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OZET

Rh uyusmazlig1 gebelik siirecinde ortaya ¢ikan ve annenin Rh (-) fetiisiin Rh (+)
olmasi sonucu goriilen uyusmazliga verilen isimdir. Yeni doganin hemolitik hastaligi
RhD uyusmazligma bagh olarak ortaya cikan klinik bir tablodur. Izoimmiinizasyon
sebebiyle anneden gegen antikorlar fetal hemolize sebep olur. Bunun sonucunda
fetiiste anemi, fetal hidrops ve tedavi edilmemesi durumunda fetal Olim
gerceklesebilir. Olast bir fetal kanama riskine karsi 28. haftada tiim gebelere anti-D
IgG profilaksisi uygulanmaktadir. Rh (-) fetlis tasiyan gebeler gereksiz asi iiriiniine
maruz kalmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda Rh (-) gebelerin %40°’nin Rh (-)
fetlis tasidiklar1 saptanmistir. Bu sebeplerle fetiisiin RhD genotipinin belirlenmesi
onem tagimaktadir. Giiniimiizde RhD genotipinin belirlenmesi amaciyla kullanilan
spesifik yontemler invaziv yontemler olup, %0,5-2 oraninda fetal kayip riski
tasimaktadir. Invaziv olmayan diger ydntemlerin spesifitesinin invaziv ydntemler
kadar olmamasi sebebiyle bu alanda yeni noninvaziv yontemlere gereksinim
duyulmaktadir. Calismamiza Rh uyusmazligir saptanan 12 gebe dahil edilmistir.
Maternal kandan cell free fetal DNA (cff DNA) izolasyonu sonrasi, RhD geninin
ekzon 7 ve ekzon 10 bolgelerine spesifik primerler ve TagMan problar1 araciligiyla
RT-PCR islemi gergeklestirildi. Her ornek {i¢c tekrarli calisilarak, fetiisin RhD
genotipi belirlenmistir. Buffy coat’dan elde edilen maternal DNA 6rnekleri ile RhD
genotiplemesi yapilmasi sonucunda bir annenin kan grubunu yanlis bildigi
saptanmustir. Calismamiza dahil edilen 12 olgudan 6 olgunun fetal RhD genotipi Rh
(+) diger 6 olgunun fetal RhD genotipi Rh (-) olarak saptanmistir. Dogum yapan
gebelerin bebeklerinin Rh kan gruplar1 serolojik yontemlerle dogrulanmistir. Sonug
olarak bu ¢alismada laboratuvarimizda maternal kandan cell free fetal DNA elde
edilebilmis ve fetal RhD genotipi girisimsel bir yontem olmaksizin basariyla

saptanabilmistir.

Anahtar kelimeler: Cell free fetal DNA, Fetal RhD genotiplemesi, Maternal
plazma, RT-PCR



ABSTRACT
Isolation of Fetal DNA from Maternal Blood and Analysis of Fetal RhD

Rh incompatibility is seen during pregnancy, if mother is Rh (-) and fetus is Rh
(+). Hemolytic disease of the newborn is a clinical process due to Rh incompatibility.
Isoimmunisation welded maternal antibodies cause fetal hemolysis. Because of this,
fetal anemia, fetal hydrops, and fetal death can be seen if it is not treated. Anti-D IgG
prophylaxis is done to all pregnant women against fetal bleeding in 28th week of
pregnancy. The pregnant women who have Rh (-) fetus are being exposed to
unnecessary vaccination. In different studies, it was detected as 40% Rh (-) pregnant
women have Rh (-) fetuses. Because of this, it is important to determine RhD
genotype of fetus. Currently used, specific methods which determine RhD genotype
are invasive and have 0.5-2% fetal loss risk. New noninvasive spesific methods are
necessary because current noninvasive methods are not specific as invasive methods.
Twelve pregnant women with Rh incompatibility were included in this study. After
cell free fetal DNA isolation from maternal blood, RT-PCR was performed with
specific primers and TagMan probes for RhD gene exon 7 and exon 10. Each sample
was studied for three times and fetal RhD genotype was determined. It was detected
that a mother knew her blood type false with genotyping RhD with maternal DNA
samples isolated with buffycoat. In all 12 cases, 6 cases were determined as fetal
RhD genotype is Rh (+), other 6 cases were determined as fetal RhD genotype is Rh
() in our study. After the birth Rh blood types of babies are verified with serological
method. In this study, cell free fetal DNA could be isolated in our laboratory and

fetal RhD genotype was detected with a noninvasive method succesfully.

Keywords: Cell free fetal DNA, Fetal RhD genotyping, Maternal plasma, RT-PCR
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1. GIRIS ve AMAC

Yeni doganin hemolitik hastaligi (HDN) annenin Rh (-), fetiisiin Rh (+) olmasi1
durumunda RhD uyumsuzluguna bagli olarak hamilelik siirecinde ortaya ¢ikan
klinik bir tablodur. Fetiiste kansizlik, yeni doganda sarilik ve fetal 6liimlere sebebiyet
vermektedir. Bu sebeple antenatal ve postnatal takibi 6nem tasimaktadir (Cetinkaya
ve ark., 2010). Bunun onlenmesi amaciyla Rh (-) tiim gebeler 28. haftada anti-D 1gG
uygulanmaktadir. Bu uygulama sonucunda Rh (-) fetiisler gereksiz asi {irliniine
maruz kalmaktadirlar. Yapilan arastirmalara gore Rh (-) kadmlarin gebeliklerin
%40’nin Rh (-) fetiise sahip oldugu saptanmustir (Giinel ve ark., 2010).

Gliniimiizde fetiisiin Rh profilini ortaya koymak icin kullanilan yontemler
invazif yontemler olup diisiik riski tasimaktadir. Invazif olmayan ultrasonografi
(USG), indirekt coombs testi (ICT) ve direkt coombs testi (DCT) gibi yontemleri
kullanilmakla birlikte duyarlilig1 invazif yontemler kadar kesin olmamasi sebebiyle
yeni yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Lo ve ark. (1997), yaptig1 c¢alismalar
sonucunda hamile kadmlarm plazma ve serumunda cell free fetal DNA’nin
(cffDNA) varhigin1 ortaya konulmustur. Fetal DNA’nin maternal kandan eldesi ve
PCR teknigi ile ¢ogaltilarak prenatal tan1 amaci ile kullanilmasi yeni bir non invazif
yontem olusturmaktadir. Bu yontemle invazif tekniklerin getirdigi riskler olmaksizin
prenatal tan1 olanag1 saglanmaktadir.

Calismamizda Rh uyusmalig1 olan gebelerde maternal kandan cell free fetal
DNA eldesi sonra RhD genine ait ekzon 7 ve ekzon 10 bolgelerine spesifik primer ve
problar araciligiyla RT-PCR islemi sonrasi fetlisin RhD genotipini saptanmistir.
Elde edilen veriler dogum sonrasi sonuglar1 ile karsilastirilip testin spesifitesi ve

sensivitesi belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kan Gruplan

Kan gruplar1 yirminci yiizyilin basinda Landsteiner tarafindan plazmalar
iizerinde yaptig1 caligmalar swrasinda bazi bireylerin plazmalarinin digerinde
eritrositleri agliitine ettigini fark eder. 1945 yilinda Coombs, Mourant ve Race
tarafindan antiglobulin testinin gelistirmesiyle antigule olmayan (non-antigulated)
antikorlarm tespit edilebildigi seroloji bilimi dogmustur. Giiniimiizde yaklasik 270
kan grubu antijeni bilinmektedir. Bu kan grubu antijenlerinin biiyiik ¢cogunlugu 26
kan grubu sisteminden birine dahildir. Tablo 1’de kan gruplari belirtilmistir (Daniels,
2002).

Genetik olarak belirlenen antijen gruplar1 ya tek bir gen tarafindan ya da iki ya
da daha fazla baglantili homolog genlerden olusan bir grup tarafindan kontrol edilir.
Bu sistemlerden 6zellikle Rh ve MNS sistemleri karmasiktir

Kan grubu antijenlerinin ¢ogu eritrositler tarafindan sentezlenir ancak Lewis ve
Chido Rodcers sistemlerinin antijenleri eritrosit membranlarina plazmadan geger.
Bazi kan grubu antijenleri sadece eritrositlerde tespit edilirken bazilar1 diger
dokularda tespit edilebilir ve bunlara doku-kan grubu antijenleri ad1 verilir.

Kan grubu antijenlerinin biyokimyasal analizi iki ana iki gruba ayrilmistir. Bir
protein determinantlar: kan grubu genlerinin primer triinleridir ve iki glikolipit ve
glikoproteinlerin karbonhidrat determinantlari: antijen ekspresyonunu kontrol eden
genlerin iirlinii olan glikoziltransferaz enzimleri tarafindan katalize edilir.

Bazi antijenler glikoproteinin aminoasit dizisi tarafindan belirlenir ancak
serolojik olarak tespit edilebilmeleri i¢in bir karbonhidrat grubu bulunmalidir.

Molekiiler genetik tekniklerin insan kan grubu c¢alismalarma dahil olmasiyla
giiniimiizde pek ¢ok kan grubu sistemini saglayan genlerin ¢ogu klonlanmis ve dizi
analizleri yapilmistir. Kan gruplarmin analizindeki gesitli serolojik problemler gen
diizeyinde nokta mutasyonlar1 esit olmayan krossing over ve alternatif RNA
splaysingin tespiti yoluyla aydinlatilmistir (Daniels, 2002).

ABO kan grubu sisteminin kesfi uygun kan transfiizyonlarinm yapilabilmesini
saglamig ve Rh antijenlerinin tespitide; yeni doganmn hemolitik hastaliginin

anlagilabilmesinin ve dnlenebilmesinin yolunu agmustir.



Diger kan grubu sistemleri ender olarak klinik problemlere yol a¢maktadir

(Dilek ve ark., 2006). Bu sebeple rutin uygulmalarda oncelikle ABO ve Rh

grublarinin incelenmesi sonrasinda diger kan gruplarinin arastirilmasi gerekmektedir.

Tablo 1. Kan gruplar1

Adi Sembolii Antijen Tliskili Membran yapisi Gen Kromozom
Sayis1
ABO ABO 4 Karbonhidrat ABO 9
MNS MNS 43 GPA(CD235A) GYPA, GYPB 4
GPB(CD235B) GYPE
P P1 1 Karbonhidrat P1 22
Rh RH 46 RhD(CD240D) RHD, RHCE 1
RhCcEe(CD240CE)
Lutheran LU 18 CD239,IgSF LU 19
Kell KEL 24 CD238, endopeptidaz KEL 7
Lewis LE 6 Karbonhidrat FUT3 19
Duffy FY 6 CD234,kemokin reseptorii FY 1
Kidd JK 3 Ure tastyic SLC14A1 18
Diego DI 21 CD233, anyon degistirici SLC4AE1 17
Yt YT 2 Asetilkolinesteraz ACHE 7
Xg XG 2 Gilikoprotein, CD99 XG, MIC2 XY
Scianna SC 3 Glikoprotein SC 1
Dombrock DO 5 ADP-ribosiltransferaz DO 12
Colton CcO 3 Aquaporin-1 AQP1 7
Landsteiner- Lw 3 ICAM-4, IgSF, CD242 Lw 19
Wiener
Chido/Rodgers CH/RG 9 C4A, C4B(C) C4A, C4B 6
Hh H 1 CD173 (tip2 H), karbonhidrat FUT1 19
Kx XK 1 Protein XK X
Gerbich GE 7 GPC, GPD (CD236) GYPC 2
Cromer CROM 10 CD55, DAF, C’ regiilator DAF 1
Knops KN 7 CD35,CR1, C’ regiilator CR1 1
Indian IN 2 CD44 CD44 11
Ok OK 1 CD147, EMMPRIN, IgSF CD147 19
Raph RAPH 1 Glikoprotein MER2 11
JohnMilton JMH 1 CDw108, semaforin SEMAT7A 15
Hagen

C’, complement; IgSF, immunoglobulin superfamily.



2.1.1. ABO Kan Grubu Sistemi

Landsteiner farkli insanlardan alman serum ve eritrositlerin karigtirilmasi
sonucunda ii¢ grubun varligmi saptamistir (ABQO). A grubundan olanlarin
serumlarinin B ile agliitine oldugunu fakat A grubunda olan bagka bir serum ile
aglitine olmadigmni, B grubunun A ile agliitine oldugunu ama B ile agliitine
olmadigini, 0 grubunun ne A ne de B ile agliitine olmadigini1 saptamistir. Decastello
ve Sturli bu guruplandirmaya dordiincii bir grup olarak AB eklemistir. Epstein ve
Ottenberg kan grup sistemlerinin kalitilabilir olabilecegini 6nermistir. 1910 yilinda
VonDungern ve Hirschfeld; A ve B antijenlerinin Mendel kurallarina gore kalitim
gosterdigini kanitlamistir (Daniels, 2002).

ABO grubu antijenleri glikolipit ve glikoproteinlerin {izerinde bulunan
karbonhidrat determinantlar icerir. A ve B transferaz 9 nolu kromozom iizerinde yer
alan ABO geni tarafindan kodlanmaktadir. ABO geni 18-20 kb biiytikligiinde olup 7
ekzon igerir. Altinci ve 7. ekzonlar en biiyiik ekzonlar olup genin %77’sini kodlar. A
ve B drlinleri arasindaki fark 176., 235., 266. ve 268. kodonlardaki missense
mutasyonlar sonucu olusur. Iki yiiz altmis altic1 ve 268. aminoasitler en dnemlileri
olup hangi gen driiniin agrlikli olarak sentezlenecegini belirler. N-
asetilgalaktosaminiltransferaz agirli olarak sentezlenir ise A, galaktosiltransferaz
agirlikli olarak sentezlenir ise B grubu aktivitesinden s6z edilir. En yaygm bulunan 0
alleli A dizisi ile biiylik 6l¢iide ayn1 sekans dizisine sahip olup, aralarindaki tek fark
86. kodonda meydana gelen tek niikleotid delesyonu sonucu g¢ergeve kaymasi
mutasyan olusumu ve 117. kodonda erken stop kodon olusumu sonucunda 0 alleli
olusumudur (Daniels, 2002). 0 allelinde hi¢ enzim sentezlenmez.

Bir kisi kendinde bulunmayan bir antijen ile karsilasir ise bu antijene karsi
antikor tretir. Bu antikorlar transflizyon uyumsuzlugu, materno-fetal uygunsuzluk ve
otoimmiin hemolitik anemiye neden olabilir (Aykut ve ark., 2010).

2.1.2. Rh Sistemi

Rh kan grubu sistemi en kompleks kan grubu sistemidir. Kirk alt1 farkli antijeni
tespit edilmistir. Rh antijenleri lipoprotein yapili molekiiller olup eritrositlerin
ylizeyinde yer alirlar. RH geni (MIM Number 111680) 1 nolu kromozomun p

kolunda yer alir ve on ekzon igerir. Otozomal dominant kalitim gosterir.



Rh geni RhD ve RHCE olmak iizere iki allelden olusur. RhD alleli D antijenini
kodlar, RHCE alleli Cc ve Ee antijenlerini kodlar. RhD alleli ile RHCE alleli
arasindaki fark 3' ucunda yer alan 30 kb SMP1 geni ve 9 kb ‘Rhesus box’

icermesidir. Sekil 1°de sematize edilmistir.
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Sekil 1. RH geninin genomik organizasyon semasi (Daniels, 2002).

Rh (-) kisiler D antijenine sahip degildirler. Kafkas populasyonunun %85°i RhD
allelini tasir bu oran diger populasyonlar ile karsilastirildiginda ¢ok yiiksektir
(Grootkerk ve ark. 2006, lzetbegovic 2013). Birey D antijenine sahip olmasi
durumunda Rh (+) olarak degerlendirilir. Fakat baz1 durumlarda D antijeni diisiik
ekspresyon gosterir (Levine P ve ark., 1984). Boyle bir durumda birey genetik olarak
Rh (+) olmasima ragmen diisiik ekspresivite sebebiyle Rh (-) bir birey benzeri antikor
iretebilir. Bu durum Afrika populasyonunda yaygin olmakla birlikte Kafkas
populasyonunda nadirdir (Daniels, 2002).

2.2. Rh Uyusmazhgi

Hamilelik siirecinde ortaya c¢ikan annenin Rh (-) bebegin Rh (+) olmasi
durumunda goriilen uyusmazliga Rh uyusmazligi denir. Rh sisteminde yer alan en
immiinogenetik ve 6nemli antijen D antijenidir (Daniels, 2002). C ve E antijenlerine
oranla 50 kat daha fazla antikor olusumuna sebep olur (Izetbegovic, 2013). Anti-D
ilk olarak Levine ve Stetson tarafindan 1939 yilinda kesfedilmistir (Daniels, 2002).

D antijeni fetal eritrosit membraninda 11. gebelik haftasindan itibaren olusmaya
baglar (Aykut ve ark., 2010). Fetiiste meydana gelen D antijenin annenin kanina
karigmasi ile anne bu antijenlere karsi antikor iiretir. Erken donemde sentezlenen
anti-D IgM plasentadan gegemedikleri igin fetiis i¢in tehlike olusturmazlar ancak

yavas bir sekilde olusan anti-D IgD plasentaden gegebilen molekiiller oldugundan



fetiis icin tehlike olustururlar. Rh immiin cevab1 yavas olustugu i¢in ilk gebelikte her
hangi bir probleme sebep olmaz. Sonraki gebeliklerde fetiisiin Rh (+) olmasi
durumunda daha hizli bir yanit olusur. Antikorlar bebegin eritrositlerinde hemolize
sebep olur. Bu durum da yeni dogan hemolitik hastaliklar1 olarak adlandirilan klinik
tablolara sebep olur.

Cok nadir olmakla birlikte Rh uyusmazligina bagli hemoliz ilk gebeliktede
gelisebilir. Bunu bilylikanne teorisi agiklar. Biiylikanne teorisine gére Rh (-) kadinin
Rh (+) annesi vardir. Dogum sirasinda ya da gebelik siirecinde Rh (-) kadin Rh (+)
eritrositler ile karsilasarak sensitize olmustur (De Almedida ve Rosado, 1972).

Rh uyusmazligi gebelik disinda hatali kan transfiizyonu, kiiretaj ve diisiik
sonucunda da meydana gelir.

2.3. Yeni Doganin Hemolitik Hastahg

Yeni doganin hemolitik hastaligi; RhD uyusmazligina bagl olarak yeni doganda
gbzlenen klinik bir tablodur. Ilk olarak 1609 yilinda Fransiz bir ev haniminda tespit
edilip literatiirde belirtilmistir (lzetbegovic 2013). Izoimmiinizasyon sebebiyle
anneden gecen antikorlar fetal hemolize sebep olur ve bunun sonucunda fetiiste
anemi, fetal hidrops goriilmektedir. Tedavi edilmemesi durumunda fetal 6liimlere
sebebiyet verebilen bir durumdur (Cetinkaya ve ark., 2010). 1932 yilinda Diamond
ve arkadaglar1 tarafindan fetal hidrops, anemi, sarilik ve eritroblastozis arasinda
sebepsel bir baglant1 oldugu bildirmislerdir (Izetbegovic 2013). Landsteiner ve
Weiner 1940’larda Rh faktorinii kesfetmis ve 1953’de Chown hastaligin
patogenezinde fetlistin Rh pozitif eritrositlerinin anne dolasimindaki antikorlarla
parcalanmasi oldugunu dogrulamistir. Rh uygunsuzlugundan etkilenen bebeklerin
%15’1 dogumdan 6nce 6lmektedir. Yasayanlarda ise siddetli sarilik ve buna bagh
olarak sagir dilsizlik, konusma bozukluklari, serebral felg ve mental retardasyon
gelisebilmektedir. Kafkas wrkindaki bireylerin %15 Rh (-) olup, gebeliklerin %9’unda
Rh uyusmazligi vardir (Moise ve Argoti, 2008). Hastalik yenidoganlardaki sariligin
en sik nedenlerindendir. Ulkemizde prelingual siddetli sagirligin en énemli ¢evresel
nedenlerindendir.

Rh uyusmazlig1 saptanan gebelerin takibinde izoimmiinizasyonun gercgeklesip

gerceklesmedigini, gergeklesmesi durumunda konsantrasyonun  belirlenmesi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moise%20KJ%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23090532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Argoti%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23090532

amactyla ICT ve doopler ultrasonografi, dogum sonrasi bebegin kanindan
izoimmiinizasyonun belirlenmesi amaciyla DCT testi yapilmaktadir.

Rh immiinizasyonunda annede ilk olarak olusan antikorlar anti-D IgM’dir ve bu
antikorlar plasentadan gegemedigi icin fetiis i¢in tehlike olusturmazlar. Ilk
immiinizasyondan sonra annenin ikinci kez Rh (+) antijenlerle karsilagmasi
sonucunda olusan cevap ise hizlidir ve olusan antikorlar IgG anti-D yapisindadir.
anti-D IgG varliginda ICT pozitif sonug verir. Plasenta yoluyla fetiise gecen IgG
antikorlarm Rh (+) eritrositlere baglanmasi sonucu DCT pozitif sonug¢ verir.
Antikorlarin miktarina gore fetiiste degisik derecelerde hemoliz olusur.

RhD uyusmazlig1 olan gebeliklerde HDN olusumunu onlemek amaciyla 28.
haftada anti-D profilaksisi uygulanarak doguma kadarki 12 haftalik siire boyunca
olusabilecek kanamalarin karsilanmasi amaclanmaktadir. Dogumdan sonra bebegin
kan grubunun Rh (+) oldugunun saptanmasi durumunda dogumdan sonraki 72 saat
icerisinde  anneye  yeniden anti-D  enjeksiyonu  yapilmahdir.  Anti-D
immiinoglobininin koruyucu etkisi birkac ay siirdiigiinden gebelik sirasinda ve her
gebelikten sonra tekrarlanmalidir. Dogum sonrast bebegin Rh (-) oldugu saptanmasi
durumunda dogum sonrasi proflaktik uygulamaya gerek duyulmamaktadir.

Rh (-) kan grubunda olan ve Rh (+) bir bebege gebe olan, ABO uyusmazligi
bulunmayan kadmlarin %16’sinda anti-D antikorlar1 gelisir. Eger anne ve fetiis
arasinda Rh uyusmazhigi ile birlikte ABO uyusmazligida bulunuyor ise annenin
kanina gegen Rh (+) eritrositler, annenin dogal anti-A ve anti-B antikorlar1 tarafindan
hizla dolasimdan uzaklastirilir (Aykut 2010, Cunningham ve ark. 2001). Bu iki
uyusmazligin birlikte bulunmasi daha hafif bir klinik tabloya sebebiyet verir.

2.4. Cell free Fetal DNA

Lo ve arkadaslar1 hamile kadinlarin plazma ve serumunda cell-free fetal
DNA’nin varhigini goéstermistir. Bunun sonucunda invaziv girisimlerin getirdigi
riskler olmaksizin, prenatal tan1 olanagi ortaya ¢ikmustir (Lo ve ark. 1997, 1998, Lo
2000).

Fetiise ait kan hiicrelerinin anne dolasimina ge¢isinin fetiisten anneye kanamalar
sonucunda gerceklestigi diistintilmektedir.

Fetal DNA’nin kaynagi net olarak bilinmemekle birlikte ¢esitli teoriler soz

konusudur. Bunlar plasenta, fetal hematopoetik hiicreler ve dogrudan fetal DNA



gecisi seklindedir. Plasentanin hiicre kaynagi agisindan zengin olmasi plasenta
kaynakli bir fetal DNA gecisi oldugu hipotezini desteklemektedir. Fakat plasental
sirkiilasyon olugmadan, cok erken haftalarda bile fetal DNA’nin saptandigi
caligmalar bulunmasi sebebiyle (Lo ve ark 1998, Grootkerk ve ark. 2006) trofoblastik
hiicre kokenli olduklar1 da 6ne siiriilmiistiir. Amniyon sivisinda da fetal DNA’nin
yogun miktarda bulunmasi fetal DNA’nin direkt gecis yapabilecegini
diistindiirmektedir (Illanes ve ark., 2005).

Cell free fetal DNA’nm plazma ve serumda tespiti, sirkiilasyona katilmis fetal
hiicrelerden salinmig olabilecegi hipotezini dogurmustur. Yapilan ¢alismalarda fetal
eritrositlerin %42,7’sinin apoptosize gittigi gosterilmistir. Bu sebeple cell free fetal
DNA’ nin apoptotik hiicrelerden kaynaklandig1 disiiniilmektedir (Aykut ve ark.,
2010).

[k olarak Schmorl (1893) eklampsi nedeni ile 6lmiis 17 gebe kadmnin 14’{inde
akcigerde trofoblastlar goézlendigini bildirilmistir (Holzgreve ve ark., 2007).
Sonrasinda yapilan caligmalar ile eklampsili gebelerin venéz kan o6rneklerinde
trofoblastlarin varlig1 gosterilmistir (Douglas ve ark., 1959). Yapilan ¢aligmalar ile
maternal sirkiilasyonda fetal hemoglobin (HbF) igeren hiicrelerin saptanmasiyla
sitogenetik analiz siireci baslamistir. 11k olarak 1969 yilinda gebe kadinlarin kaninda
46, XY Kkaryotipine sahip fetal lenfositlerin varhigmin gosterilmesiyle fetiise ait
hiicrelerin varhigi desteklenmistir (Calyton ve ark 1964, Walknowska ve ark. 1969,
Grosset ve ark. 1974, Schroder ve ark. 1977). Fakat sitogenetik yontemlerle yapilan
analizler sonucu goriis birligi elde edilememesi sitogenetik yontemlerin yeterli
olmadigmi diisiindiirmiistiir. Bu da arastrmacilar1 farkli yontemler arayisina
yonlendirmistir. 1980’11 yillarin sonlarinda mevcut molekiiler yontemlerin devreye
girmesi ile Lo ve arkadaslarinin PCR tabanli yaptiklar1 ¢alismalar devrim niteligi
tasimaktadir.

Cell free fetal DNA en erken gebeligin 32. giiniinde tespit edilmis ve gebeligin
ilk trimesterinde gebelik haftasi basina %21 oraninda arttigi saptanmistir
(Wataganara ve ark. 2004, Kivangl ve ark. 2012).

Normal bir gebelikte fetal DNA miktar1 maternal plazmadaki hiicre dis1 (cell
free) DNA’nin %3-6’s1 kadardir (Chinnapapagari 2005, Norbury ve Norbury 2008).
Gebelik ilerledikge anne kanindaki fetal DNA miktarinin arttigi saptanmigtir (L0 ve



ark. 1998, Bischoff ve ark. 2005, Norbury ve Norbury 2008). Cesitli ¢alismalarda
dogum sonras1 anne kanindaki fetal DNA’nin hizli bir sekilde yok oldugu, abortus ve
kiiretajdan 24 saat; dogumdan 2 saat kadar kisa siirede saptanamadig bildirilmistir
(Lo ve ark. 1999, Bischoff ve ark. 2005, Norbury ve Norbury 2008).

Anne kanindaki cell free fetal DNA’nin fragmente oldugu; 300 bp ve daha
kiigiik boyutlarda oldugu saptanmstir. Chank ve ark. (2004) fetal DNA’nin %80’ nin
boyutunun 193 bp’den az ve %50’sinin 300bp’den daha kii¢iik oldugunu yaptiklar1
caligmalar sonucunda saptamuslardir (Bischoff ve ark. 2005, Hromadnikova ve ark.
2006, Norbury ve Norbury 2008).

Cell free DNA’nin prenatal tan1 amaci ile kullanilabileceginin saptanmasi
sonrasi bir¢cok alanda prenatal tan1 amag¢h kullanimi1 denenmistir. Cff DNA’nin fetal
kromozomal anoploidilerinin, cinsiyetle iligkili hastaliklarin ve RhD genotipinin
prenatal tanist i¢in kullanilabilir oldugu gosterilmistir (Lo ve ark. 1993, Zhang ve
ark. 2000, Bartha ve ark 2003, Daniels ve ark. 2006, Norbury ve Norbury 2008,
Hahn ve Zimmermann, 2010). Down Sendromu (Lin Y. ve ark. 2004, Norbury ve
Norbury 2008, Dan ve ark. 2014), Antifosfolipid sendromu (Korabecna ve ark 2014).
13, 18,21, X ve Y’ e bagh fetal trizomilerin ve ayrica X monozomisinin non invaziv
fetal trizomi testi (NIFT) ile belirlenmes miimkiindiir (Laczmanska ve Stembalska,
2014). Akondroplazi (Li ve ark. 2004), konjenital adrenal hiperplazi (Hyett ve ark.
2005, Norbury ve Norbury 2008) ve miyotonik distrofide de (Amucucci ve ark.
2000, Norbury ve Norbury 2008) maternal kandaki cffDNA’dan molekiiler genetik
analiz ile prenatal genetik tani yapilabilmektedir. Preeklampside de cffDNA
miktarinin anlamli olarak arttigi ve hatta bu artig preeklampsi gelismeden Once
basladig1 igin tan1 amagh biyolojik belirteg¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Li
ve ark 2004). Sagirhikta siklikla goriilen mutant allellerin cffDNA araciligiyla
maternal plazmadan tespiti yapilabilmektedir (Meng ve ark 2014).

Cell free DNA prenatal taninin yani sira kanser (Check ve ark. 2013, Norbury ve
Norbury 2008), travma, Huntington hastaligi (Gonza’lez-Gonza’lez ve ark. 2003a,
2003b, Norbury ve Norbury 2008) ve immiinolojik hastaliklarda da anlamli olarak
arttigindan plazmadan cell free DNA miktarmin belirlenmesinin gelecekte 6nemli bir

belirteg olabilecegi bildirilmektedir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%C5%81aczma%C5%84ska%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stembalska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834709

2.5. Fetal RhD Genotiplemesi

Rh uyusmazligi olan gebelerde fetal RhD profilinin belirlenmesi HDN’e karsi
antenatal ve postnatal takipte ©nem tasimaktadir. Ozellikle serolojik testler
sonucunda saptanan bir immiinizasyon durumunda fetal RhD profilinin belirlenmesi
onem tagimaktadir (Grootkerk ve ark., 2006).

Fetal RhD genotiplemesi i¢in kullanilan yOontemler; girisimsel yontemler ve
girisimsel olmayan yontemler olarak ikiye ayrilir. Giinimiizde RhD genotiplemesi
amaciyla kullanilan girisimsel yontemlerin (amniyosentez, kordosentez, CVS) daha
kesin sonuglar vermekle birlikte fetiis ve anne agisindan riskler tasimasi sebebiyle,
girisimsel olmayan yontemlerin RhD genotiplemesinde kullanilmasi 6nem
tasimaktadir.

Anne kaninda cell free fetal DNA’nin saptanmasi ve TagMan kimyasi
kullanilarak maternal kandan fetal allellerin tespitinin es zamanli olarak RT-PCR
yontemi ile analizi girisimsel olmayan prenatal tani imkanmi saglamistir. Bir ¢ok
laboratuarda rutin olarak maternal plazmadan cell free fetal DNA saptanmasinda RT-
PCR kullanilmaktadir (Miiller ve ark., 2011).

2.5.1. Girisimsel Prenatal Tam Yontemleri

Fetal RhD genotiplemesi amniyosentez, kordosentez veya CVS gibi invaziv
yontemler araciligiyla yapilmaktadir. Fakat bu yontemler %0,5-2 oraninda fetal
kayip riski (Grootkerk ve ark., 2006) fetal enfeksiyon ve ¢ok diisiik de olsa maternal
riskler tasimaktadir. Ayrica islem siirecinde ve sonrasinda alloimmiinizasyon riski
s6z konusudur (Zhou ve ark. 2005).

2.5.2. Girisimsel Olmayan Tan1 Yontemleri:

Rh uyusmazhigi saptanan gebelerin takibinde kullanilan ICT, DCT, Doopler
USG yontemleri non invazif yontemler olup, yaygin olarak kullaniimaktadir.

ICT gebelik siirecinde anne kani, DCT gebelik sonras1 bebegin kani kullanilarak
yapilan serolojik testlerdir.

ICT eritrosit sensitizasyonun viicut disinda gerceklestirilmesi ile serum/
plazmada ertirosit antijenlerine karsi geligsen serbest antikorlarin saptanmasi amaciyla
yapilan testtir. ICT ile ilgili bilgilere http://www.kmtd.org.tr/pdf/antiglobulin
testler.pdf adresinden ulasilabilir. (Erisim tarihi: 13.06.2014).
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ICT’ de oncelikle olarak annenin serumu Rh (+) eritrositlerle inkiibe edilir. Bu
asama immiinizasyon sonucun olusan IgG antikorlar1 olusmus ise inkomplet sekilde
eritrositlere baglanacaktir. Sonraki asamada ortama eklenen anti-D IgG antikorlari,
antijen antikor kompleksine baglanarak eritrositlerin agliitine olmasina sebep olur.
Test sonucunda agliitinasyon ger¢eklesmemesi annenin plazmasinda IgG
antikorlarinin olusmadigmni ve suana kadar izoimmiinizasyon gergeklesmedigini
gosterir.  Test sonucunda agliitinasyon meydana gelmesi sonucu da
izoimmiinizasyonun gerc¢eklestigini gosteririr. Sik araliklarla antikorlarmn titrasyon
takibi yapilmalidir. Iigili bilgilere http://www.guventip.com.tr/panel/rdosya/indirekt
coombs.pdf adresinden ulasilabilir. (Erisim tarihi: 13.06.2014).

ICT pozitif saptandig1 durumlarda doopler USG ile takibi yapilmasi 6nem tasir.

Doppler ultrasonografi, fetal ve maternal fizyoloji ve patofizyolojiyi
degerlendirmek igin kullanilabilen, hizli, gilivenilir ve girisimsel olmayan bir
inceleme yontemidir (Kivang, 2012).

Doppler USG: Fetal orta serebral arterdeki tepe sistolik akim hiz1 6lgiimii, fetal
aneminin takibinde 6nem kazanmistir. Yanlis pozitifligin oraninin %12 oldugu
bildirilmistir. Renkli doppler ultrason, dogru lokalizasyonda 6l¢iim imkan1 sagladigi
i¢in tercih sebebidir (Kenneth ve ark 2002, Sagol ve ark.2005).

DCT testi eritrosit yiizeyinde yer alan antijenlerin kendine 6zgii antikorlarla
sensitizasyonunu gostermek i¢in yapilan testtir. DCT ile ilgili bilgilere
http://www.kmtd.org.tr/pdf/antiglobulin_testler.pdf adresinden ulasilabilir. (Erisim
tarihi: 13.06.2014).

Bu testlere alternatif olarak Lo ve ark. (1997) cell free fetal DNA’nin maternal
plazma ya da serumdan elde edilebilcegini kanitlamasi sonucundan invazif bir
girisim olmaksizin spesifik prenatal tan1 olanagi olusmustur.

Rh uyusmazlig1 saptanan gebelerde maternal kandan RhD genotiplemesi RT-
PCR yontemiyle gergeklestirilip, fetal RhD genotipi saptanmaktadir. Zou ve ark.
(2005) yilinda yaptiklar1 calisma sonuncunda fetal RhD genotiplemesi basarist %94
sensivite ve spesifite olarak saptanmustir. Miiller ve ark (2008) yapmis olduklari
calisgma sonucunda fetal RhD genotipini saptamada spin kolon yodntemiyle izole
edilen DNA oOrneklerinden calisildiginda %97,7, magnetik bilyeler ile yapilan

izolasyon sonucu %99,8 oraninda sensivitesinin oldugunu bildirmiglerdir. Ayni

11


http://www.guventip.com.tr/panel/rdosya/indirekt%20coombs.pdf
http://www.guventip.com.tr/panel/rdosya/indirekt%20coombs.pdf
http://www.guventip.com.tr/panel/rdosya/indirekt%20coombs.pdf
http://www.kmtd.org.tr/pdf/antiglobulin_testler.pdf

caligmada spin kolon ile yapilan izolasyon sonucunun %99,2, magnetik bilyelerle
izolasyon sonucu elde edilen DNA iiriiniiniin %98,1 spesifitesi oldugu saptanmustir.
Minon ve ark (2008) yilinda yaptiklar1 ¢alisma sonucunda %100 spesifite ve
sensivite bildirmislerdir. Akolekar ve ark. (2011) da yaptiklar1 ¢alisma sonucunda

%100 sensivite ve spesifite saptamistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Olgularin Se¢imi

Projemiz Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 05.09.2013 tarihinde alinan EK-2013-163 nolu izin ile baslatilmistir ve
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
tarafindan TYL-2014-203 numarali proje ile desteklenmistir.

Calismaya Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Gebe Poliklinigine basvuran ve Rh
uyusmazligi oldugu saptanan veya bireysel basvuruda bulunarak Rh uyusmazligi
oldugunu bildiren, c¢alismaya katilmaya goniilli olan 12-40 gebelik haftalari
araliginda 12 gebe dahil edildi. Bu g¢alismaya katilan tiim gebeler kan ornekleri
alinmadan Once c¢aligma hakkinda bilgilendirildiler ve calismaya goniillii olarak
katildiklarina ve istediklerinde ayrilabileceklerine dair onam formu imzalamalarmin
ardindan ¢alismaya dahil edildiler.

3.2. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Plazmanin Ayristiriimasi

Her bir olgudan 6n koldan 10 ml venéz kan ornegi Etilen Diamin Tetra
Asetikasit (EDTA) igeren tiiplere alindiktan sonra laboratuvarimiza getirilmistir. Kan
ornekleri bekletilme olmaksizin 2500 rpmde 10 dk santrifiijlendi. Stipernatant yeni
bir tiipe aktarilarak 3000 rpm de 10 dk santrifiijlendi. Sonrasinda plazma 6rnekleri
I’er ml olmak {izere kryo tiiplere dagitilarak daha sonra kullanilmak {izere -20°Cde
saklandu.

3.3. Cahsmada Kullanilan Cihaz ve Malzemeler
3.3.1. Kullamilan Cihazlar

» Real Time PCR (Light Cycler 2.0-Roche)

+ Otomatik izolasyon Cihaz1 (MagNA Pure Compact-Roche)

 Santriflij (Rotofix 32A- Hettich)

» Mikrosantrifiij ( Mikro 120-Hettich)

» Isitic1 blok (Eppendorf)

» Vorteks (IKA Vortex Genius 3)

« Otomatik pipet seti (Eppendorf Researce plus 1-10 ul,10-100ul ve 100-

1000pl)

13



3.3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Manuel Niikleik Asit [zolasyon kiti: Qiagen QiIAMP DNA Blood Mini Kit

MagNA Pure Compact otomatik Niikleik Asit izolasyon Kiti, Roche
DyNAmo Flash Probe gPCR Kit (Thermo)

Etanol (%96-100)

TagMan Primer (Thermo)

TagMan Probe (Thermo)

Kapiller (Light Cycler Kapiller 20pul)

EDTA’l1 tiip

2 ml steril ependorf tiipleri

Steril, filtreli 10 pl,100 pl,ve 1000 pl pipet uglar:

Tek kullanimlik pudrasiz nitril eldiven

3.4. Plazmadan DNA izolasyonu
3.4.1. DNA izolasyonu Icin Gerekli Malzemeler

MagNA Pure Compact Roche Otomatik Izolasyon Cihaz
Mikrosantrifiij

Vorteks

Isitict blok

Otomatik pipet seti (1-10 ul,10-100ul ve 100-1000pul)
MagNA Pure Compact Niikleik Asit Izolasyon Kiti
Manuel Izolasyon kiti: Qiagen QIAMP DNA Blood Mini Kit
Etanol (%96-100)

2 ml steril ependorf tiip

Steril, filtreli 10 ul, 100 ul,ve 1000 pl pipet uglar1

Tek kullanimlik pudrasiz nitril eldiven

PCR grade H,0O

3.4.2. Manuel DNA izolasyonu
Qiagen QIAMP DNA Blood Mini Kiti, tireticinin kan ve viicut sivilarindan

DNA eldesi protokoliine gore gerceklestirilip, spin kolon yontemi kullanilmistir.

Maternal plazmadan cell free fetal DNA eldesi amaciyla;

40 pl Qiagen Proteinaz K 2 ml’lik ependorf tiipe konuldu.

Uzerine 400 ul maternal plazma &rnegi eklendi.
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* Plazma 6rneginin lizerine 400 pl AL buffer eklenilerek 15 sn vortekslendi.
«  Ornek 56°Cde 10 dakika inkiibe edildi.
+ Inkiibasyon sonrasi Ornege 400 pl etanol (%96-100) eklendi. 15 sn
vortekslendi.
» Karisim spin kolona tiipin kenarlarmi 1slatmadan aktarildi. 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasi spin kolon 2 ml’lik temiz bir toplama
tiiptine alind.
» Spin kolonun kapagi sarsmadan dikkatlice agildi, tizerine 500 ul AW1 buffer
eklendi. 8000 rpmde 1 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasi spin kolon 2
ml’lik temiz bir toplama tiipiine alindu.
» Spin kolonun kapag: dikkatlice agild1, tizerine 500 ul AW2 buffer eklendi.
14000 rpmde 4 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi spin kolon 2 ml’lik
ependorf tiipe alind1.
+  Spin kolonun kapag1 dikkatlice agildi. Uzerine 50 ul AE buffer eklendi. Oda
sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.
» Sonrasinda 8000 rpmde santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi spin kolan atildi.
3.4.3. Otomatik DNA izolasyonu

Otomatik izolasyon MagNA pure niikleik asit izolasyon kiti ile total niikleik asit
plazma protokolii dogrultusunda yapildi. 400 pl plazma 6rnegi kullanilarak, elution
buffer miktar1 50 pl olarak belirlendi.
3.5. Orneklerin TagMan Real-Time PCR Analizi

Bu calismada Real-Time PCR analizi i¢cin Roche LightCycler 2.0 cihazinda
TagMan sistemini kullanarak RhD geni, SRY geni ve GLO genine ait primer ve prob
kullanilarak gergeklestirildi. SRY geni, GLO geni ve RhD genine 6zgiil ekzon 7 ve

ekzon 10 primer ve prob dizileri Tablo 2’de belirtilmistir.
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Tablo 2. RhD, SRY ve GLO genine ait primer prob dizileri

Gen Primer Prob
RhD 5-CTC CAT CAT GGG CTA CAA-3 5-(FAM) AGC AGC ACA
Elzon 7 5-CCG GCT CCG ACG GTATC-3 ATG TAG ATG ATCTCT

CCA (TAMRA)-3

RhD 5-CCT CTC ACT GTT GCC TGC ATT-3 5-(FAM) TAC GTG AGA
Ekzon 10 5-AGT GCC TGC GCG AAC ATT-3 AAC GCT CAT GACAGC
AAA GTC T (TAMRA)-3
SRY 5-TGG CGA TTA AGT CAA ATT CGC- 3 5-(FAM) AGC AGT AGA

5-CCC CCT AGT ACC CTG ACAATG TATT-3  GCA GTC AGG GAG GCA
GA (TAMRA)-3
GLO 5-GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG-3 5-(FAM) AAG GTG AAC
5-CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG- 3 GTG GAT GAA GTT GGT
GG (TAMRA)-3

3.5.1. TagMan Real-Time PCR Analizi icin Gerekli Malzemeler

* Real-Time PCR (LightCycler 2.0 Roche)

» Vorteks

* Mikrosantrifiij

» Otomatik Pipet Seti(0,2-1 ul,1-10 pl ve10-100ul)(Eppendorf)

» Kapiller tiip, 20 ul (Roche)

« TagMan Primer

« TagMan Prob

«  DyNAmo Flash Probe gPCR Kit (Thermo)

* 0,2’lik steril ependorf tiip

« Steril, filtreli 10 pl,100 pl,ve 1000 pl pipet uglari

» Tek kullanimlik pudrasiz nitril eldiven

* PCR grade H,0
3.5.2. RhD Geni Ekzon 7 Primer ve TagMan Probu

Liyofilize halde ve 0,02 pmol sentez skalasinda ticari olarak sentezlettirilen RhD
geni ekzon 7 forward ve reverse primerleri (Tablo 2), 100 pmol/ul hacimde olacak

sekilde: RhD geni ekzon 7 forward primeri igin 272,6 ul; RhD geni ekzon 7 reverse
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primer i¢in 289, 4 ul steril saf su eklenerek ¢oziildii. 1:10 oraninda ¢alisma soliisyonu
hazirlanarak -20°C’de saklandi.

Liyofilize halde ve 0,02 pmol sentez skalasinda ticari olarak sentezlettirilen RhD
geni ekzon 7 TagMan probu (Tablo 2) ise 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde 49,7
ul steril saf su eklenerek ¢oziildii ve 1:10 oraninda ¢alisma soliisyonu hazirlanarak -
20°C’de saklanda.

RhD geni ekzon 7 i¢in PCR reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde planlandi.
RhD geni ekzon 7 i¢in prob konsantrasyonu 200 nM, forward ve reverse primer
konsantrasyonu 200 nM olarak belirlendi. 5 pl DNA kullanildi. Tablo 3’de miktar ve
konsantrasyonlar1 ayrintili olarak belirtilmistir.

Tablo 3. RhD Geni Ekzon 7 PCR reaksiyon bilegenleri ve konsantrasyonlari

PCR Bilesenleri Miktar Final Konsantrasyonu
Forward Primer 0,4 ul 200 nm
Reverse Primer 0,4 ul 200 nm

Prob 0,4 ul 200 nm
Master Miks 12,5 ul 1X
ROX 0,2 ul 1X
Su 1,1 ul
DNA 5ul

3.5.3. RhD Geni Ekzon 10 Primer ve TagMan Probu

Liyofilize halde ve 0,02 umol sentez skalasinda ticari olarak sentezlettirilen RhD
geni ekzon 10 forward ve reverse primerleri, 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde
RhD geni ekzon 10 forward primeri i¢in 205,3 ul; RhD geni ekzon 10 reverse primer
icin 264 ul PCR grade sterilsaf su eklenerek¢6ziildii.1:10 oraninda ¢aligma soliisyonu
hazirlanarak -20°C’de saklandu.

Liyofilize halde ve 0,02 pmol sentez skalasinda ticari olarak sentezlettirilen RhD
geni ekzon 10 TagMan probu ise 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde 34,5 ul steril
saf su eklenerek ¢oziildii ve 1:10 oraninda ¢alisma soliisyonu hazirlanarak -20°C’de
saklandu.

RhD geni ekzon 10 i¢in PCR reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde planlandi.

RhD geni Ekzon 10 i¢in prob konsantrasyonu 100 nM, forward ve reverse primer
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konsantrasyonu 200 nM kullanildi. 5 pul DNA kullanildi. Tablo 4 de miktar ve
konsantrasyonlar ayrintili olarak belirtilmistir.

Tablo 4. RhD Geni Ekzon 10 PCR reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlar1

PCR Bilesenleri Miktar Final Konsantrasyonu
Forward Primer 0,5ul 250 nm
Reverse Primer 0,5ul 250 nm

Prob 0,2 ul 100 nm
Master Miks 12,5 ul 1X
ROX 0,2 ul 1X
Su 1,1 ul
DNA 5ul

3.5.4. SRY ve GLO Geni Primer ve TagMan Probu

Liyofilize halde ve 0,02 umol sentez skalasinda ticari olarak sentezlettirilen SRY
ve GLO genine ait forward ve reverse primerleri, 100 pmol/ul hacimde olacak
sekilde steril saf su eklenerek hazirlandi. Hazirlanan karisim 1:10 oraninda diliie
edilerek ¢alisma soliisyonu hazirlanarak -20°C’de saklandh.

Liyofilize halde ve 0,02 umol sentez skalasinda ticari olarak sentezlettirilen SRY
ve GLO genine ait TagMan probu ise 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde steril saf
su eklenerek hazirlandi ve 1:10 oraninda ¢alisma soliisyonu hazirlanarak -20°C’de
saklandu.

SRY ve GLO geni i¢in PCR reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde planlandi.
SRY geni prob konsantrasyonu 100 nM, forward ve reverse primer konsantrasyonu
200 nM kullanildi. 5 ul DNA kullanildi. Tablo 5’de miktar ve konsantrasyonlar
ayrmtili olarak belirtilmistir.
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Tablo 5. SRY ve GLO Geni reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlar1

PCR Bilesenleri Miktar Final Konsantrasyonu
Forward Primer 0,4 ul 200 nm
Reverse Primer 0,4 ul 200 nm

Prob 0,2 ul 100 nm
Master Miks 12,5 ul 1X
ROX 0,2 ul 1X
Su 1,3 ul
DNA 5ul

3.6. PCR Protokolii

TagMan PCR protokolii; Rox igeren bir PCR reaksiyonu gerceklestirilmesi
sebebiyle bir preinkiibasyon (UNG) basamagina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebeple
ilk olarak 50°C’de 2 dakika ve tek dongiiden olusan UNG basamagi, sonrasinda
95°C’de 10 dakikalik tek bir dongiiden olusan denatiirasyon basamagi, ardindan
95°’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olmak tizere 50 dongiiden olusan cycling
basamagindan olusmaktadir. Dongili sonunda sonuglar siklus sayisi ile birlikte artan
floresan 1518a gore ¢izilen logaritmik egriye gore degerlendirildi.
3.7. TagMan Real-Time PCR Analizi Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Fetiisiin fetal RhD genotipi su sekilde degerlendirildi: Her bir 6rnek Real Time
PCR yontemi ile 3 tekrarl olarak ¢alisildi. Calisma sonrasinda elde edilen logaritmik
egri Roche LightCycler 2.0 software versiyon 4.1 kullanilarak ‘‘absolute
quantification’’ yontemiyle analiz edildi. Ekzon 7 ve ekzon 10 igin ii¢ tekrarin
ikisinde, iki ekzondan birinin amplifikasyon verdigi sonu¢ Rh (+) olarak
degerlendirildi. 3 tekrar sonrasinda amplifikasyon goriilmeyen orneklerler Rh (-)
olarak degerlendirildi. Calisilan 6rneklerde amplifikasyon 26-36. siklus araliginsa
baslayip, 40°dan sonra baslayan pikler yanlis pozitiflik olarak degerlendirildi.

Alternatif bir analiz yontemi olarak ayni primer-prob ve PCR bilesenleri ve
programi kullanilarak ABI 9700 cihaz1 ile elde edilen PCR firiinleri kapiller
elektroforezde (ABI 3100) 1 saat yiiriitiilerek MLPA programinda analiz edildi.
Ekzon 7, 75’de ve ekzon 10 da 81’de pik verdi. Kapiller elektroforez ile
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degerlendirme RT-PCR ile degerlendirmeye gore ek olarak polimer, formamide ve
size standart maliyeti getirmekle birlikte sonuglar net oldugu icin RT-PCR cihazinin
olmadig1 laboratuvarlar i¢in kullaniglt bir alternatif yontem olarak degerlendirildi. Bu
yontem ayrica RT-PCR calismasinda 40. Siklusta baslayan ve tam olmayan piklerin
dogrulanmasi, yanlis pozitifligin dislanmasi i¢in de kullanighh bir yontem olarak
degerlendirilmistir.

SRY geni icin PCR reaksiyonlar1 3 tekrarli kuruldu. Ug tekrardan ikisinde
amplifikasyon goriilen bireyler SRY (+) erkek fetiis olarak degerlendirildi. Ug tekrar
neticesinde amplifikasyon saptanamayan Ornekler SRY (-) disi fetiis olarak
degerlendirildi.

GLO geni total DNA varligmin kanitlanmast ve PCR reaksiyonun
gerceklestiginin - gosterilmesi amaciyla kullanilmistir.  Amplifikasyon saptanan
reaksiyonlarda total DNA varligi ve PCR reaksiyonun ¢alistig1 kanitlanmistir.

Sekil 2°de Rh (+) ve Sekil 3°de Rh (-) bir RT-PCR sonuglar1 gosterilmektedir.

Amplifioation Curves
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Amplification Curves
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Sekil 3. RhD (-)

3.8. Antikontaminasyon Olciitleri

DNA izolasyonu, PCR reaksiyonu ve amplifikasyon iglemi sirasindaki olasi
kontaminasyonu 6nlemek i¢in: tiim sivilar i¢in aerosol resistant, steril pipetler ve tek
kullanimlik steril, diisiik su tutuslu filtreli pipet uglar1 kullanildi. DNA izolasyonu,
PCR reaksiyonunun hazirlanmas1 ve amplifikasyon islemi ayri1 alanlarda yapildi.

PCR reaksiyonu i¢in hazirlik steril, UV lambal1 PCR kabini i¢inde yapildu.
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4. BULGULAR

Calismamiz kapsaminda cell free fetal DNA’nin maternal kandan izole
edilebilecegi ve RT-PCR araciligiyla fetiise ait RhD genotipinin basariyla analiz
edilecebilecegi gosterildi.

Calismamiza Rh uyusmazligi sebebiyle kadin hastaliklart ve dogum
polikliniginden yonlendirilen 12-40 gebelik haftalar1 arasinda 11 gebe ve dogrudan
basvuran 1 gebe goniillii olarak dahil edildi. Gebelerin anamnezleri alinip, ¢alisma
hakkinda bilgilendirildiler ve onam formunu imzaladilar. Calismaya dahil edilen
gebelerin gebelik haftasi, yas ve kilo parametreleri Tablo 6’da belirtilmistir.

Tablo 6. Calismaya dahil edilen gebelerin gebelik haftasi, yas ve kilo parametreleri

Olgu No Gebelik Haftas1 Yas (Yil) Agirhk (kg)
1 12 29 50
2 16 37 -

3 12 36 64
4 12 25 51
5 13 27 60
6 23 40 -
7 20 20 -
8 12 41 81
9 35 26 87
10 12 - -
11 20 - -
12 40 40 91,4

Baz1 olgulara ait kilo degerleri bulunmamaktadwr. Bunun sebebi gebenin
kilosunu bilmemesidir. Caligmaya katilan gebelerin yaslar1 20-41 (ortalamasi 32,1),
Kilolar1 50-92 (ortalamasi 69,2)’dir. On iKi gebe arasinda, birinci trimesterde 6, ikinci
trimesterde 4 ve ti¢lincii trimesterde 2 gebe bulunmaktadir.

Calismaya katilan gebelerin 6nceki gebelik dykiileri, kan transfiizyonu ya da ilik
nakli ve anti-D profilaksisi ile ilgili bilgileri alindi. Bu bilgiler Tablo 7°de

belirtilmistir.
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Tablo 7. Calismaya dahil edilen gebelerin gebelik dykiisii, kan transfiizyonu, ilik

nakli ve anti-D profilaksisi bilgileri

Olgu No Gebelik Sayisi Kan Anti-D
Transfiizyonu profilaksisi
yada Ilik nakli

G1POAO - -
G6P2A3 - -
G4P1A2 -

G1POAO - -
G1POAO - +
G6P2A3 - +
G1POAO - -
G2P1A0 - -
G2P1A0 - -
G2P1A0 - -

© 00 N o o b W N

N
[ =)

12 G2P0A1 - +

*G: Toplam Gebelik Sayisi P:Yapilan Dogum Sayisi A: Abortus Sayist

Bes numarali olguda normal gebelik ile birlikte eszamanli ektopik
gebelikgerceklesmistir. Ektopik gebeligin tahliye ile sonlandirilmasi sonrasi gebeye
anti-D profilaksisi uygulanmistir.

Alt1 ve 12 numarali olgularda yapilan ICT sonucunun pozitif olmasi sebebiyle
hastaya anti-D profilaksisi uygulanmustir.

iki ve 3 numarali olgularda abortus, gebelik siireci ve gebelik sonrasinda anti-D
profilaksisi uygulanmstir.

Sekiz ve 9 numarali olgularda gebelik ve gebelik sonrasinda anti-D profilaksisi
uygulanmaistir.

Calismaya dahil edilen gebeler ve esleri arasinda higbir olguda akrabalik yoktur.

Alman kan 6rneklerinden plazmanin ayrilmasi sonrasinda buffy coatdan yapilan

DNA izolasyonu ile elde edilen maternal DNA 6rnekleride testin optimizasyonu ve
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gebelerin RhD profillerinin dogrulanmasi amaciyla RT-PCR yontemi ile g¢aligildi.
Elde edilen sonuglar Tablo 8’de belirtilmistir.
Tablo 8. Calismaya dahil edilen gebelerin maternal RhD RT-PCR analizi sonuglari

Olgu No RhD Geni RhD Geni GLO
Ekzon 7 Ekzon 10
1 + + +
2 - - +
3 - - +
4 - - +
5 - - +
6 - - +
7 - - +
8 - - +
9 - - +
10 - - +
11 - - +
12 - - +

GLO geni tiim olgularda plazmadan elde edilen cell free DNA’dan yapilan
caligmalarda ilk PCR reaksiyonundan itibaren net amplifikasyon gostermistir. Bu da
cfDNA varligimi ve PCR reaksiyonlarinin ¢alisir oldugunu kanitlar niteliktedir.

Bir numarali olgunun Rh pozitif olarak saptanmasi hastanin RhD geninde diisiik
ekspresiviteye sahip oldugunu diisiindiirmiistiir. Fakat sonrasinda yapilan goriismeler
sonucunda olgunun kan grubunu yanlis bildigi saptanmistir. Bir numarali olgu Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Polikliniginin degerlendirmesi sonucunda degil, direkt olarak
kendisinin bagvurmasi sonucunda ¢alismaya dahil edilmistir.

Gebelere ait buffy coat DNA 6rneklerinin RT-PCR yontemiyle amplifikasyonu

sonrasi ‘‘absolute quantification’’ ile analiz goriintiileri Sekil 6°da gosterilmistir.
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Sekil 4. Annelerin RhD analizi goriintiisii

Maternal plazmadan cell free DNA izolasyonu ile elde edilen fetal DNA
orneklerinin RT-PCR yontemiyle RhD genine ait ekzon 7, ekzon 10, SRY ve
GLO geninin amplifikasyonu sonrasi ‘‘absolute quantification’’ yontemiyle analiz
edildi. Analiz sonuglar1 Tablo 9’da belirtilmistir.
Tablo 9. CffDNA’dan fetal RhD analizi sonuglar1

Olgu No RhD Geni RhD Geni GLO
Ekzon 7 Ekzon 10
1 + + +
2 + + +
3 - - +
4 - - +
5 + + +
6 - - +
7 + + +
8 - - +
9 - + +
10 - - +
11 - - +
12 + + +

Yapilan fetal RhD analizi sonucunda 6 olgunun Rh (+), 6 olgununda Rh (-)

oldugu saptanmustir.
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Iki ve 6 numarali olgular Rh uyusmazligindan bagimsiz olarak; 2 numarali olgu

ileri anne yasi, 6 numarali olgu ti¢lii tarama testi sonucunda down sendromu riskinin

1/250 saptanmasi ve ileri anne yasi sebebiyle amniyosentez yaptirmislardir. Bu

olgularin amniyosentez sonrasi yapilan QF-PCR analizinden arta kalan DNA

ornekleri kullanilarak RT-PCR aracilig1 ile fetal RhD genotiplemesi yapilmistir. Elde

edilen sonuglar cell free fetal DNA eldesi sonrasi yaptigimiz fetal RhD genotiplemesi

ile %100 oraninda uyum saglamaktadir. 2 numarali olgunun amniyon sivisindan

yapilan fetal RhD genotiplemesinin RT-PCR sonucu Sekil 5°de gosterilmistir.
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Sekil 5. iki numarali olgunun amniyon sivisndan RT-PCR aracilig1 ile fetal RhD

genotiplemi sonucu Rh (+) goriintiisii

Dogum sonrasinda elde edilen RhD geni genotipleri Tablo 10’da belirtilmistir.
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Tablo 10. Dogum sonrast RhD sonuglari

Olgu No Rh Profili Cinsiyeti
1 + 3
2 * *
3 * *
4 * *
5 * *
6 -

7 * *
8 * *
9 + 3
10 * *
11 * *
12 + Q

*Gebelik devam ediyor.
Dokuz numarali olguda bufy coat’dan maternal DNA eldesi sonrasi RT-PCR

yontemiyle RhD genine ait ekzon 7, ekzon 10 bolgelerinin amplifikasyonu sonucu,

annenin RhD profili Rh (-) olarak saptanmustir. Sekil 7°de gosterilmistir.

Amplifioation Curves
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Sekil 6. Dokuz numarali olgunun maternal DNA 6rneginin ekzon 7 ve ekzon 10 real

time PCR Rh (-) goriintiisti
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Dokuz numarali olguda plazmadan izolasyon sonrasi elde edilen cell free DNA

orneginin RT-PCR yontemiyle RhD genine ait ekzon 7 ve ekzon 10 bolgelerinin

amplifikasyonu yapilmistir. Ekzon 10°da amplifikasyon gozlenmistir fakat ekzon

7°de amplifikasyon saptanmamuistir. Sekil 8’de RT-PCR gortintiisii gosterilmistir. 3

tekrar sonuncunda da ayni sonug elde edilmesi sebebiyle fetal RhD genotipi Rh (+)

olarak degerlendirilmistir. Dogum sonrasi bebegin kan gurubu kan merkezinde

serolojik yontemlerle test edilmis ve AB Rh (+) olarak dogrulanmistir.

Amplification Curves
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Sekil 7. Dokuz numarali olgunun maternal plazmadan elde edilen cff DNA 6rneginin

ekzon 7 ve ekzon 10 real time PCR (Rh Poziitif) goriintiisii

Maternal plazmadan cell free DNA izolasyonu ile elde edilen fetal DNA
ornekleri ayrica PCR ve kapiller elektroforez yontemiyle analiz edilmistir. Fetal
RhD ekzon 7 ve ekzon 10 kapiller elektroforez sonuglar1 Sekil 8’de (ekzon 7
pozitif numune), Sekil 9°da (ekzon 10 pozitif numune) ve Sekil 10°da (Rh negatif
numune) gosterilmistir. Kapiller elektroforez sonuglari ile Real time PCR
sonuglar1 (40 tan dnce baglayan pikler) %100 uyum gostermistir. Real time PCR
da 40 tan sonra baslayan siipheli pikleri olan olgularda kapiller elektroforezde

negatif sonug alimmastir.
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5. TARTISMA

Esler arasinda Rh uygunsuzlugu ve buna bagl fetal kayip yada yenidoganin
hemolitik hastaligi 6nemli bir obstetrik/pediatrik saglik sorunudur. Kafkas wkinin
%15’inin Rh negatif ve bu wrktaki gebeliklerin %9’unun ise Rh uyumsuzlugu oldugu
bildirilmektedir. Yenidoganin hemolitik hastaligi erken tani konup hizli tedavi
edilmezse siddetli yenidogan sariligina, prelingual siddetli sagirlik ve buna bagl
konusamamaya, serebral felg ve mental retardasyona sebep olabilmektedir (Daniels,
2002). Kafkas ki disindaki populasyonlarda Rh negatifligin daha yiiksek oranda
oldugu ve komplikasyonlarmin ciddiligi de gz oniine almirsa Rh uyumsuzlugu ve
buna bagli yenidoganin hemolitik hastaligmin tiim Diinya’da 6nemli bir saglk
sorunu oldugu aciktir.

Rh (-) gebelerin gebelik sirasindaki uygun takipleri, gerekli oldugunda Anti-D
uygulanmasi fetal kayiplarm ve yeni doganm hemolitik hastaliginin énlenmesinde
biiyiik 6nem arzetmektedir (Cetinkaya ve ark., 2010). Bu takipte fetal Rh genotipinin
dogru saptanmasi biiyiilk onem arzetmektedir. Bu amagla cesitli prenatal tani
yontemleri kullanilmakta olup hem invaziv olmayan hem de yiiksek sensitivite ve
spesiviteye sahip yontemlerin gelistirilmesine ¢alisilmaktadir.

Lo ve arkadaslarmin (1998) yilinda cell free DNA’y1 kesfetmesi hem Tibbi
Genetikte hem de Obstetride yeni bir donemi baglatmistir. Uzun yillar anne kanindan
fetal hiicrelerin izolasyonu ve bunlardan fetal genotipleme yoniinde siiren ancak ¢ok
basarili olamayan caligmalarin yerini anne plazmasindan cell free fetal DNA nin
analizine dayanan fetal genotipleme ¢alismalar1 almistir. Maternal plazmadaki cell
free DNA nin biiyiik kism1 maternal kokenli olmakla birlikte; gebelik haftasina gore
ve cesitli faktorlerle degismek tizere genellikle %3-6’s1, baz1 durumlarda %20°’si fetal
kaynaklidir (Chinnapapagari, 2005). Bu durum maternal plazmadan elde edilen cell
free DNA nin gerek fetal andploidilerin tespitinde, gerekse annenin negatif oldugu
genotipler i¢in fetiisiin pozitif olup olmadiginin tespitinde kullanilmasina olanak
saglamaktadir (Lo ve ark. 1993, Zhang ve ark. 2000, Bartha ve ark 2003, Hahn ve
Zimmermann, 2010).

Maternal plazma cffDNA analizinde en c¢ok uygulama alani bulan fetal
genotiplemeler RhD genotiplemesi, X’e baghh hastaliklar agisindan SRY

genotiplemesi, beta talasemi ve kistik fibroz gibi tek gen hastaliklarinda fetiisiin
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annede olmayip babada olan mutasyonlar1 tasiyip tasimadigmin tespitidir (Chiu ve
ark. 2002, Gonza’lez-Gonza'lez ve ark. 2002, Ding ve ark. 2004, Li ve ark. 2005,
Norbury ve Norbury 2008). Bu yolla miimkiin oldugunca prenatal tanida noninvaziv
yontemlere yonelinmekte, ancak bu sekilde tani konamayan durumlarda (6rnegin
anne ve babanin ayni mutasyonu tasidigi durumlarda) invaziv yontemlerin
kullanilmasi yoluna gidilmektedir.

Lo ve arkadaglarin (1998) cell- free DNA’1 kesfetmesiyle birlike cell free DNA
ve maternal kandan fetal DNA eldesine yonelik bircok yontem literatiirde
bulunmaktadir. Literatiirde belirtilen yOontemler arasinda farkliliklar ve
modifikasyonlar mevcuttur. Bu farkliliklardan biri olarak kan alimida kullanilan
tiiplerden soz edilebilir. Plazmanm kolay ayrilmasmi saglamak amaciyla kullanilan
ve igerisinde jel bulunan tiipler ile sadece EDTA igeren tiiplerin karsilastirildigi,
Brojer ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda bu iki tiip arasinda fetal DNA
miktar1 acisindan bir farklilik saptamadiklarmi bildirmislerdir. Biz ¢alismamizda
aralarinda bir fark bulunmadiginin bildirilmesi ve bir¢ok calismada kullanilmasi
sebebiyle EDTA igeren tiipleri tercih ettik (Macher ve ark. 2011, Hromadnikova ve
ark. 2005a, 2005b).

Cell free fetal DNA eldesi i¢in almman kan {irtinleri santrifiijlenerek plazmalari
ayrilmaktadir. Literatiirde buna yonelik de farkliliklar gozlenmektedir. Bazi
arastirmacilar plazmayr aymrmada iki basamakli hizi artan bir santrifiij islemi
uygularken, bazilar1 da tek basamakta plazmay1 ayirip ¢alisilacag: siireye kadar -
20°Cde yada -80°C’de dondurup, ¢alisma zamani geldiginde plazma ¢oziildiikten
sonra bir santrifiij islemi daha uygulayip sonrasinda silipernatanti izolasyon i¢in
kullanmaktadir (Giinel ve ark. 2010, Legler ve ark. 2007).

Biz caliyjmamizin optimizasyon asamasinda hem artan hizlarda ardarda iki
basamakli santrifiij islemi hem de ¢6zlinme sonrasi 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij
islemi uygulayarak sonuglar1 karsilastirdik. Yapmis oldugumuz o6n ¢alismalar
sonucunda bu iki farkli santrifiij isleminin karsilastirilmasit sonucunda anlamli bir
farklilik saptanmamistir. Bu sebeple calismamizda 2500 rpm’de 10 dk santrifiij
sonrasi siipernatantin yeni bir tiipe aktarilarak 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmesi
sonrast ara stoklara ayrilarak -20°C’de saklanmus ve ¢ozdiiriildiikten sonra tekrar

santrifiij islemi uygulanmadan DNA izolasyonu iglemlerine ge¢ilmistir.
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Plazmadan fetal DNA ve cell-free DNA eldesine yonelik bir¢ok kit literatiirde
belirtilmistir. Bunlardan manuel izolasyon yontemi i¢cin QlAamp DNA Blood Mini
Kit (Zhou ve ark, 2005), QIAamp DSP virus kit (Miiller ve ark., 2011) ve otomatik
izolasyon yontemi i¢in MagnaPure Compact Nucleic Acid Isolation Kit | 6ne ¢ikan
izolasyon kitleridir (Macher ve ark. 2011, Hromadnikova ve ark. 2005a).

Biz calismamizda hem manuel hem otomatik olarak ¢esitli izolasyon kitleri
kullanarak bunlardan elde ettigimiz DNA Ornekleri ile RT-PCR islemi
gerceklestirdik. RT-PCR islemi sonrasi elde ettigimiz sonuglarm verimliligini
karsilagtirarak aralarin bir fark olup olmadigini gézlemledik.

Bu amagla manuel izolasyon yontemleri icin QlAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Germany), Roche manuel izolasyon Kkiti, viral izolasyon kiti (RTA,
Tiirkiye), otomatik izolasyon yontemi icin MagnaPure Compact Nucleic Acid
Isolation Kit I kullanilmistir. Her bir izolasyon yontemi i¢in 400 pl plazma kullanilip
diliisyon icin 50 pl elution buffer eklenmistir.

Bu karsilastirma sonucunda RT-PCR basaris1 agisindan QIAamp DNA Blood
Mini Kiti ve otomatik izolasyon kiti MagnaPure Compact Nucleic Acid Isolation Kit
I ile elde edilen DNA o6rneklerinin digerlerine oranla daha giivenilir sonu¢ verdigi
saptanmistir.

Biz ¢alismamizda hem QIAamp DNA Blood Mini Kiti hem de MagnaPure
Compact Nucleic Acid Isolation Kit I kullandik. Her gebe i¢in iki izolasyon
yontemiylede DNA elde edilip {i¢ tekrarli olarak RT-PCR islemi gergeklestirilmistir.
Bunun sonucunda fetal RhD genotipine karar verilmistir

Ayrica literatiirde kitlerin yani sira farkli miktarlarda plazma 6rnegi kullanilarak
izolasyon metodlar1 modifiye edilmistir (Wang ve ark.2009, Hromadnikova ve ark.
2005c¢, Finning ve ark. 2004).

Biz 6n ¢alismamizda farkli miktarlarda (200 pl, 400 pl ve 800 pl) plazma
ornekleri ile QIAamp DNA Blood Mini Kiti kullanarak DNA izolasyonu yaptik.
DNA izolasyonu sonrasi elde edilen DNA 6rnekleri RT-PCR iglemine tabi tutuldu.
Elde edilen sonuglar neticesinde aralarinda biiyiik bir farklilik saptanmamigtir.
[zolasyon isleminin kolaylastiriimasi ve olasi kontaminasyonu &nlemek amaciyla

400 pl plazma 6rnegi kullanimina karar verilmistir.
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Maternal plazmadan elde edilen cell free fetal DNA’ dan fetal Rh genotiplemesi
yaptigimiz 12 gebeden 4 tanesinin sonug¢lari dogum sonrasi bebegin kan gurubunun
tespiti ile, 1 tanesinin sonucu amniyon sivisindan elde edilen DNA ile fetal RhD
genotiplemesi yapilarak, 1 tanesinin sonucu da hem amniyon sivisindan elde edilen
DNA ile fetal RhD genotiplemesi yapilarak hem de dogum sonrasi bebegin kan
gurubunun tespiti ile kontrol edilmistir. Dogum ve amniyosentez sonrasi sonuglar
maternal kandan yaptigimiz fetal DNA analizi ile %100 uyumlu bulunmustur.

Gerek calisilan gerekse sonucu dogrulanabilen olgu sayimiz oldukga az olmakla
birlikte dogum sonrasi test edilenlerin tiimiinde sonuglarimizin dogrulanmasi bu
yontemle yapilan analizin yiliksek sensitivite ve spesifitede olduguna isaret
etmektedir.

Calismaya katilitkken Rh (-) oldugunu bildiren 1 numarali gebeden hem
plazmadan hem de buffy coat’ tan yaptigimiz analizde ekzon 7 ve ekzon 10 pozitif
bulunmustur. Bu durum RhD ekspresivitesinde diisiikliige bagli olabilecegi gibi daha
once yapilan testin hatali olmasina da bagl olabilir. RhD ekspresivitesinde diisiikliik
(Levine ve ark., 1984) Kafkas irkinda %0,3 olarak bildirilmekle birlikte {ilkemizde
bu konuda yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir. RhD ekspresivitesinde diistikliigiin
ozellikle Afrika populasyonlarinda anlamli olarak yiiksek sikliklarda oldugu, bu
durum ekzonik delesyonlara bagli olabildiginden genotiplemede intronik bolgelerin
de analiz edilmesi Onerilmektedir. Olgumuzda maternal kan gurubunun serolojik
olarak analizi tekrarlandiginda gebenin aslinda Rh (+) oldugu anlagilmistir. Bu
durum Rh kan gurubu tespitinde RT-PCR yOntemi ile genotiplemenin basarili ve
giivenilir bir yontem olduguna isaret etmektedir. Optimizasyon sonrasi toplam analiz
maliyeti numune basima yaklasik 10 lira oldugundan RT-PCR ayni1 zamanda ucuz bir
yontem olarak da kabul edilebilir (Miller ve ark., 2011). Ayrica bu olgudan
edindigimiz tecriibe, gelecekte maternal plazmadan fetal Rh genotiplemesi
diagnostik olarak c¢alisilirken mutlaka anne genotipinin de buffy coat’dan DNA
izolasyonu yapilarak dogrulanmasi gerekecegini diistindiirmektedir.

Dokuz numarali olguda maternal plazmadan RhD genotiplemesi sirasinda
sadece ekzon 10 pozitif sonug vermis, ekzon 7 ise negatif sonu¢ vermistir. Buffy coat
calismasi annenin hem ekzon 7 hem de ekzon 10 igin negatif oldugunu

gosterdiginden bu sonucun Rh (+) fetal genotipi gosterdigi diigiiniilmiis ve dogum
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sonrasi serolojik analizle de bebegin Rh (+) oldugu dogrulanmustir. Bu durum
bebekte ve babasinda ekzon 7 delesyonuna bagli olabilecegi gibi ekzon 7’nin RT-
PCR reaksiyonun sensitivitesinin ekzon 10’a gore daha diisiikk olmasina bagli olabilir.
Genotipik dogrulama i¢in baba ve bebek numune vermek iizere davet edildi ancak
numune vermediler. Analiz sonuglar1 yorumlanirken sadece ekzon 7 analizi ile Rh (-)
sonug alinacak olursa yanlis negatiflik olasilig1 goz 6niinde bulundurulmalidir.
Calisilan orneklerde Real Time PCR ile ekzon 7 ve ekzon 10 igin
amplifikasyonu gosteren pikler genellikle 26.-36. sikluslarda bagladi, 40’dan sonra
baslayan pikler yanhis pozitif olarak degerlendirildi. Tereddiit yaratabilen bu
durumun netlestirilebilmesi i¢in alternatif bir analiz yontemi olarak ayni primer-prob,
PCR bilesenleri ve PCR protokolii kullanilarak ABI 9700 cihaz: ile elde edilen PCR
iirtinleri kapiller elektroforezde (ABI 3100) 1 saat yiiriitiilerek MLPA programinda
analiz edildi. MLPA programmim secilme nedeni fragman analizine dayaniyor
Olmasiydi. Ekzon 7 PCR iiriinii 75’de ve ekzon 10 PCR iiriinii de 81°de pik verdi.
Kimura ve ark. (2008) RhD genotiplemesinde kapiller elektroforez ydnteminin
giivenilir bir yontem oldugunu belirtmislerdir. Onlarin analizinde ekzon 10, 72’de
pik vermistir ancak kullandiklar1 primerler ve PCR kosullar1 ile kapiller elektroforez
cihazinin modeli bizimkinden farklidir, bu durum analiz sirasinda go6zoniine
alinmalidir. Bizim ¢alismamizda RT-PCR’da 40’dan sonra baslayan siipheli piklerin
higbiri kapiller elektroforezde pik vermedi. Kapiller elektroforez ile degerlendirme
RT-PCR ile degerlendirmeye gore ek olarak polimer, formamide ve size standart
maliyeti getirmekle birlikte sonuglar net oldugu i¢in RT-PCR cihazinin olmadigi
laboratuvarlar i¢in kullanish bir alternatif yontem olarak degerlendirildi. Bu yontem
ayrica RT-PCR c¢alismasinda 40. siklusta baglayan ve tam olmayan piklerin
dogrulanmasi, yanlis pozitifligin dislanmasi i¢in de kullanigh bir yontem olarak

degerlendirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu calismada laboratuvarimizda maternal kandan cell free fetal
DNA elde edilebilmis ve fetal RhD genotipi girisimsel bir yontem olmaksizin
basariyla saptanabilmistir. Avrupada bircok iilkede rutin bir uygulama olan, Rh (-)
gebelerde maternal plazmadan fetal RhD genotiplemesi (Bianci ve ark. 2005, Lo
2006, Van der Schoot ve ark. 2006, Finning ve ark. 2008, Miiller ve ark. 2008,
Daniels ve ark 2009, Miiller ve ark. 2011) iilkemizde de yapilabilir. Bu sayede eger
fetis Rh (-) ise 28. haftada gereksiz yere anneye Anti-D immunglobulin
uygulanmasmin maliyetinin, stresinin ve olas1 komplikasyonlarmin 6niine gecilebilir
(Zhou ve ark. 2005). Anti-D immunglobulinin temininde donemsel giigliikler de
gbzoniine alindiginda, 6zellikle boyle donemlerde temin edilebilen az sayidaki Anti-
D IgG’nin sadece fetiisiin Rh (+) oldugu gercek endikasyonlu gebelere uygulanmasi
da uygun bir prosediir olacaktir.

Maternal plazmadan fetal RhD genotiplemesi diagnostik olarak ¢alisilirken anne
genotipinin de buffy coat’dan DNA izolasyonu yapilarak dogrulanmasi; fetal RhD
hakkinda yorum yapmadan Once anne kan gurubunun Rh (-) oldugundan emin
olunmasi gerekir.

RhD genotiplemesi en az 2 ekzondan yapilmali, sadece ekzon 10 ¢alisilmasi
sensitiviteyi diisiirebileceginden Kafkas popiilasyonu i¢in hem ekzon 7, hem de
ekzon 10 analizi yapilmalidir.

Calismamizda RhD genotiplemesinde hi¢ “run to run” farki saptanmamistir.
Ozellikle Rh (+) sonuglara tek bir PCR reaksiyonu sonras1 karar verilebilir, Rh (-)

sonuglarda tekrar ¢aligilarak dogrulanmasi uygun olacaktir.

36



7. KAYNAKLAR

Akolekar R, Finning K, Kuppusamy R, Daniels G, Nicolaides KH. Fetal RhD genotyping in maternal
plasma at 11-13 weeks of gestation. Fetal Diagn Ther. 2011; 29:301-306

Amicucci P, Gennarelli M, Novelli G, Dallapiccola B. Prenatal diagnosis of myotonic dystrophy using fetal
DNA obtained from maternal plasma. Clin Chem. 2000 Feb; 46(2):301-2.

Aykut A. Maternal plazmadan fetal DNA analizi ile fetal RhD’nin saptanmast. 2010, Ege Universitesi,
Cocuk Saghg1 ve Hastaliklar1 Genetik ve Teratoloji Bilim Dali, Doktora Tezi, 115 sayfa, izmir, (Dog.
Dr.Ozgiir Cogulu)

Bartha JL, Finning K, Soothill P.W. Fetal sex determination from maternal blood at 6 weeks of gestation
when at risk for 21-hydroxylase deficiency. Obstet Gynecol. 2003; 101:1135-6.

Bianchi D, Avent N, Costa J, van der SchootC. Noninvasive prenatal diagnosis of fetal rhesus D: Ready for
prime(r) time. Obstet Gynecol. 2005; 106:841-844.

Bischoff FZ, Lewis DE, Simpson JL. Cell-free fetal DNA in maternal blood: Kinetics, source and structure.
Hum ReprodUpdate 2005; 11(1):59-67.

Brojer E, Z'upanska B, Guz K, Orzifiska A, Kalifiska A. Noninvasive determination of fetal RHD status by
examination of cell-free DNA in maternal plasma. Transfusion 2005; 45:1473-1480.

Chan KC, Zhang J, Hui AB, Wong N, Lau TK, Leung TN, Lo KW, Huang DW, Lo YM. Size distributions
of maternal nd fetal DNA in maternal plasma. Clin Chem. 2004 Jan; 50(1):88-92.

Chen K, Zhang H, Zhang LN, Ju SQ, Qi J, Huang DF, Li F, Wei Q, Zhang J. Value of circulating cell-
free DNA in diagnosis of hepatocellular carcinoma. World J Gastroenterol. 2013 May 28;
19(20):3143-9.

Chinnapapagari SK, Holzgreve W, Lapaire O, Zimmermann B, Hahn S. Treatment of maternal blood
samples with formaldehyde does not alter the proportion of circulatory fetal nucleic acids (DNA and
MRNA) in maternal plasma. Clinical Chemistry. 2005; (51)3:652-655.

Chiu RW, Lau TK, Leung TN, Chow KC, Chui DH, Lo YM. Prenatalexclusion of beta thalassaemia major
by examination of maternal plasma. Lancet. 2002 Sep 28; 360 (9338) :998-1000.

Clayton EM Jr., Feldhaus WD, Whitacre F.E. Fetal erythrocytes in the maternal circulation of pregnant
women. Obstet Gynecol. 1964; 23:915-9.

Cunningham FG, Gant NF, Leveno KJ, Gilstrap LC, Hauth JC, Wenstrom KD. Diseases and injuries of the
fetus and newborn. Williams Obstetrics.2001; (21) New York: McGraw-Hill Company.

Cetinkaya M, Ozkan H, Kéksal N, Akkus H, Kimya Y. Rh hemolitik hastaliginda intrauterin transfiizyonun
neonatal sonuglara etkisi. Giincel Pediatri Dergisi.2010; 8:1-6.

Daniels G, Finning K, Martin P, Massey E. Noninvasive prenatal diagnosis of fetal blood group
phenotypes: Current practice and future prospects. Prenat Diagn. 2009; 29:101-107.

Daniels G, Finning K, Martin P, Summers J. Fetal blood group genotyping: Present and future. Ann N'Y
Acad Sci. 2006 Sep;1075:88-95.

37


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Akolekar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21212654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Finning%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21212654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuppusamy%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21212654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Daniels%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21212654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nicolaides%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21212654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chan%20KC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hui%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wong%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lau%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leung%20TN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lo%20KW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lo%20YM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14709639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20LN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ju%20SQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qi%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wei%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23716996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chinnapapagari%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holzgreve%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lapaire%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zimmermann%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hahn%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738521

De Almeida JM, Rosado L. Rh blood group of grandmother and incidence of erythroblastosis. Archives of
Disease in Childhood. 1972; 47:609-6012.

Dilek I, Demir C, Bay A, Akdeniz H, Oner A.F. ABO and Rh blood groups frequency in men and women
living in eastern Turkey. International Journal of Hematology and Oncology. 2006; (1)16:23-26.

Ding C, Chiu RW, Lau TK, Leung TN, Chan LC, Chan AY, Charoenkwan P, Ng IS, Law HY, Ma ES, Xu
X, Wanapirak C, Sanguansermsri T, Liao C, Ai MA, Chui DH, Cantor CR, Lo YM. MS analysis of
single-nucleotide differences in circulating nucleic acids: Application to noninvasive prenatal
diagnosis. Proc Natl Acad Sci USA 2004 Jul 20; 101(29):10762-7.

Douglas GW, Thomas L, Carr M, Cullen NM, Morris R. Trophoblast in the circulating blood during
pregnancy. Am J Obstet Gynecol. 1959; 78:960-73.

Finning K, Martin P, Summers J, Massey E, Poole G, Daniels G. Effect of high throughput RHD typing of
fetal DNA in maternal plasma on use of anti-RhD immunoglobulin in RhD negative pregnant women:
Prospective feasibility study. BMJ. 2008; 336:816-818.

Finning K, Martin P, Daniels G. A clinical service in the UK to predict fetal Rh (Rhesus) D blood group
using free fetal DNA in maternal plasma. Ann NY Acad Sci. 2004 Jun; 1022:119-23.

Geoff Daniels. Human Blood Grups. 2™ ed. Blackwell Science. 2002.

Gonza'lez-Gonza’'lez MC, Trujillo MJ, Rodri'guez de Alba M, Ramos C. Early Huntington disease
prenatal diagnosis by maternal semiquantitative fluorescent-PCR. Neurology. 2003 Apr 8;
60(7):1214-5.

Gonzalez-Gonzalez MC, Garcia-Hoyos M, Trujillo MJ, Rodriguez de Alba M, Lorda-Sanchez I, Diaz-
Recasens J, Gallardo E, Ayuso C, Ramos C. Prenataldetection of a cystic fibrosis mutation in fetal
DNA from maternal plasma. Prenat Diagn. 2002 Oct; 22(10):946-8.

Gonzalez-Gonzalez MC, Trujillo MJ, Rodriguez de Alba M, Garcia-Hoyos M, Lorda-Sanchez I, Diaz-
Recasens J, Ayuso C, Ramos C. Huntington disease-unaffected fetus diagnosed from maternal plasma
using QF-PCR. Prenat Diagn. 2003 Mar; 23(3):232-4.

Grootkerk-Tax MG, Soussan AA, de Haas M, Maaskant-van Wijk PA, van der Schoot CE. Evaluation of
prenatal RHD typing strategies on cell-free fetal DNA from maternal plasma. Transfusion. 2006;
46:2142-2148.

Grosset L, Barrelet V, Odartchenko N. Antenatal fetal sex determination from maternal blood during early
pregnancy. Am J Obstet Gynecol. 1974; 120(1):60-3.

Giinel T, Kalelioglu I, Ermis H, Aydinli K. Detection of fetal RhD gene from maternal blood. J Turkish-
German Gynecol Assoc.2010; 11:82-5.

Hromadnikova 1. Zejskova L, Doucha J, and Codl D. Quantification of fetal and total circulatory DNA in
maternal plasma samples before and after size fractionation by agarose gel electrophoresi. DNA and
cell biology. 2006; (25)11:635-640.

Hromadnikova |, Vechetova L, Vesela K, Benesova B, Doucha J, Kulovany E,VIlk R. Non-
invasive fetal RHD exon 7 and exon 10 genotyping using real-time PCR testin gof fetal DNA
inmaternal plasma. Fetal Diagn Ther. 2005 Jul-Aug; 20(4):275-80.

38


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Almeida%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4114781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosado%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4114781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leung%20TN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chan%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chan%20AY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Charoenkwan%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ng%20IS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Law%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ma%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wanapirak%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sanguansermsri%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liao%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ai%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chui%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cantor%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lo%20YM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Finning%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15251949
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15251949
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Daniels%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15251949
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+Clinical+service+in+the+UK+to+predict+fetal+Rh
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonz%C3%A1lez-Gonz%C3%A1lez%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12378583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garc%C3%ADa-Hoyos%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12378583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trujillo%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12378583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodr%C3%ADguez%20de%20Alba%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12378583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lorda-S%C3%A1nchez%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12378583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%ADaz-Recasens%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12378583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%ADaz-Recasens%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12378583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gallardo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12378583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ayuso%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12378583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramos%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12378583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonz%C3%A1lez-Gonz%C3%A1lez%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12627425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trujillo%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12627425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodr%C3%ADguez%20de%20Alba%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12627425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garc%C3%ADa-Hoyos%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12627425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lorda-S%C3%A1nchez%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12627425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%ADaz-Recasens%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12627425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%ADaz-Recasens%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12627425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ayuso%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12627425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramos%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12627425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grootkerk-Tax%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17176327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soussan%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17176327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Haas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17176327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maaskant-van%20Wijk%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17176327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20der%20Schoot%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17176327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hromadnikova%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15980640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vechetova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15980640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vesela%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15980640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benesova%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15980640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Doucha%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15980640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kulovany%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15980640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vlk%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15980640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15980640

Hromadnikova |, Vesela K, Benesova B, Nekovarova K, Duskova D, VIk R, Spalova I, Gerychova
R, Hakenova A, Rosenbaumova Z, Vlasin P, Vlachova A, Palasek V, Roznakova E, Calda P.
Noninvasive fetal RHD and RHCE genotyping from maternal plasma in alloimmunized pregnancies.
Prenat Diagn. 2005 Dec; 25(12):1079-83.

Hyett JA, Gardener G, Stojilkovic-Mikic T, Finning KM, Martin PG, Rodeck CH, Chitty LS. Reduction in
diagnostic and therapeutic interventions by non-invasive determination of fetal sex in early pregnancy.
Prenat Diagn. 2005;25: 1111-6.

Izetbegovic S. Occurrence of ABO And RhD Incompatibility with Rh negative mothers. Mater sociomed.
2013 Dec; 25(4):255-258.

Jean-Marc Minon, Christiane Gerard, Jean-Marc Senterre, Jean-Pierre Schaaps, and Jean-Michel Foidart.
Routine fetal RHD genotyping with maternal plasma: a four-year experience in Belgium.
Transfusion.2008; 48:373-381.

Kenneth J, Moise Jr. Management of Rhesus alloimmunization in pregnancy. Obstet Gynecol 2002;
100:600-11.

Kivanglh 1. 24-28.gebelik haftalarinda doppler akim degisiklikleri ile maternal kanda fetal DNA degerleri
arasindaki iliski. 2012, Ankara Tip Fakiiltesi, Tipta Uzmanlk Tezi, 48 sayfa, Ankara, (Prof. Dr. Acar
Kog)

Kimura M, Sato C, Hara M, Ishihara O, Ikebuchi K. Noninvasive fetal RHD genotyping by maternal
plasma with capillary electrophoresis. Transfusion. 2008 Jun; 48(6):1156-63.

Korabecna M, Ulcova-Gallova Z, Horinek A, Pazourkova E, Calda P. Quantification of circulating fetal
DNA as a tool for potential monitoring of pregnant patients with antiphospholipid antibodies.
Autoimmunity .2014; May15:1-5.

Laczmanska 1 ve Stembalska A. Non-invasive fetal trisomy (NIFTY) test in prenatal diagnosis. Ginekol
Pol. 2014 Apr; 85(4):300-3.

Lapaire O, Holzgreve W, Oosterwijk JC, Brinkhaus R, and Bianchi D.W. Georg Schmorl on trophoblasts in
the maternal circulation. Placenta. 2007; 28(1):1-5.

Legler TJ, Liu Z, Mavrou A, Finning K, Hromadnikova I, Galbiati S, Meaney C, Hultén MA, Crea
F, Olsson ML, Maddocks DG, Huang D, Fisher SA, Sprenger-Haussels M, Soussan AA, van der
Schoot CE. Workshop reporton the extraction of fetal DNA from maternal plasma. Prenat
Diagn. 2007 Sep; 27(9):824-9.

Levine P, Katzin E. M, Burnham L. Isoimmunization in pregnancy: Its possible bearing on the etiology of
erythroblastosis foetalis. JAMA. 1984; 116:825-827.

Li M, Then WL, Li L, Shen W. Can the quantity of cell-free fetal DNA predict preeclampsia: a systematic
review. Prenat Diagn. 2014; May:22. doi:10.1002/pd.4416.

Li Y, Di Naro E, Vitucci A, Zimmermann B, Holzgreve W, Hahn S. Detection of paternally inherited fetal
point mutations forbeta-thalassemia using size-fractionated cell-free DNA in maternal plasma. JAMA.
2005 Feb 16; 293(7):843-9.

39


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hromadnikova%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vesela%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benesova%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nekovarova%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duskova%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vlk%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spalova%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gerychova%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gerychova%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gerychova%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hakenova%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosenbaumova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vlasin%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vlachova%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Palasek%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roznakova%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calda%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16231295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hyett%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gardener%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stojilkovic-Mikic%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Finning%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodeck%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chitty%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16231296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kimura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18422850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sato%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18422850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hara%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18422850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ishihara%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18422850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ikebuchi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18422850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18422850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Korabecna%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24829103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ulcova-Gallova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24829103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horinek%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24829103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pazourkov%C3%A1%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24829103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calda%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24829103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24829103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%C5%81aczma%C5%84ska%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stembalska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24834709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24834709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24834709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24834709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Legler%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mavrou%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Finning%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hromadnikova%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Galbiati%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meaney%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hult%C3%A9n%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crea%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crea%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crea%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Olsson%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maddocks%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fisher%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sprenger-Haussels%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soussan%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20der%20Schoot%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20der%20Schoot%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17604339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Workshop+report+on+the+extraction+of+foetal+DNA+from+maternal+plasma
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Workshop+report+on+the+extraction+of+foetal+DNA+from+maternal+plasma
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Workshop+report+on+the+extraction+of+foetal+DNA+from+maternal+plasma
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Then%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shen%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24287631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24852111

Li Y, Holzgreve W, Page-Christiaens GC, Gille JJ, Hahn S. Improved prenatal detection of a fetal point
mutation for achondroplasia by the use of size-fractionated circulatory DNA in maternal plasma-case
report. Prenat Diagn. 2004; 24:896-8.

Li Y, Zimmermann B, Rusterholz C, Kang A, Holzgreve W,Hahn S. Size separation of circulatory DNA in
maternal plasma permits ready detection of fetal DNA polymorphisms. Clin Chem. 2004 Jun;
50(6):1002-11.

Lo Y. Recent developments in fetal nucleic acids in maternal plasma: implications to noninvasive prenatal
fetal blood group genotyping. Transfus Clin Biol. 2006; 13:50-52.

Lo YM, Tein MS, Lau TK, Haines CJ, Leung TN, Poon PM, Wainscoat JS, Johnson PJ, Chang AM, Hjelm
NM. Quantitative analysis of fetal DNA in maternal plasma and serum: Implications for noninvasive
prenatal diagnosis. Am J Hum Genet. 1998; 62:768-75.

Lo YM1, Corbetta N, Chamberlain PF, Rai V, Sargent IL, Redman CW, Wainscoat JS. Presence of fetal
DNA in maternal plasma and serum. Lancet. 1997; 350:485-7.

Lo YML1, Hjelm NM, Fidler C, Sargent IL, Murphy MF, Chamberlain PF, Poon PM, Redman
CW, Wainscoat JS. Prenatal diagnosis of fetal RhD status by molecular analysis of maternal plasma.
N Engl J Med. 1998; 339:1734-1738.

Lo, YM, Bowell PJ, Selinger M, Mackenzie 1Z, Chamberlain P, Gillmer MD, Littlewood TJ, Fleming, K.A,
and Wainscoat J.S. Prenatal determination of fetal RhD status by analysis of peripheral blood of
rhesus negative mothers. Lancet. 1993; 341(8853):1147-8.

Lo, YM, Zhang J, Leung TN, Lau TK, Chang A.M, and Hjelm NM. Rapid clearance of fetal DNA from
maternal plasma. Am J Hum Genet. 1999; 64(1):218-24.

Lo, YM. Fetal DNA in maternal plasma: biology and diagnostic applications, Clin Chem. 2000;
46(12):1903-6.

Macher HC, Noguerol P, Medrano-Campillo P, Garrido-Marquez MR, Rubio-Calvo A, Carmona-
GonzalezM, Martin-Sanchez J, Pérez-Simon JA, Guerrero J.M. Standardization noninvasive fetal
RHD and SRY determination into clinical routine using a new multiplex RT-PCR assay for fetal cell
free fetal DNA in pregnant women plasma: Results in clinical benefits and cost saving. Clinica
Chimica Acta. 2011; 413(2012):490-494.

Meng M, Huo R, Han MY, Chi FL, Dai P, He L, Qin SY, Duan T. Detection of common deafness mutation
by maternal plasma cell-free DNA. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2014 May; 18(10):1544-8.

Moise KJ. Jr., Argoti PS. Management of rhesus alloimmunization in pregnancy. Obstet Gynecol. 2008;
112(1):164-76.

Miiller S, Bartels I, Stein W, Emons G, Gutensohn K ve Legler T.J. Cell-free fetal DNA in specimen from
pregnant women is stable up to 5 days. Prenat Diagn 2011; 31:1300-1304.

Miiller SP1, Bartels I, Stein W, Emons G, Gutensohn K, Kohler M, Legler TJ. The determination of the
fetal D status from maternal plasma for decision making on Rh prophylaxis is feasible. Transfusion.
2008; 48:533-537.

Norbury G, Norbury C.J. Non-invasive prenatal diagnosis of single gene disorders: How close are we?
Seminars in Fetal & Neonatal Medicine. 2008; 13:76-83

40


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lo%20YM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tein%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lau%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haines%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leung%20TN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poon%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wainscoat%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Johnson%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chang%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hjelm%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hjelm%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hjelm%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lo%20YM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9274585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Corbetta%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9274585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chamberlain%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9274585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rai%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9274585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sargent%20IL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9274585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Redman%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9274585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wainscoat%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9274585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lo%20YM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hjelm%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fidler%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sargent%20IL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murphy%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chamberlain%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poon%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Redman%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Redman%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Redman%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wainscoat%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9845707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Macher%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Noguerol%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Medrano-Campillo%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garrido-M%C3%A1rquez%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rubio-Calvo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carmona-Gonz%C3%A1lez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carmona-Gonz%C3%A1lez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin-S%C3%A1nchez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=P%C3%A9rez-Sim%C3%B3n%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guerrero%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meng%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24899615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24899615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Han%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24899615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chi%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24899615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dai%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24899615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=He%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24899615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qin%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24899615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duan%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24899615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24899615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Argoti%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23090532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%BCller%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18694461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bartels%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18694461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stein%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18694461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Emons%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18694461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gutensohn%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18694461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=K%C3%B6hler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18694461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Legler%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18694461

S. lllanes, n. Avent and p. W. Soothill. Cell-free fetal DNA in maternal plasma: An important advance
to link fetal genetics to obstetric ultrasound.Ultrasound Obstet Gynecol 2005; 25:317-322.

Sagol S, Akercan F, Yildiz P, Kazandi M, Cirpan T. Rhesus alloimmunizasyonu olan gebeliklere
Yaklasim: Olgu sunumu Ege Tip Dergisi. 2005; 44 (2) :119-122.

Schroder J, Schroder E, and Cann HM. Fetal cells in the maternal blood. Lack of response of fetal
cells in maternal blood to mitogens and mixed leukocyte culture. Hum Genet. 1977: 38(1):91-7.

Walknowska J, Conte FA, and Grumbach MM. Practical and theoretical implications of fetal-maternal
lymphocyte transfe. Lancet. 1969; 1(7606):1119-22.

Wang XD, Wang BL, Ye SL, Liao YQ, Wang LF, He ZM. Noninvasive fetal RHD genotyping via
real-time  PCR of foetal DNA from Chinese RhD-negative maternal plasma. Eur J Clin
Invest. 2009 Jul; 39(7):607-17.

Wataganara T, Chen AY, LeShane ES, Sullivan LM, Borgatta L, Bianchi DW, Johnson KL. Cell free
fetal DNA levels in maternal plasma after elective first trimester termination of pregnancy. Fertil
Steril. 2004; 81:638-644.

Wu D, Chi H, Shao M, Wu Y, Jin H, Wu B, Qiao J. Prenatal diagnosis of Down syndrome using cell-
free fetal DNA in amniotic fluid by quantitative fluorescent polymersase chain reaction. Chinese
Medical Journal. 2014; 127(10):1897-901.

Zhang J, Fidler C, Murphy MF, Chamberlain PF, Sargent, IL, Redman CW, Hjelm NM. Wainscoat,
J.S., and Lo, Y.M. Determination of fetal RhD status by maternal plasma DNA analysis. Ann N
Y Acad Sci. 2000; 906:153-5.

Zhou L, Thorson JA, Nugent C, Davenport RD, Butch SH, Judd WJ. Noninvasive prenatal RHD
genotyping by real-time polymerase chain reaction using plasma from D-negative pregnant
women. American Journal of Obstetrics and Gynecology. 2005; 193:1966-71.

41


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20XD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19545247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19545247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ye%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19545247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liao%20YQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19545247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19545247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=He%20ZM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19545247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Non-invasive+foetal+RHD+genotyping+via+real-time+PCR+of+foetal+DNA+from+Chinese+RhD-negative+maternal+plasma
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Non-invasive+foetal+RHD+genotyping+via+real-time+PCR+of+foetal+DNA+from+Chinese+RhD-negative+maternal+plasma
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Non-invasive+foetal+RHD+genotyping+via+real-time+PCR+of+foetal+DNA+from+Chinese+RhD-negative+maternal+plasma
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wataganara%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20AY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=LeShane%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sullivan%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borgatta%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bianchi%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Johnson%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24824252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24824252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shao%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24824252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24824252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24824252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24824252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qiao%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24824252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16325598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thorson%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16325598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nugent%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16325598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Davenport%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16325598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Butch%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16325598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Judd%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16325598

EK-1

8-EKLER

SPIRALLI TEZ KONTROL FORMU

Evet

Haywr

1) Amblem renkli ve 2x2 cm boyutunda olmalidir.

2) Kapakta sadece baslik bold ve 14 punto, diger yazilar normal renkte

ven12 punto yazilmalidir.

3) Tez savunma sinavinda kabul edilmis tezler igin, tezin sirt1 tez yazim

kilavuzuna uygun olarak diizenlenmis olmalidur.

4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez konusu ayni

olmaldir.

5) Beyan eksiksiz ve imzali olarak Tez Yazim Kilavuzundaki gibi

konmalidir.

6) Ozet ve Summary 250 ser kelimeyi asmamalidir. (1 sayfa)

7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmalidir.

8) Ingilizce 6zetin baginda konu basligi yazilmahdir.

9) Metin ve kaynaklarin tiimii 1,5 aralikli olmalidur.

10) Tezde yazim karakteri olarak “Times New Roman” kullanilmalidir.

11) Web sayfa kaynaklar1 metin iginde de gecmelidir (parantez iginde
giincelleme tarihi ile birlikte). Kaynaklar bolimiinde de climlenin en

sonunda Erigim adresi ve Erigim tarihi sirasiyla verilmelidir.

12) Calismanin Etik Kurul onayi, varsa kurum onayi tezin en arkasina

konmalidir.

Tarih: 29/05 / 2014 Tarih: 29/05 / 2014

Ogrenci Danisman

Cisem AKURUT Prof. Dr. Fatma Silan

imza imza

42



EK-2 CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIiVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU SPIRALLI/CILTLI TEZ YAZIM

KONTROL LISTESI
KONTROL BASLIGI OGRENCI DANISMAN

Tez yaziminda kullanilan yazi tipi oUYGUN oUYGUN
Sayfa kenar bosluklari oUYGUN oUYGUN
Kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
I¢ kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Onay sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Beyan sayfasi igerigi ve diizeni oUYGUN oUYGUN
Icindekiler sayfas diizeni oUYGUN oUYGUN
Tesekkiir sayfasi oUYGUN oUYGUN
Tiirkge ozet oUYGUN oUYGUN
Ingilizce 6zet oUYGUN oUYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini oUYGUN oUYGUN
Sekiller dizini oUYGUN oUYGUN
Tablolar dizini oUYGUN oUYGUN
Tezin 6n sayfalarmim siralamasi oUYGUN oUYGUN
On sayfalarin numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Sayfalarmin numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Bagliklarinin numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Sekil, resim ve tablo oUYGUN oUYGUN
numaralandirmasi

Yontem ve Gereg oUYGUN oUYGUN
Bulgular oUYGUN oUYGUN
Tartisma oUYGUN oUYGUN
Sonug ve Oneriler oUYGUN oUYGUN
Kaynaklar oUYGUN oUYGUN
Atiflar (alint1 ve gondermeler) oUYGUN oUYGUN
Ekler (etik kurul onayi, vs) oUYGUN oUYGUN
Tez plani oUYGUN oUYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) oUYGUN oUYGUN
Kagit ve baski ozelligi oUYGUN oUYGUN
Tezin son seklinin elektronik kopyasi gUYGUN oUYGUN

Tarih: 29/05 / 2014 Tarih: 29/05 / 2014
Ogrenci Danisman
Cisem AKURUT Prof. Dr. Fatma Silan
Imza Imza




EK-3 Etik Kurul Onay Formu

44



9. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 CISEM Soyadi AKURUT
Dogum Yeri EDIRNE Dogum Tarihi 13.10.1990
Uyrugu T.C TC Kimlik No 35998298924
E-mail cisemakurut@hotmail.com Tel 05413238294
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Yiiksek Lisans 2012-...
Saglik Bilimleri Enstitiisii

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi

Lisans Fen Edebiyat Fakiiltesi 2012
Yabanci Dil Sinav Notu
KPDS | UDS | YDS IELTS TOEFL TOEFL |TOEFL | FCE | CAE
IBT PBT CBT
42,5

A-Uluslararasi Yayinlari:
. Uludag A, Silan C, Atik S, Akurut C, Uludag A, Silan F, Ozdemir O.

Relationship Between Response to Colchicine Treatment and MDR1 Polymorphism

in Familial Mediterranean Fever Patients. Genet  Test Mol
Biomarkers.2014;18(2):73-76.
. Topaloglu N, Oguz S, Silan F, Uludag A, Isik S, AkurutC. Association of
Vitamin D Receptor Gene Polymorphisms in Children With Atopic Diseases.Gene
Ther Mol Biol.2014;16: 55-60.

45




B- Uluslararasi Bildirileri/Diger

. S. Yalcintepe, O. Ozdemir, S. O. Hacivelioglu, C. Akurut, T. Kumcular, D.

Uysal, K.Yucesoy, A. Uludag, E. Cosar, F. Silan. The association between endothelial
nitric oxide synthase gene GIu298Asp polymorphism and spontaneous pregnancy
loss. European Human Genetics Conference (ESHG) 31 May- 3 June 2014,
Milan/ITALY. J01.20.

o S. Yalcintepe, S. O. Hacivelioglu, C. Silan, C. Akurut, E. Koc, F. Silan, E.

Cosar, A.Uludag, O. Ozdemir.Is apolipoprotien E polymorphisms associated with

spontaneous pregnancy loss. European Human Genetics Conference (ESHG) 31
May- 3 June 2014, Milan/ITALY. J01.64
o F. Silan, A. Uludag, C. Akurut, D. Kankaya, M. GENCER, M. Urfali, S.

Yalcintepe, O.Ozdemir. Parental idendification of aborted materials for chimerism

and other molecular etiological parameters by microsatellite STR profilling.
European Human Genetics Conference (ESHG) 31 May- 3 June 2014, Milan/ITALY.
J01.65.

o S. Oguz, F. Silan, C. Akurut, N. Topaloglu, S. Isik, E. Sik, A. Uludag, Z.

Ogretmen, O. Ozdemir. Correlation between vitamin D receptor gene polymorphisms
and atopic dermatitis in Canakkale population: a study based on, Fokl and Tagl
RFLP technique. European Human Genetics Conference (ESHG) 31 May- 3 June
2014, Milan/ITALY.J04.06.

o J. Djurovic, O. Stojkovicl, C. Akurut, F. Silan, J. Todorovic, G.
Stamenkovic, O.Ozdemir. Association between vitamin D receptor gene
polymorphisms and Hashimoto’s thyroiditis in Serbian population: a pilot study
based on Fokl, Apal and Taql RFLP technique. European Human Genetics
Conference (ESHG) 31 May- 3 June 2014, Milan/ITALY. J07.07.

o F. Silan, N. Topaloglu, M. Urfali, C. Akurut, M. G. K. KOCAK, D. Kankaya,
E. ARI, 0.0zdemir.Common MEFV gene mutation profiles in Familial
Mediterranean Fever patients in Canakkale Population. European Human Genetics
Conference (ESHG) 31 May- 3 June 2014, Milan/ITALY. J17.22.

o Uludag A, Silan C, Yalcintepe SA, Akurut C, Uludag A, Silan F, Ozdemir O.

Relationship between response to colchicine treatment and MDR1 polymorphism in

46



FMF patients. ESHG Conference, June 8-11 2013, Paris. European Journal of
Human Genetics, 41(suplement 2), P04.57

C- Ulusal Bildirileri/Diger

. Yalgmtepe A.S., Ozdemir O., Haciveliolu O.S., Akurut C., Koc E., Cosar E,

Uludag A., Ozdemir O. Apo E Polimorfizmi: Fetal Genotipler Anne Genotiplerine
Kars1? Erigkin Yasta Gorlilen Genetik Hastalilar Sempozyumu, s.14, 6-7 Aralik
2013, Istanbul

. Yalgintepe A.S., Ozdemir O., Hacwveliolu O.S., Akurut C., Kumcular T.

Maternal-Fetal eNOS Genotipleri ile Spontan Abortus iliskisi. Eriskin Yasta Goriilen
Genetik Hastalilar Sempozyumu, s.14, 6-7 Aralik 2013, Istanbul.

. Silan F., Urfali M., Sik E., Akurut C,, Ozdemir O. Klinigimizde Herediter
Trombofili Saptanan 5 Olgu. Eriskin Yasta Goriilen Genetik Hastalilar
Sempozyumu, s.29, 6-7 Aralhik 2013, istanbul.

. Akurut C., Silan F., Yalgmtepe S., Cosar E., Gencer M., Ozdemir O.

Abortus Etiyolojisinde Sayisal Kromozom Anomalilerinin ve Uniparental Disomi
Olgularinin Mikrosatellit Markerlarla Analizi. Eriskin Yasta Goriilen Genetik
Hastalilar Sempozyumu, s.19, 6-7 Aralik 2013, Istanbul.

. Uludag A., Silan C., Yal¢intepe S.,_Akurut C. Uludag A., Silan F., Ozdemir
O. FMF hastalarmin kolsisine yanitinda MDR1C3435T polimorfizmi etkili mi ? 10.
Ulusal Tibbi Genetik kongresi, s. 243, 19-23 Aralik 2012, Bursa

D-Katildig1 Uluslararasi ve ulusal konferans ve kongreler:
e Ulusal Tibbi Genetik Kongresi 19-23 Aralik 2012, Bursa
e Kilinik Uygulamalarda Dizi Analizi Kursu 1-2 Haziran 2012, Istanbul
e Eriskin Yasta Goriilen Genetik Hastaliklar Sempozyumu 06-07 Aralik 2013,
Istanbul
E-Sertifikalar:
e Sanger Sekans Dizi Analizi Sertifikasi

e Cl1 seviye Ingilizce Dil Sertifikas1

47



