob sinyalleri deney
kosullarindaki kiigiik degisiklikler ve ornegin safligina karsi daha duyarlidir. Bu
nedenle, MPLA tarafindan tespit edilen delesyon ve duplikasyonlar her zaman diger
yontemlerle teyit edilmelidir. MLPA tarafindan tespit edilen tim delesyon ve
duplikasyonlarin hepsi hastaliga sebep olan anomaliler degildir. Kullanicilarin

bulgular1 yorumlarken her zaman en son bilimsel literatiir ile dogrulamasi gerekir.
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QF-PCR ile andploidi tespiti yapilan olgulara MLPA ile de ayni tespit
yapilmistir. Mozaik olgular, triplodi ve tetraploidi hari¢ diger sex kromozomlar1 ve
13, 18, 21 kromozomlar1 MLPA ile sonuglandirilabilmistir. MLPA maternal DNA ve
fetal DNA kontaminasyonunu degerlendiremez ve bu nedenle de tek basina bir
yontem olarak tavsiye edilmez fakat CVS veya amniyosentez ile kombinasyon olarak
kullanilmalidir. Az sayida vakada, plasenta hiicreleri ile fetus hiicrelerinin kromozom
igerikleri farkli olabilir (yalanci mozaisizm). Bu durum yanlis pozitif veya yanlis
negatif sonuglara neden olabilir.

MLPA problari hedef dizinin disginda kalan herhangi bir degisikligi tespit
edemez dolayisiyla ¢ogu inversiyon ve translokasyonlar1 ortaya ¢ikaramaz. Higbir
yontemin tiim kromozomal anormallikleri tespit edebilme yetenegine sahip olmadigi
unutulmamalidir.

Genetik tan1 yontemlerinin oldukca gelistigi glinlimiiz tibbinda prenatal taninin;
genetik hastaliklarin 6nlenmesi ve bebeklerin saglikli bir sekilde diinyaya gelmesi
icin yapilan calismalar i¢inde O6nemli bir yer kapladigi unutulmamalidir. MLPA
tekniginin yan1 sira Mikroarray tiim kromozomlara bakabilmesi bu alanda daha cazip
gelebilir. Fakat pahali olmas1 ve altyapr gerektiren bu teknigin heniiz yaygin olarak
prenatal tan1 amaglh kullanilmamasi, ayrica iilkemizde de ¢ok fazla laboratuvara
girmemis olmasi bu teknigin kullanilmasini giiclestirmektedir.

Arastirmamizda vardiimiz sonuca gore prenatal tani i¢in birgok yontem
kullanilmaktadir. Bunlarin basinda QF-PCR, FISH, karyotip analizi gelmektedir.
2005’te yaymlanan ¢cok merkezli biiyiik bir calismada yazarlar en iyi protokoliin
PCR-+karyotipleme veya FISH+karyotipleme seklinde oldugu sonucuna varmis
(Caine 2005). Bu yontemlerin disinda MLPA yontemi de prenatal tan1 amagl hizla
kullanilmaya baslanmistir. Heniliz ¢ok yaygin olmayan fakat iyi bir yontem olan
Mikroarray yontemi de prenatal tani i¢in kullanigh bir yontemdir. Calismamizda
MLPA yonteminin prenatal tanidaki Onemini gostermeye calistik. Tim bu
yontemlerin arti ve eksileri bulunmaktadir. Bu yontemlerin birbirleriyle kombine
kullanilmast daha dogru sonuglarin alinmasinda, kafalardaki soru isaretlerinin

giderilmesinde yardimci olacaktir.
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Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Koordinatorliigiine

Yiiriitiiciisii bulundugum 478 nolu ve "Coklu ligasyonla prob amplifikasyonu
(MLPA) yonteminin prenatal tanidaki yeri ve ©nemi" bashikli proje kapsaminda
asagidaki satinalma/harcama islemlerinin gercgeklestirilmesi hususunda geregini arz
ederim.

PROF.DR. OZTURK OZDEMIR

Genel Satin Alma Talebi Ac¢iklamasi: COMU BAP Baskanligina,

Tibbi Genetik Anabilim Dalinda yiiksek lisans yapan Elif Art'ya ait "Coklu
ligasyonla prob amplifikasyonu yonteminin prenetal tanidaki yeri ve 6nemi" isimli
tez projesi ile ilgili proformalar tarafiimizdan degerlendirilmistir.

Projemize vermis oldugunuz destekten dolay1 tesekkiir ediyorum.

Saygilarimla, 30.12.2014
Genel Satin Alma Talebi

SIRANO MALZEME MIKTAR
BIRIMI

1 SALSA MLPA P095 Andploidi Probemix 100 Adet

Prof. Dr. Oztirk OZDEMIR

Proje Yiirtitiiciisii

50



EK. 4

i 2 21
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI
Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanhg:
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Sayin Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR

Yiriittictiliglinii yapmis oldugunuz “Coklu Ligasyonla Prob Amplifikasyonu (MLPA)
Yonteminin Prenatal Tanidaki Yeri ve Onemi” bashikli EK-2014-116 nolu projeniz ile ilgili
olarak Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun almis oldugu 30/10/2014 tarih ve 19-02 nolu

karan asagidadir.
Prof. Dr. éztiirk OZDEMIR

Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Baskan

Bilgilerinize rica ederim.
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Karar No :2014-19

Karar-02) EK-2014-116 no’lu aragtirma ile ilgili olarak, proje yiiriitiiciisii Prof. Dr. Oztiirk
OZDEMIR’in sunumunun dinlenmesinin ve raportdriin hazirladigi  degerlendirilmenin
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verilmistir. ( Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR projede yer aldigindan ve Dog. Dr. Coskun SILAN
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