MATERNAL KANDAN

NONINVAZIF YONTEMLERLE FETAL RH
TAYINI

DR. GOKCENUR GONENC
UZMANLIK TEZI

T.C. ISTANBUL BiLIM UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM ANABILIM DALI

2013

TEZ DANISMANI : PROF.DR. ALIN BASGUL YIGITER



ONSOz

Uzmanlik egitimi aldigim istanbul Bilim Universitesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dal’'nda yetismemi saglayip ufkumu genisleten Anabilim Dali Baskani
Prof.Dr. ilkkan Diinder’e, bilgi ve deneyimleriyle egitimimde sonsuz katkilari olan ve
tez danigmanligimi ustlenip yardimlarini benden esirgemeyen Perinatoloji Bilim Dali
Baskani Prof.Dr. Alin Basgul Yigiter'e, calismamda ve yetismemde sabir, destek ve
gllerylzleri i¢in Yard.Doc.Dr. Herman isci'ye, Yard.Dog¢.Dr. Nilgiin Gudiici'ye,
Yard.Dog¢.Dr. Banu Bingdl Glneng’e, tez ¢alismami yapmamda fikir ve destegini
aldigim Prof.Dr. Kilic Aydinl‘'ya, c¢alismanin yapilma asamasinda bana olan
desteklerinden dolayi istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali 6gretim iyesi Yard.Dog.Dr. Tuba Giinel’e, istanbul Bilim Universitesi Genetik
Anabilim Dal 6gretim Uyeleri Dog¢.Dr. Veysel Sabri Hanger'e ve Dr. Murat
Blyukdogan’a, egitimim suresince omuz omuza c¢alistigim asistan arkadaslarima,
poliklinik, servis ve dogumhanede beraber calistigim hemsire ve ebe

arkadaglarima, sekreterimize, laborant arkadaglarima tesekkur ederim.

Bana guvenen ve her zaman yanimda olduklarini bildigim anne ve babama,
hayat yoldasim, ebedi arkadasim Murat Géneng’e ve yasam enerjim minik incime

sonsuz tesekkdrler..

Dr. Gékgenur Goneng



Kisaltmalar

CVS : Koryonik vilus orneklemesi

DNA : Deoksiribonukleik asit

EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

HLA - insan 18kosit antijeni (Human leucocyte antigen)
IAT - indirekt antiglobulin test

IDC - indirekt Coombs testi

Ig : imiinoglobulin

IGF : instilin benzeri blylime faktérii

MCA : Orta serebral arter

NPV : Negatif prediktif deger

NST : Non-stess test

PAPP-A : Gebelikle iligkili plazma proteini

PPV . Pozitif preditif deger

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

RES : Retikliloendotelyal sistem

Rh : Resus faktor

RhD : Resus faktor geni

RNA : Ribonukleik asit

RT-PCR : Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyon

USG . Ultrasonografi



OZET

Amag: Bu calismanin amaci Rh uygunsuzlugu olan gebelerde fetal Rh durumunun
invaziv olmayan bir teknikle, maternal kandan serbest fetal DNA izolasyonu ile
tespit edilmesidir. Ozellikle daha 6nceki gebeliklerinde fetal anemi gelisen
gebelerde fetusun RhD pozitif oldugunun bilinmesi fetusun yakin takibine olanak

verecektir.

Yontem: Rh uygunsuzlugu olan 50 gebeden serbest fetal DNA izolasyonu yapildi.
izole edilen DNA, TagMan probu ve RhD geninin exon 7 bélgesine ait primerlerle

Real Time PCR kullanilarak analiz edildi.

Bulgular: Rh uygunsuzlugu olan 50 hastanin 3 tanesinin bebegdi RhD negatif olarak
saptandi, geri kalan 47 hastanin bebegi RhD pozitif olarak bulundu. RhD pozitif

bulunan fetuslardan bir tanesinin, dogumdan sonra RhD negatif oldugu saptandi.

Sonug: Fetal Rh durumunun non invazif olarak maternal kandan izolasyonu
mumkundur. Non invazif olarak fetal RhD durumunun saptanmasi, gereksiz indirekt
coombs testleri ve gereksiz Anti D immunglobulin uygulamasinin 6nune gecgerek
maliyet dusurilmesine ve gereksiz kan Urunu uygulamasinin engellenmesine
olanak saglayacaktir. Bu ¢alisma prenatal tani alaninda yeni gelismelere on ayak

olacaktir.



ABSTRACT

Objective: Anti D Immunoglobulin is applied to all pregnant women having RHD
incompability to prevent hemolytic disease of the newborn. The aim of this study is
to determine fetal RhD status in the Rh incompatible pregnancies with an non-
invasive technique; free fetal DNA isolation from maternal circulation. In the case of
Rh incompability especially with a history of previous fetal anemia, it can be
beneficial to know Rh status antenatally in terms of monitoring fetuses with Rh

positive status consciously.

Methods: Total free DNA was isolated in 50 Rh (-) pregnant women, who had RhD
alloimmunisation with their husbands. The gene in isolated DNA is investigated with
TagMan prob and real time PCR by using primers belonging to exon 7 of the RhD
gene.

Results: We analyzed 50 RhD negative women by using quantitative real time PCR
technique. Three of them were RhD (-) and the rest of them were found to be RhD
(+). After birth one of the infants who were analyzed as RhD (+) were found to be
RhD(-).

Conclusion: The detection of fetal RhD status by using a noninvasize method from
maternal circulation is found to be possible. Assessing fetal RhD status non
invasively by using free fetal DNA in maternal blood will be money saving for
unnecessary indirect coombs test and unnecessary Anti D immunglobuline
applications that is used in RH incompatible pregnancies. This study will throw a

fresh light on prenatal diagnosis



GiRiS

Normal sartlar altinda, fetal eritrositler dogum veya dusuk sirasinda plasental
bariyeri asarak annenin dolagsimina karisir. Bu kargilasma, annenin RhD (-) ve
bebegin RhD (+) oldugu durumlarda annede RhD (+) antijenlere karsi
izoimmunizasyon olusmasi ile sonuglanir. Eger bu izoimmuanizasyonun olugsmasi
engellenemezse, sonraki gebeliklerde RhD (+) fetuslarda plasentadan fetusa gegen
anti-RhD antikorlarinin fetal eritrositlerde yikima yol agmasi sonucu olusan
‘yenidoganin hemolitik hastaligi” ortaya cikar. Hastaligin siddeti degiskendir ve

yenidogan olumu ile sonuglanabilir (1).

Yenidoganin hemolitik hastaligini 6nlemek amaciyla RhD (-) olan tim gebelere
rutin olarak anti-D immunoglobini uygulanmaktadir. RhD (-) annelerin bebeginin
RhD (+) olma olasihgi yaklagik %60 oldugu kabul edilirse, bu annelerin %40’ inda bu
uygulamanin gereksiz oldugu gorulur (2). Ne yazik ki, bu uygulama tamamen
masum degildir; tim kan Grunlerinde oldugu gibi, anti-D immunoglobinin de stoklari
sinirhdir ve  uygulamasiyla kan urunleri ile bulasan hastaliklarin bulas riski

artmaktadir (3).

Prenatal donemde fetal RhD durumunun belirlenmesi sayesinde, yenidoganin
hemolitik hastaligi riski gbze alinmaksizin, RhD (-) annelerin gereksiz
immunizasyonu engellenebilir. Prenatal tani yontemlerinde kullanilan fetal genetik
materyal geleneksel olarak amniyosentez veya koryon vilus orneklemesi ile elde
edilir. Ancak, bu invaziv 6rnekleme vyollarinin yaklasik %1 oraninda dusuk ile

sonuglanabilir (4). Ayrica, islem, fetomaternal kanama ile komplike oldugunda,



annede RhD izoimmunizasyonun gelismesine de yol agabilmektedir. Bu nedenle,
invaziv prenatal tani yontemlerinin kullanimi kromozomal andploidiler ve monogenik
hastaliklar gibi belli genetik fetal hastaliklar i¢in risk grubunda olan gebeliklerle
sinirlandirilir (5,6). Dolayisiyla, RhD uygunsuzlugu s6z konusu oldugunda risk-yarar
dengesi kurulursa, rutin anti-D immunoglobini uygulanmasi invaziv tani
yontemlerinden daha agir basmaktadir. Bu dengeyi degistirmenin tek yolu invaziv

olmayan tani yontemlerinin gelistiriimesidir.

Mevcut riskleri nedeniyle invaziv prenatal tani yontemlerine alternatif
olusturabilecek invaziv olmayan ydéntemlerin bulunmasi arastirmacilarin hedefi
haline gelmistir. Plasenta fizyolojisinin daha iyi anlasiilmasi bu sorunun ¢oézilmesine
ilham kaynadi olmustur. Yapilan ¢alismalarda, plasentanin anneden fetusa dogru
tek yonlUu gegcisi saglayan bir bariyer oldugu kabul edilen populer goérusun aksine,
plasentanin cift yonlu trafige izin veren bir bariyer oldugunu desteklemektedir. Bu
calismalarda, saglam fetal hicrelerin ve hicre digi serbest fetal nikleik asitlerin
plasentayi gecebildigi ve anne kaninda tespit edilebildigi gosterilmistir (7,8). Sonug
olarak, bu bulgular invaziv olmayan bir tani yonteminin kapisini aralamistir: Annenin

periferik kanindan fetal genetik materyalin izolasyonu ve analizi.

Annenin kan dolagsimindan hicre disi serbest fetal DNA izolasyonu ile fetusun
RhD durumu belirlenebilir. Bu sayede, invaziv bir prenatal tani yontemi
kullaniimaksizin RhD uygunsuzlugu aday! anneleri tespit etmek ve 6zgul tedavi

yapmak mumkun hale gelmektedir.

ileriye déniik olarak yapilan bu tez ¢alismasinda, anne kanindan fetal genetik
materyalin izolasyonu ve analizinin fetusun RhD durumunun belirlenmesindeki

etkinligi arastirildi.



GENEL BILGILER

Resus Kan Grubu Sistemi

Landsteiner ve Wiener, 1940 yilinda, rhesus maymunlarina karsi olusturulan
tavsan serumunun, insan serum d&rneklerinin %85’ini aglutine ettigini bulmuslar
ve bu seruma “Rh faktér” veya “Coombs serumu” adini vermiglerdir. Aglitine
olan eritrositler Rh (+) olarak tanimlanmistir. Takiben Rh kan gruplari
tanimlanmis ve degisik adlarla siniflandiriimistir (1).

Buglne kadar yaklasik 400 adet kirmizi kan hicre antikoru tanimlanmigtir.
Bunlardan bazilari genetik ve immunolojik agidan 6nemli olmalarina ragmen
olduk¢ca nadir gorulduklerinden dolayi ciddi klinik dneme sahip degillerdir. Kan
bankalarinda dahi ABO ve RH disindaki antijenler rutin taramada vyer
almamaktadir (1).

Rhesus (Rh) kan grubu sistemi (Rh faktérinu de igerir) ginimuizde bilinen
400 farkh insan kan grubu sisteminden biridir. Sistem dahilinde, iclerinde en
onemlileri D, C, c, E ve e antijeni olmak Uzere, tanimlanmis toplam 50 kan
grubu antijeni mevcuttur. Pratikte sikga kullanilan bir terim olan Rh faktérini
belirleyen ve tum antijenler iginde en gugli immunojenik Ozellige sahip olan
D antijenidir ve her gebe mutlaka D antijeni mevcudiyeti yonunden
taranmalidir (9).

Fisher ve Race , bu antijenlerin 3 farkli antijenik yapi, her iki gen allelinde
oldugunu belirtmiglerdir (DE/cde, CDe/Cde, Cde/cDe..). (10,11) Rh sistemine ait

antijenler 1. kromozomun kisa kolunda RHD ve RHCE olmak lzere iki gen
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Sekil-1: RhD geninin yapisi [D(+): RhD geni tasiyanlar, D(-):RhD geni

tasimayanlar].

grubu tarafindan kodlanmaktadir. D (+) bireyler RHD geninin bir veya iki
kopyasina sahipken, D (-) bireyler bu gene sahip degildir. (12)

Bu genler her biri 10’ar exon igermekte olup %94 sekans benzerligine
sahiptirler. D antijeninin varligi bireyin Rh (+) olmasini belirler. Rh (+) olan
bireylerin yaklasik %45’i D igin homozigottur (DD), %55'’i heterozigottur (Dd).
Bircok D (-) kadinda 1. kromozomda delesyon goésterilmistir (13).

Rh antijenleri, membran Uzerinde i¢ kisimda yer alan lipoproteinlerdir.
Gorevleri hicre membraninda proton veya katyon pompasi gibi gecen sollt
miktarini duzenlemektir. Membran igi ATP’az ile etkilesimde bulunurlar. Hucre
membran stabilitesini saglarlar. Bu 6zellik, immun cevap acisindan onemli bir
noktadir (14). Fertilizasyondan itibaren 30.ginde fetal Rh antijenleri
saptanmaktadir. Bu nedenle, fetal eritrositler 6. gestasyonel haftadan itibaren
maternal izoimmunizasyona neden olabilir. Embriyonik ddénemde, fetal

eritrositlerdeki Rh antijenleri en erken 38. gunde gorulmektedir.



Eritrositlerdeki D antijeni, miktar ve nitelik agisindan 5 farkl tipe ayrilir (15):
1. Common D antijeni: Tum epitoplari mevcut D antijenidir,
2. Zayif D veya DU antijeni: D antijen miktari azalmigtir,
3. Parsiyel D antijeni: D antijeninin bazi epitoplari bulunmaktadir,
4. Parsiyel zayif D antijeni: Parsiyel D sayi olarak az oranda gorulur,
5. Yiksek D antijeni: Normal D antijeni ylksek oranda kromozomal

yap! iginde bulunur.

Rh Sistemine Ait Tiplendirme Testleri

Kan merkezlerinde rutin eritrosit antijenlerinin saptanmasina ait testlerden
Rh tiplendirmesinde sadece D antijeni calisilir. D, antijeni saptanmasina ait
testler genellikle dondrlerde vyapilir. Diger Rh antijenleri asagidaki 06zel

durumlarda caligilir:

1. Bilinmeyen Rh antikorlarinin tanimlanmasi
2. Rh antikorlan tasidigi bilinen alicilara transflizyon yapilimasi
3. Babalik tayini ve diger aile calismalar

4. Cesitli test panelleri igin eritrosit hazirlanmasi

Daha kolay ve anlasilir oldugu igin yaygin olarak Fisher-Race
isimlendiriimesi  kullaniimaktadir. Bu nomenklatirde U¢ allel gen veya
izoantijenler Cc, Dd, Ee olarak yer alir. C, c, E, e, D antijenlerine karsi
gelismis antikorlar serumda gdsterilmistir. Sadece “d” antijeninin varli§i teorik

olarak kabul edilir.
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D antijeninin saptanmasinda kullanilan antiserumlar

Yiiksek proteinli antiserumlar

Yuksek konsantrasyonda proteinler ve diger makromolekulleri icerir. Lam,

hizli tip veya mikroplak tekniklerinde kullaniimak igin hazirlanmigtir.

Rutinde yuksek protein igerikli anti-D antiserumu kullaniimaktadir. Test igin
eritrosit  suspansiyonu hazirlarken serum fizyolojik, serum veya plazma

kullanilabilir.

Diigtik Proteinli Antiserumlar

Bu gruptaki antiserumlar ylksek protein igerikli antiserumlarla yapilan testlerde
yikanmisg eritrosit kullaniimasina ragmen kontrol tupleri pozitif bulunan ve
Direkt Coombs Testi pozitif orneklerde kullanilir. Test iyi yikanmig eritrositlerin
serum fizyolojikte hazirlanmis suspansiyonu ile c¢alisiimahdir. Antiserumlarin

aralarinda o6nemli farkhliklar olan G¢ ayr turu vardir :

1. Geleneksel SF reaktif tup testi antiserumu: Hakim antikor IgM’dir. En
onemli problem uygun kaynak bulmadaki gugluktir.

2. Monoklonal IgM antiserumlari: Siklikla IgM ve poliklonal IgG karisimindan
olusur. IgM tipi antikorlar D antijeni pozitif eritrositleri aglitine eder.
Poliklonal 1gG antikorlari ise D, saptanmasinda kullanilir. Bu antiserum,
yuksek protein igerikli antiserumlar gibi tim rutin c¢alismalarda veya
kontrol testleri pozitif bulunmus 6rneklerde kullanilabilir.

3. Kimyasal olarak modifiye edilmig poliklonal 1gG: Bu antiserumun

hazirlanmasinda DDT (dithiothreitol) kullaniir. DDT etkisi ile 1gG orta
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sidette redikte olur. Bunun sonucunda molekulin esnekligi artar. Bu
sekilde hazirlanmis IgG lamda c¢alismaya uygundur. TUum rutin

calismalarda veya kontrol testleri pozitif bulunmus orneklerde kullanilabilir.

Rh Tayininde Serolojik Tiplendirme Yontemleri

Rh tayininde serolojik tiplendirme yapmak amaciyla bes farkli yontem kullanilir

a7):

1. Lam testi: En iyi sonug¢ yuksek konsantrasyonda eritrosit sUspansiyonu
kullanarak alinir. % 40-50 konsantrasyonunda serum fizyolojik, serum
veya plazma ile eritrosit sUispansiyonu hazirlanabilir.

2. Tup testi: Hemaglutinasyon ile uygulanir.

3. Mikroplak testi: Rh testi igin pihtilasmis veya antikoagule ornekler
kullanilabilir

4. Zayif D testi: D antijeni her zaman guclu reaksiyon vermeyebilir. Bazi
eritrositler, bircok anti-D ajani tarafindan direkt aglitine edilemeyecek
zayifikta bir D antijeni tagir. D antijeninin bu zayif durumu, en belirgin
olarak, test eritrositinin anti-D ile bekletimesinden sonra indirekt
Antiglobulin Test (IAT) ile tanimlanabilir.

5. Kapiler test: D’'nin lam ve tup testleri kadar yaygin kullaniimamasina
ragmen, kapiller Rh test metodu, kullanilacak kan merkezleri igin

konvansiyonel bir yontemdir.

1957 yilinda Kleihauer ve arkadaslari tarafindan gelistirilen ¢ok hizh ve
duyarlihgr yuksek bir test ile fetusa ait eritrositleri, anne eritrositlerinden

ayirmay!l kesfetmislerdir. Bu test fetal eritrositlerin aside daha direncli
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olmalarina dayali bir test olup feto-maternal kanama miktarini 6ngérmede

faydalidir.

Rh imiinizasyonu

Etyoloji

Her ne kadar yenidogan hemolitik hastalidina en sik neden olan neden
ABO kan grubu uyusmaligi olsa da bunun neticesinde gelisen anemi siddetli
bir anemi dedgildir. Fetuslarin yaklasik %Z20’sinde ABO uyusmazhgr goérulur
ancak bu fetuslarin %5’i klinik olarak etkilenmigtir (1).

ABO uyusmazligi, CDE uyusmazligindan farkhdir. ABO uyusmazligi siklikla
ilk gebeligi etkiler c¢unkd, O kan grubu olan annede gebe kalmadan &nce
anti- A ve anti - B antikorlari bulunabilir. Anti - A ve Anti - B antikorlar
IgM yapisinda olduklarindan plasentaylr gegcemezler ve fetal eritositler Gzerinde
etki gosteremezler. Ayrica fetal eritrositlerdeki antijenik bdlgeler eriskindeki
kadar yogun degildir. Bu nedenle hemolizi godstermek icin amniyosentez
gerekliligi genelde olmaz. ABO uyusmazlhiginin RH uyusmazligindan bir diger
farki ¢cok ciddi anemiye yol agcmamasidir. ABO uyusmazlhiginda eritroblastozis
fetalis gelismesi nadirdir, genelde hafif anemi ve fototerapi ile dizelen bir
sarihik tablosu olusur. Bu nedenle de kadin dogum hekiminden c¢ok ¢ocuk
doktorunu ilgilendiren bir durumdur (18).

Rh izoimmunizasyonun gerceklesmesi igin oncelikli sart annenin Rh (-) ve
fetusun Rh (+) kan grubuna sahip olmasidir. Ek olarak, annenin bagisiklik

sistemini tetikleyecek miktarda fetal eritrositin annenin kan dolasimina
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karigmasi sarttir. D antijeni tasiyan fetal eritrositlere karsi anne kaninda anti-
D antikorlari olusmasi halinde ise Rh izoimmunizasyonundan s6z edilir (19).

Cok nadir de olsa ilk gebeliklerde de Rh uygunsuzlugu goézlenebilmektedir.
Bunun aciklamasi buylkanne teorisi ile agiklanabilir. Blytkanne teorisi Rh (-)
kadinin, Rh (+) olan kendi annesinin karninda iken Rh (+) eristrositlerle
kargilagsarak sensitize olmasidir. Bu Rh sensitizasyonu olan olgularin %?2'sinde
gorulmekte ve bu sensitizasyon icin 0.005 ml kanin bebede geg¢mesi yeterli
olmaktadir. Neyse ki RhD pozitif olan annelerin RhD negatif fetus tasima
olasihgr %0.1 kadar duguktur (20).

Izoimmunizasyon seyrek gorilen bir durumdur. Bunun nedenleri arasinda
eritrosit antijenlerinin  toplumda seyrek gorulmesi, fetal antijenlerin veya
maternal antikorlarin plasentadan eser miktarda pasaji, antijen cesitliligi ve
annenin immun yanitinin bazi antijenlere kargi kuvvetli olmamasi sayilabilir.

Fetal kan hucreleri, fizyolojik veya patolojik bir ¢ok durum sonucunda
annenin kan dolagsimina karigabilirler. Rh izoimmunizasyonu igin yeterli olan
minimum kan miktarinin 0,1 ml oldugu tahmin edilmektedir. Ikinci uyariima
icin 0,03 ml fetal kan yeterli olabilmektedir. Pratikte en sik karsilasilan neden,
fetomaternal kanamadir Choavaratana ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada 2000 gebe kadina Kleihauer — Betke testi uygulamiglardir ve her
trimesterde olan feto — maternal kanama oraninin yuksek olmasina ragmen
fetustan anneye transflzyon oranini ¢ok dusik bulmuslardir (21).

Cok miktarda transfuzyon olmasi nadir bir durumdur ve 1985 yilinda
yapilan bir derlemede 9000 kadindan sadece 21 tanesinde 30 mlyi gegen
miktarda transfuzyon saptamislardir (22). Fetomaternal kanamanin etyolojisinde

bircok faktor mevcuttur (Tablo-2). Ek olarak, Rh izoimmunizasyonu olgularinin
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hatiri sayilir bir kisminda da altta yatan neden ©Onceden yapiimis uygunsuz

kan Urunleri transfizyonudur.

Gebelik evresi Kanama (%) Hacim(ml)
Birinci trimester 54 0
ikinci trimester 63 0.08
Uclincl trimester 71 0.13
Dogum 76 0.19

Tablo-1: Fetomaternal kanama.

Etyoloji Siklik (%)
Erken gebelik kaybi 3-5
Tibbi tahliye 6-20
Ektopik gebelik 5-8
Amniyosentez 4-11
Koryon villus 6érneklemesi 8-15
Kordosentez 30-50
Antepartun travma Degisken
Plasenta dekolmani Dusuk
Fetal 6lum Degisken
Plasentanin elle ¢gikariimasi Degigken
Eksternal versiyon Degigken

Tablo -2 : Fetomaternal kanamaya neden olaylar ve insidanslari (1)
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Fizyopatoloji

Rh izoimmunizasyonunda, fetal eritrositlerle ilk karsilagsmada annede olusan
primer immun yanit zayiftir. IgM yapisinda antikorlar olusur ve plasentayi
gecmez. Takiben ortaya c¢ikan sekonder immuiun yanit ise daha az miktarda
eritrosit ile ve daha hizli sekilde gelisir. Sekonder immun yanitta B hucreleri
rol oynar ve aracilar IgG (06zellikle 1gG3) vyapisinda antikorlardir. 19Gs
antikorlari plasentadan gecebililer ve fetusun D (+) antijenlere sahip
eritrositlere yapisip, aglitine ve hemoliz olmalarina neden olabilirler. Bu
durum, degisken derecelerde ortaya ¢ikan yenidodanin hemolitik hastaligi ile
sonuglanir (13).

Rh uygunsuzlugu olan gebelerin ¢oguna anti D immunoglobulin uygulamasi
yapildigi icin anti D izoimmunizasyonu seyrek gorulmektedir ve yenidogan
hemolitik hastalijina sebep olarak daha nadir goérllen eritrosit antijenlerinin
etyolojide rol oynadigi dusunulmektedir. Bunlarin basinda da Anti — E, Anti —
C, Anti — c antijenleri bulunmaktadir. Bu antijenlerin de yaklasik dortte biri
Lewis antijenleridir ve eritrositlerdeki Lewis antijenleri dogumdan sonraki birkag
hafta icinde tam olarak gelistiginden dolayr hemolize yol agmamaktadir (23,
24).

Kell antijenleri de Kafkas irkinda %90 negatiftir ve duyarlilasmanin en sik
nedeni genelde tarama yapilmaksizin uygulanan Kell antijen pozitif kan Grinu
transfizyonudur. Bir diger neden de gebelikte olusan fetomaternal kanamadir
(25). Kell antikorlari kemik iligindeki eritrosit prekursorlerine baglanir ve

anemiye cevap olarak hematopoetik aktivasyonu baskilar. Anti D
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immunizasyonundan farkli olarak Kell immunizasyonunda daha hizli ve daha
derin anemi olmasi beklenir. Caine ve Mueller tarafindan yapilan calismada
13 tane Kell antijenine duyarlilagsmis gebelikten 5 tanesinde hidrops gelistigini
bildirmistir (26). Bowman ve arkadaslari 20 Kell antijeni duyarli gebelikten 4
tanesinde transfizyon gerekliligi oldugunu, 4 tane gebelik intrauterin olum ile
sonuglandigini  bildirmistir.  Kell  isoimmunizasyonunun  bu denli  agir
seyretmesinden dolayl bazi arastirmacilar 1/8 den buyuk aviditeler igin ileri
tetkik gerekebileceg@ini 6ne surmuslerdir (27).

D antijeninin yaninda Kidd (Jka), Duffy (Fya) antijenleri de Anti D
izoimmunizasyonu kadar agir derecede eritroblastozise neden olabilir. ki adet
Duffy antijeni tanimlanmigtir (Fya ve Fyb) Bunlardan Fya daha immunojeniktir.

Kidd antijeni de iki adettir, %50 hastada her iki varyantta pozitiftir (28).

Hidrops fetalis

Fetus vlicudunda asit veya plevral effuzyon tarzinda sivi birikimi gorilmesine
hidrops denir. Hidrops, isoimmun veya non immun olarak siniflandirilabilir.
immun hidropsta; ciddi miktarda ve uzamis hemoliz neticesinde gelisen anemi
nedeniyle ekstrameduller hematopoez artar. Dalak ve karacigerde olan
hematopoez sonucunda hepatik disfonksiyon olur (29). Kalp normalden buyuk
izlenebilir, fetal goégus boslugunda, karin boslugunda ve cilt altinda sivi
birikimi goérulebilir. Hatta hepatomegali , splenomegali ve asit nedeniyle
dogumda distosi gorulebilir. Plasenta, édem olusmasi sonucunda normalden
baylk, kahn izlenebilir. Bu hidropik degdisimler ultrasongrafik muayenede

kolaylkla gorulebilir (1).
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Sekil 2: Hidropik fetus USG gorintisu. A: Fasyal 6édemin U¢ boyutlu USG
goruntisu; B: Toraks boslugundaki plevral eflizyonun vyatay Kkesitteki USG
goruntisu; C: Toraks ve abdomendeki eflizyonun koronal plan goérintisi; D:
Abdominal asitin yatay plandaki goruntisu; E: Fetal bas ¢evresindeki 6demin iki
boyutlu USG ile yatay plandaki gorintisu (Prof.Dr. Alin Basgul Yigiter'in arsivinden,

2012).

Sekil-3: Uglincl trimesterdeki hidropik fetusun (i¢ boyutlu USG ile multiplanar

goruntilenmesi (Prof.Dr. Alin Basgul Yigiter'in argivinden, 2012).
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Sekil-4: Hidropik fetustaki fasyal 6demin iki ve ¢ boyutlu USG gdérintuleri (Prof.Dr.

Alin Basgul Yigiter'in arsivinden, 2012).

Gelisen hidropsun patofizyolojisi net olarak ortaya konmamakla birlikte ciddi
anemiye bagh kalp yetmezligi, karaciger parankim hasarina baglh gelisen
portal hipertansiyon, karaciger disfonksiyonuna bagl gelisen hipoproteinemi ve
onkotik basingta dusme, neden olarak gorulmektedir. Yapilan calismalarda
aneminin siddetinin asit miktari ile dogru orantili oldugu bildirilmigstir (30).

Ciddi fetal asit gorulen bebekler derin anemi ve dolasim problemlerine
bagli olarak anne karnindayken kaybedilebilirler. Genellikle anemisi agir olan
bebeklerde non stres testte ‘sinuzoidal patern’ izlenir (31). Yine plasental
odeme bagh plasentamegali neticesinde annede preeklampsi gelisebilir.
Preeklampsiye bagli, annede de fetusta oldugu gibi ciddi édem gorulebilir ve

bu tablo “ayna sendromu” olarak nitelendirilir (32).
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Sekil 5: Sintzoidal patern NST.

Hemoglobin seviyesi ¢ok dusik olmayan bebekler dogumda normal
gorunumde  olabilirler.  Hiperbilirubinemi, tedavi edilmediginde kernikterus
denilen, ozellikle bazal gangliyonlarda hasarla seyreden ve serebral palsiye
kadar ilerleyen bir tablo olugturabilir (33, 34).

Maternal antikor taramasi esnasinda eritrosit antikorlarinin  mevcudiyeti
durumunda bu antikorlarin subtipi incelenmelidir. Immunoglobulin G ler
plasentayl gecebilmekte ancak Immunglobulin M ler gegcememektedir. Eger
immunglobulin G pozitifligi saptanirsa fetal hemolizle iligkili olabileceginden
dolayl antikor titresi mutlaka arastiriimalidir. Kritik seviyelerde antikor titresi
ileri tetkiki gerektirir. Bu kritik seviyeler her laboratuar icin farkli olabilmekle
beraber genel kabul gbéren deger 1/16°dir (1).

Maternal antikor pozitifligi fetusun bundan kesin olarak etkilenecegi
anlamina gelmez. Daha o&nceden duyarlilik gelismis kadinlarda RhD negatif
fetus tasimalarina ragmen antikor cevabi olusabilecedi goOsteriimis ve bu

durum “amnestik cevap” olarak adlandiriimigtir (1).
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Rh uygunsuzlugu olan gebelerde, o6zellikle daha onceki gebeliklerinde fetal
anemi veya hidrops gelistirenlerde gebelik yasinin tam hesaplanmasi 6nem
tasimaktadir, cunkt her gebelikte anemi biraz daha erken baslamakta ve
daha derin olmaktadir. Etkilenen gebeliklerde antikor pozitifligi saptandiginda
belli araliklarda titre takibi yapiimaldir. Bu takip genellikle ayda bir kez olmak
uzere vyapiimaktadir. Etkilenen gebelik ilk gebelik degilse antikor titresinin
faydasi amnestik cevap nedeniyle sinirlidir. Bu durumda devreye orta serebral
arter (MCA) Doppleri gibi ek parametreler girmektedir (11). Mari ve
arkadaslan tarafindan vyapilan calismada 111 anemi riski altindaki fetusa ve
265 normal fetusa MCA Doppleri incelemesi yapilmis fetal hidrops gelisecek

fetuslari 6nceden saptamada %100 duyarhlik bildirilmistir (35).

Sekil-6: MCA’nin ultrasonografik gorunttsa.
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Sekil-7: Liley egrileri.

Kordosentez yani umbilikal kordan kan orneklemesi yapilimasi,

%1.4 fetal

kayip orani olan invazif bir yéntem olup fetusun hemoglobin seviyesini ve

kan grubunu belirlenemede fayda saglamaktadir ancak ylksek fetal

oranlari

kanitlamaktadir (36).

kayip

noninvazif metodlarin bu yodntemlere ne derece ustin oldugunu
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Onlem

Yenidoganin hemolitik hastaliginin fizyopatolojisi 1960’li yillarda tanimlanmis
ve Rh izoimmunizasyonunu 6Onlemek amaciyla anti-D  profilaksisinin
uygulamasina baslanmistir. Bunun sonucunda, uygulama oncesinde 1/2200
oraninda gorulen yenidoganin hemolitik hastalgi ile iligkili bebek Olumu orani

gunumuzde 1/21000 oranina kadar dusmustur (38,39).

Anti -D Ig insan plazma derivesidir. Hazirlanma asamasinda bakteriyel ve
viral kontaminasyona karsi Onleyici iglemlerden geciriimektedir. Bunun igin en
sik  kullanilan  yontem 1950’lerde  gelistirilen Cohn  soguk  etanol
fraksiyonasyondur. Cohn yontemi Ig agregatlarini tam temizleyemedidi icin anti-
D serumu intraven6z kullanima uygun degildir ve intramuskuler uygulama igin

ruhsatlandiriimigtir.

Anti-D Ig hazirlanirken filtrasyon asamasinda 12-18 nanometrelik Viresolve
180 ultrafiltrasyon membranlari kullanilarak  virus  kontaminasyonu
engellenmektedir.  Ultrafiltrasyon asamasinda kullanilan tedetsel filtrasyon
mekanizmasi  kullanilarak  Ig’ler zarfli  ve zarfsiz  virGslerden ayirt
edilebilmektedir ¢unkl zarfsiz virUsler kimyasal ve fiziksel ajanlara karsi

direnclidir.

Son urun yaklasik %5.1 gamma globulin, 2.9 mg/ml sodyum klorid, % 0.01
polisorbat 80 ve 15 mg/ml glisin. Doz basina yaklasik 15 ug kadar dusuk
dozda Ig A bulunur. Rhogam igindeki anti-D icerigi pg olarak ifade edilir ve

1ug, 5 1U'dur (40).
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Rh negatif annelere Rh pozitif eritrositlerle kargilasmadan o6nce veya
hemen sonra anti-D immunoglobin  veriimesi Rh izoimmunizasyonunu
onleyebilmektedir. Anti-D immunoglobinleri hiperimmunize Rh D (-) donorlerden
elde edilirler. Birgok ulkede rutin antenatal program igersinde 3. trimestr
basinda ve yenidogan kan grubuna gore dogumu takiben anti-D uygulamasi

yer almaktadir (38).

Anti-D kullanimi ile fetal eritrositlerin Uzerindeki D antijenleri bloke edilir ve
D antijeni ile anne retikUloendotelyal sisteminin karsilagsmasi onlenir. Daha
sonra bu eritrositler dalak ve lenf bezlerinde temizlenir. Ayrica antikor antijen
kompleksleri anne plazma hucrelerinin antikor Uretimini azaltmaktadir. Bu
komplekslerin sitokinler aracihdi ile antijen spesifik B hucrelerinin ¢ogalmasini
azalttiklari  disunlUlmektedir. Anne zayif Rh pozitif ise (Du pozitif) Rh
immunizasyonu gelistirmez ve anti D uygulanmasi gerekmez. Rh pozitif bebek
doguran Rh negatif annelerin yaklasik %16’sinda Rh izoimmunizasyonu
gelisirken anti D uygulanirsa bu oran %7’in altina diser. Rh uyusmazligi ile
birlikte ABO wuyusmazligi olmasi fetal eritrositlerin hizlica dolasimdan
temizlenmesini saglayarak %16 olan bu orani %2'ye dusurdr. Anti-D
profilaksisinin yayginlasmasi diger mindér kan grubu uyusmazliklarinin dnemini
rolatif olarak artirmistir. Anti-D profilaksisi % 0,1 - 0,2 oraninda basarisiz

olabilir (1, 11).

ilk prenatal muayenede kan grubu mutlaka bakilmalidir. RhD(-) annelere,
baslangigta indirekt Coombs testi uygulanmalidir. Bu test ile, maternal kanda,
fetal eritrositlere karsi olusan antikor miktari titraj cinsinden belirlenmektedir.

Sivi bazli aglitinasyon teknigi veya enzimatik yolla anti-D titraji
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OlcUlebilmektedir. Testin negatif oldugu olgular 28. gebelik haftasina kadar
izlenir ve 28. gebelik haftasinda testin halen (-) olmasi durumunda anti-D
immunoglobini ile antenatal profilaksi yapilmalidir. Bu uygulama %2 olan
antenatal izoimmuanizasyon oranini %0,1’e dusurar (4) Dogumlarin % 15 - 50°
sinde Rh izoimmunizasyonuna neden olabilecek fetomaternal kanama olabilir.
Dogum sonrasinda, Rh (+) bebek doguran immudnize olmamis annelere, ilk 72
saat icinde Anti-D imminglobulin uygulanir. Ik 72 saat 6nemli olmakla
birlikte, 14-28. gune kadar yapilabildigi belirtiimektedir . Fakat koruyuculuk ilk

72 saatten sonra azalmaktadir (22).

GUnumuzde 10pg Anti-D’nin 1ml kanin D antijenlerini bloke edebildigi kabul
edilmektedir. Genellikle 300ugr Anti D immunglobulini, 30 cc fetal kan veya
15 cc fetal eritrosit kaybini dengelemektedir. Vajinal ve sezaryen dogumlarda
%1 gibi az bir oranda 30 mlnin Uzerinde fetomaternal kanama olusabilir. Bu
nedenle dogumdan sonra fetomaternal kanama miktarinin belirlenmesine
(Kleihauer-Betke testi) gerek duyulmamaktadir (42). Bununla birlikte Rh D (-)
kadinlarda, bazi durumlarda olasi fetomaternal kanama nedenlerinden dolayi
uygulanacak Anti-D immunglobulin dozlarn da belirtiimektedir (Tablo 3). Birinci
veya ikinci trimestrda belirtlen nedenlerden biri  dolayisiyla  Anti-D
immunglobulin yapilmis olan hastalara 28. haftada tekrar dozu &neriimektedir
fakat ge¢ ikinci trimestrda yapilmis olan dozun tekrarinin 12 hafta sonra

yapilmasi onerilmektedir (37).
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Endikasyon Doz (ugr)
ik trimesterde diisiik 50
Ektopik gebelik (ilk 12 hafta) 50
Ektopik gebelik (12. Haftadan sonra) 300
ik trimester diisiik tehtidi 50
Molar gebelik 50
ik trimesterde indiiklenmis disik 50
ikinci trimesterde indiiklenmis dusiik 300
intrauterin fetal 61im (10. hafta sonrasi) 300
Amniyosentez 300
Koryon villis 6rneklemesi 50
Tlp ligasyonu sonrasi ?
Eksternal sefalik versiyon 300
Plasenta anomalileri (ablasyo, previa) 300
Abdominal travma 300
ikinci ve (glincl trimesterde nedeni 300

bilinmeyen vaginal kanama

Tablo-3. Cesitli  klinik  durumlarda

uygulanacak anti-D Ig dozlari.

Rh imUnizasyonunu oOnleme amaciyla
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Rhogam profilaksisi ile, ekzojen olarak verilen Anti-D, D antijeni tasiyan
fetal huacrelere  baglanarak, dalak ve karacigerden eliminasyonunu
hizlandirmaktadir. Bu sayede, hafiza B hucrelerinin uyariimasini ve ilk immun
yanitin engellenmesini Oonlemektedir. Bu olay sirasinda, Anti-D immunglobuline
bagli fetal hiucre kompleksinden kaynaklanan sitokin cevap ile, bu
inhibisyonun gergeklestigi disinilmektedir. indirekt coombs testi (ICT) testi (+)
olduktan sonra Anti-D vermenin higbir anlami yoktur. Yenidodan kan grubu
Rh (-) ise Anti-D yapilmaz. Yenidogana Anti-D yapilmasi hi¢bir zaman endike
degildir.

Bununla beraber bir kisim (ingiltere’de ortalama %40) Rh D (-) gebeye
fetis Rh D (-) oldugundan gereksiz yere anti D profilaksisi uygulanmaktadir.
Bu uygulamayla Rh D (-) fetus tasiyan Rh D (-) gebeler gereksiz yere verilen
kan drunlerine ait risklere maruz kalmakta ayni zamanda ekonomik anlamda
ulke ekonomisi igin ekstra bir yuk ortaya c¢ikmaktadir. Son yillara kadar fetal
Rh  durumu icin koryon villus Orneklemesi, amniyosentez gibi invaziv
yontemler kullaniimakta idi (43). Bu prosedurler ortalama %0,5-1’lerde dusuk
riski tasimakla beraber ayni zamanda islemlerin kendileri immunizasyona
sebep olabilmektedirler. Maternal kanda hicre disi serbest fetal DNA’nin
prenatal fetal Rh genotiplendirmesinde kullaniimasiyla Rh (-) gebelerin

yonetimi daha dogru olarak yapilabilecektir (44).
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Sekil-8: A: Amniyosentez , B: Koryon villlis biyopsisi

Maternal Serumda Hiicre Disi Serbest Fetal DNA izolasyonu ve Analizi

insan gebeligi sirasinda, diisik miktarlarda da olsa, cekirdekli fetal
hicrelerin ve hicre disi serbest fetal genetik materyalin annenin kan
dolasimina gegctigi bilinen bir gercgektir. (8, 45, 46) Bu gercedi, anneden elde
edilen periferik kanda fetal genetik materyalin izolasyonu ve analizi takip
etmistir. Bu sayede, invaziv olmayan bir ydntemle, fetusun RhD durumunun
belirlenmesinin  de dahil oldugu, fetal genetik incelemeler mimkin hale
gelmigtir.

Fetal RhD durumunun degerlendirmesi i¢in anne kaninin kullanimi 1990l
yillarda bildiriimeye baslanmigtir (44, 47, 48). Fakat bu yaklagsimdaki ana sorun
maternal kandaki nukleuslu fetal hucrelerin disik konsantrasyonda bulunmasi
olarak gorulmustur (46). Bu nedenle maternal dolagimdaki bu hucreleri

degerlendirebilmek i¢cin ¢ok daha sensitiv metodlara (49) veya floresan aktive
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hacre ayrigstirma (44) ve mikromanuplasyon (50) gibi fetal hucre izolasyon
prosedurlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Fetal hucre izolasyonu igin birgcok metod
tarif edilmis olmasina ragmen genis bir skalada tam olarak dogru ve
ekonomik bir metod ortaya konamamigtir.

Fetal cekirdekli hicreler dogumu takiben tespit edilemeyecek dizeye kadar
azalirlar. Dogum sonrasi 2 ay icinde PCR ile fetal hucreler gorilemez olur
(51). Son yillarda bazi galismalar fetal hudcrelerin ¢ok dusuk seviyelerde olsa
da dogumdan yillar sonra dahi kadinlarda tespit edilebilecegini gostermigtir.
Yapilan bir c¢alismada erkek CD34 progenitor hucrelerinin maternal kanda
dogumdan sonra neredeyse 27 yil bulunabilecegi gosterilmistir (52). Ayni
zamanda bu calismalarda bu geg¢ fenomenin bazi ciddi otoimmun hastaliklarin
ortaya c¢lkmasina da neden olabilecegi dusunilmektedir (53, 54). Birgok
arastirmaci maternal kandan fetal seliler DNA’nin izole edilmesinin teorik
olarak mumkin oldugunu gosterse de uygulanan higbir metodun sonucu klinik
kullanim icin gerekli guvenirliligi saglayamamistir. Ayni zamanda ge¢mis
gebelikten kalan huicrelerin yeni gebelik slUrecinde yanhs pozitif sonuglara
neden olabilecegi de kanitlanmistir.

Birgok arastiricc maternal kanda fetal DNA'nin selller fraksiyonu Uzerine
arastirma yaparken Lo ve ark. calismalarini dolagimdaki serbest DNA U(zerine
yogunlastirmislardir (55). Fetal DNA’nin  maternal serumda ilk olarak
gosteriimesi fetal DNA belirteci olarak erkek fetus gebeliginde Y kromozomu
kullanilarak maternal kan orneklerinden elde edilen DNA'ya yapilan spesifik
PCR ile 1997 yilinda Lo ve arkadaslan tarafindan gergeklesmistir (55). Hucre
digi serbest fetal DNA’nin tam olarak nereden kdken aldigi, maternal seruma

hangi kaynaktan karistigi bugln ic¢in net olarak ortaya konabilmis dedgildir.
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Hucre disi fetal DNA’nin maternal plazmadan elde edildigi ilk zamanlarda,
maternal dolagima karisan hicrelerin maternal immun sistemle veya baska
yollarla otolizi sonucu fetal DNA'nin ¢iktigi dusunulmekteydi. Son yillarda ise
plasental trofoblastlarin apoptozis veya aponekrozis gibi slregler sonrasinda
maternal dolasima karisan hucre disi serbest fetal DNA kaynagi olabilecegi
daha fazla duslunuilmeye baslanmigtir. Maternal ve fetal dolasimlar
birbirlerinden  trofoblastlarin  predominant oldugu bir plasental bariyer ile
ayrilmaktadir. Trofoblastlarla malign karakterli hucreler arasindaki benzerlik;
invaziv karakterleri, onkogen ekspresyonlari g6z o©Onunde tutuldugunda bu
hicrelere psoddo-malign hucreler de denmesine neden olmaktadir (56, 57).
Bircok kanser hastasinin plazma ve serumlarinda tumoér ile iligkili tiGmoral
DNA yapilarinin gosterilebilmis olmasi (58) bir anlamda malign htcrelere olan
benzerlikleri ile anilan trofoblastlarin bu olayda kilit gorev Ustlendigini
dusundurmektedir.

Fetal cekirdekli hucrelerin aksine hicre digi serbest fetal DNA’nin maternal
plazmadan uzaklastirilmasi dakikalarla olgulecek kadar hizlidir. Sirkulasyonda
serbest DNA'nin yarilanma omru 15 dakikadir (59). Hicre digi serbest fetal
DNA’nin  maternal dolasimdan atilimindan sorumlu ana organin hangisi
olduguna dair kesin kanitlar olmamakla beraber bu slregte plazma
nukleazlarinin énemli gorev Ustlendikleri dusunudlmektedir (60). Bu c¢alismalar
maternal plazmadaki fetal DNA’ nin fetal hucreler gibi dnceki gebeliklerden
persiste olarak sonugclari olumsuz etkileyemeyecegini gostermektedir.

Fetal DNA gebeligin 5. haftasindan itibaren maternal plazmada tespit
edilebilir (61) ve gestasyonel yasla beraber fetal DNA konsantrasyonunun da

arttig1 gosterilmistir. Gebeligin son 8 haftasinda keskin bir artis saptanmigtir.
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Lo ve arkadaslari ilk trimestrda 1ml plazmada ortalama 25 fetal genom
esdegerinin uclincu  trimestrda ortalama 100 genoma  yukseldigini
gostermiglerdir (59). Bu calismada fetal DNA'nin maternal plazmadaki total
DNA'ya orani birinci trimestrde yaklasik %3,4 (0,4-12) ve uguncu trimestrde
%6,2 (%2,3-11,5) olarak bulunmustur. Total maternal plazma DNA’sindaki fetal
DNA'nin relatif konsantrasyonunu belirlemek zordur ¢linki maternal kan
calisma protokolleri total maternal DNA konsantrasyonunu etkilemektedir.

Real-time PCR teknolojisini kullanarak Lo ve ark. fetal Rh D sekansinin 2.
trimestr maternal plazmasindan yuksek sensitivite ve spesifiteyle guvenilir bir
sekilde amplifiye edilebilecedini tespit etmiglerdir (62). Bu bilgi daha sonra
diger bagimsiz gruplar tarafindan da desteklenmistir (63, 64). Hicre disi serbest
fetal DNA’ nin tam olarak nereden koken aldigi, maternal seruma hangi
kaynaktan karigtigi bugun icin net olarak bilinmemektedir. Hucre disi fetal
DNA’nin maternal plazmada elde edildigi ilk zamanlarda maternal dolasima
karisan hicrelerin maternal immin sistemle veya bagka yollarla otolizi sonucu
fetal DNA'nin aciga c¢iktigi dusunulmekteydi. Son yillarda ise plasental
trofoblastlarin apopitozis veya aponekrozis gibi surecgler sonrasinda maternal
dolasima karisan hicre disi serbest fetal DNA kaynagi olabilecedi gorusu
daha fazla hakim olmaya baslamigtir ( 65 ).

Nukleik asitlerin maternal kanda vezikuller iginde veya hicre disinda
bulunuyor olmasi DNA ve RNA'nin degisik vyollardan &len hucrelerden
serbestlendigini  isaret etmektedir (66). Sinsityotrofoblastlardan  trofoblastik
materyalin klasik olarak salinimi sinsityal kimelerden membran ile kapli bu
DNA ve RNA paketlerinin apopitotik saliveriimesi ile gerceklesmektedir (67).

Buna ek olarak son vyillarda baz diger teoriler de gindeme gelmeye
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baglamigtir. Tesadlifen meydana gelen kiriklar veya nekrozis, fetal nukleik
asidin serbest sekilde salinimina neden oluyor olabilir. Aponekrozis olarak
adlandirilan ve trofoblastik materyalin serbest olarak salinimini acgiklayan bir
baska goris de mevcuttur. Bu mekanizma hucrenin nekrotik disintegrasyonunu
takip eden apopitotik surecin inkomplet kalmasiyla agiklanmaktadir (68).
Sinsityotrofoblastlardaki normal yaglanma sureci ve bu apopitoz surecinin
son evresi uygun sekilde fonksiyon gbremez ise geg¢ apopitotik nikleusun
paketlenmesi degisebilecek ve bu durumda normal apopitotik salinim
tamamlanamayacak, daha ¢ok nekroza benzer bir mekanizma ile
sonuglanacaktir. Bu nedenle bu mekanizma aponekrotik mekanizma olarak
adlandiriimaktadir. Bu durum hipoksik kosullardaki villoz hicre kultlrlerinde
sinsityotofoblast sitoplazmasi igindeki apopitotik DNA yidinlarinda gosterilmigtir
(67). Apopitozis ve aponekrozis yolu ile sinsityotrofoblastlardan salinan hucre
digi serbest veya membranlar ile ¢evrelenmis mikro-partikiller seklindeki DNA
materyali maternal dolagsima kagmaktadir. Bununla birlikte bu partikillerin
kaynaklandidi yerleri arastiran invitro calismalara ek olarak invivo calismalar

da gerekmektedir.

RT-PCR

RT-PCR floresan boyalar kullanilarak gergcek zamanl olarak DNA’nin
belirlenmesi ve miktarinin gdsteriimesi teknigidir ve DNA zincirinin 6nceden
belirlenen bir bdlgesinin  ¢ogaltmak igin  kullanilir (69). Polimeraz  zincir
reaksiyonu, molekuler genetik alaninda devrim niteligi tasiyan bir ydntemdir.
Son yillarda PCR reaksiyonunda sicaklik donguleri saglamak igin kullanilan

cihazlarin hassas olgcum aletleriyle birlestirimesi, “Real- Time PCR” olarak
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adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. Real — time PCR,
geleneksel PCR’In uygulama alanini artirrken PCR’la iligkili pek ¢ok
laboratuar sorununa da ¢6zim getirmigtir. Bu yontem sayesinde DNA ve RNA
ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa surede analiz edilebilmekte, c¢ok
sayida ornek son derece az kontaminasyon riskiyle guvenle calisilabilmektedir

(70).

RT-PCR’de Urlnlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle,
agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor o6tesi i1sik altinda goérintllenmesi
gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Geleneksel PCR’dan farkli
olarak, genin baslangictaki miktarinin tayini de yapilabilmektedir. “Real — time
PCR” d{rdnlerinin  kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 06zgin olmayan
floresan boyalardan (SYBR Green) ya da diziye 6zglin boya isaretli
problardan (Tagman) yararlaniimaktadir (71). Olusan drin miktari reaksiyon
boyunca olusan Urin miktariyla orantih olarak artan floresan boya ve
problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilir. Sonucglar aninda alinmakta,
kontaminasyon riski azalarak tum igslemler sicaklik donguleri baglayinca
otomatik olarak devam etmektedir (72). Klinik uygulamalari giderek artan
‘Real — time PCR” sistemleri enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda, gen anlatimi
ve kromozom bozukluklarinin analizinde, nokta mutasyonlarinin

belirlenmesinde, patojenlerin saptanmasinda siklikla kullaniimaktadir (73).
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Fetal RhD tayininin klinik kullanimi

1990 larin ortalarindan itibaren rutin antenatal anti D immunoglobulin
uygulamasi devreye girmis ve kan uyusmazligina bagh fetal kayiplar yaklasik
%1.2 den % 0.28° e kadar dusurulebilmistir. 2008 yilinda yayinlanan NICE
kilavuzunda 28. Haftada tek doz vyapilan anti D immunoglobulinin
yapiimasinin maliyet — etkinlik agisindan uygun oldugu bildiriimigtir ancak
yapilan calismalar Rh negatif gebelerin %40 ‘inin bebeklerinin Rh negatif
oldugunu ve bu gebelere gereksiz anti D immunoglobulin uygulandigini ortaya
koymustur. Anne kaninda serbest fetal DNA ve fetal RhD geninin
saptanmasi invaziv olmayan bir ydntemle bebegin Rh durumunun
saptanmasini saglamaktadir. ilk trimesterden itibaren, fetal Rh durumunu
bilinmesi halinde Rh negatif oldugu bilinen fetuslarda, gereksiz kan Urinu
uygulamasi yapilmayabilecek ve Rh pozitif oldugu bilinen fetuslar hidrops riski

acisindan daha yakindan takip edilebilecektir (38, 74).
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YONTEM

Calisma istanbul Bilim Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve
Dogum Anabilim Dali, Istanbul Bilim Universitesi Tip Fakiltesi Molekdler
Biyoloji ve Genetik Bolimu ve Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiler
Biyoloji ve Genetik Bolumu bunyesinde gercgeklestirildi. Prospektif, randomize
olmayan, tek merkezli olarak tasarlanan bu calismaya Rh uygunsuzlugu olan ve
5. gestasyonel haftanin Ustliinde olan gebeler dahil edildi. Calismaya dahil edilen
tum gebelerin gebelikleri ve gebelik haftalar klinik, biyokimyasal ve sonografik
incelemelerle teyit edildi. Calismaya dahil olan tim gebelere calisma hakkinda
ayrintili bilgi verildi ve hepsine aydinlatiimis gonulli olur formu imzalatildi.

Su kriterlere sahip olan bireyler calismanin disinda birakildi: 1. Calismaya
katimak i¢cin gonulli olmayan veya aydinlatimig gondlld olur formunu
imzalamak istemeyenler, 2. Gebelikleri dusuk ile sonuglanan veya tibbi tahliye
yapilanlar, 3. Cogul gebelidi olanlar.

Calismaya dahil olan gebelerden vakuteynir sistemi ile 6nkol venlerinden
yaklasik 10 ml periferik kan o6rnegi alindi. Numuneler EDTA'LW tip iginde
muhafaza edildi. Tupe alinan numuneler 5000 devir/dakika 15 dakika
santrifije edildikten sonra, elde edilen plazma 15 mllik tipe aktarild.
Numuneler, bu tup icinde DNA izolasyonu islemine dek korunmak uUzere -
80°C’de saklandi.

DNA analizi icin gerekli islemler istanbul Bilim Universitesi Tip Fakiiltesi
Genetik Laboratuvari ve istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji

ve Genetik Bolumia Genetik Laboratuvar’nda yuratalda.
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On Hazirhk

lleri ve geri primerler ile Tagman prob liyofilize halde temin edildi.
Kullanima en uygun olan 50 pM’lik ana stogu elde etmek igin kati haldeki
primerler 105 pl, prob ise 57 pl su ile sulandirildi. Ana stoklar da x10’luk
sulandinmlar ile deneyde kullanilacak hale getirildi. “Elution Buffer” kullanimdan

once 70°C’hk su banyosunda bekletildi.

DNA izolasyonu

Maternal plazmadan total serbest DNA izolasyonu “High Pure PCR
Template Preparation Kit” kullanim kilavuzunun serbest DNA izolasyonu
islemine uygun olarak yapildi. Oncelikle -80°C’'de saklanan numuneler
eritilerek 13000 devir/dakika devirle 10 dakika boyunca santrifije edildi ve Ust
sivilar alindi. Her o6rnege 200 pl “Binding Buffer” ve 40 pyl proteinaz K
eklenerek 70°C’llk su banyosunda 10 dakika bekletildi. Uzerine 100 pl
izopropanol de eklenerek, toplam karisimlar sizgecli ependorfa alindi. Tim
sivilar alt tlplere gecene kadar santrifije edildi. Ependorflara 500 pl
“Inhibitory Buffer” eklendi ve santrifuje edildi. Ardindan her defasinda 500 upl
“‘Wash Buffer” eklenerek iki santrifij daha yapildi. Suzgegli ependorflara 50 pl
“Elution Buffer” eklendi ve santrifijden sonra icinde serbest DNA'yi
bulunduran alt tap alinarak “Real Time PCR”In yapilacagi gune kadar -

20°C’de muhafaza edildi.
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RT-PCR analizi

Tablo-1'deki igerik ve Tablo-2’de belirtilen sartlar altinda RhD’ye ait ekson 7
bolgesine 6zgun primerler (5-CTC CAT CAT GGG CTA CAA-3’, 5- CCG GCT
CCG ACG GTA TC-3’) , Tagman prob (5 FAM AGC AGC ACA ATG TAG ATG
TAG ATG ATC TCT CCA TAMRA-3’) , FAM (karboksifloresan) ve TAMRA (6-
karboksitetrametilrodamin) igsaretli problar kullanilarak, gen tayini icin Real Time
PCR gergeklestirildi. Pozitif kontrol i¢cin RhD geni, kontaminasyon tayini icin
NTC kullanildi. PCR igin DNA varligini dogrulamak amaciyla tim 6rnekler PCR

oncesinde spektrofotometrede analiz edildi.
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Bilesenler Hacim (ul) Derisim (nM)
TagMan prob
Prob 1 1 25
Prob 2 1
lleri primer 0.6 300
Geri primer 0.6 300
dH,O 3.7 -
Kalip DNA 50(ng) -
Master Mix 25 -
Tablo 4: RT-PCR’de kullanilan icerik.
Segment 1 Segment 2
Sicaklk (°C) 95 95 60
Sire (saniye) 600 15 60
Doéngu 1 50 50

Tablo-5: RT-PCR doéngu sartlari.
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BULGULAR

Calismaya alinan hastalarin gebelikleri, son adet tarihine gbére 6 ve 24.
haftalar arasinda deg@ismekte olup ilk trimester ultrasonografisi ile dogrulanmistir.
Ortalama gestasyonel yas 13.9 hafta bulunmustur. Sonuglar, bebeklerin kan
gruplariyla karsilastirildiginda Real - time PCR ile negatif sonu¢ saptananlarin
hepsi RhD(-), ancak pozitif saptanan 47 olgudan bir tanesinin RhD (-) oldugu
tespit edildi. Yanlis pozitif sonug elde ettigimiz gebeden o6rnek aldigimizda
gebeliginin 24. haftasindaydi. Rh uygunsuzlugu bulunan bu gebelerdeki maternal
hicre digi serbest fetal DNA’da Rh  genotiplendirmesini takiben 1. trimester
orneklerinde, 2.trimestr orneklerinde ve toplamda c¢alismanin spesifite, sensitivite,
negatif ve pozitif prediktif degerleri hesaplandi. $ekil 9'da real-time PCR ile yapilan
degerlendirmelerin grafikleri izlenmektedir.

Rh (-) oldugu bilinen 51 gebe kadina ait total DNA, pozitif ve negatif
kontroller ile NTC “Tagman prob” yontemi ile analiz edildi. Gebeliginin 10.
haftasinda spontan abortus ile sonuglanan bir olgu ¢alismadan ¢ikartildi.
Calisma sonucunda negatif kontrol, NTC ve 4 o6rnek RhD (-), pozitif kontrol
ve 46 oOrnek ise RhD (+) olarak bulundu. Gebelerden 28 tanesi ilk
trimesterde iken, 22 tanesi ikinci trimesterdeydi. Birinci trimester orneklerinin
ortalama haftasi 8.78, ikinci trimester drneklerinin ortalama haftasi 20.4 idi. Birinci

ve ikinci trimester maternal serum oOrnekleri siniflandirilarak degerlendirildiginde;
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birinci trimester ornekleri igerisinde 3 yenidoganin serolojisi Rh (-) ve 25 tanesinin
seroloji ise Rh (+) olarak belirlendi. PCR sonuglarina bakildiginda yalanci negatif
ve yalanci pozitif sonu¢ bulunmamaktadir. Buradan birinci trimester érnekleri alinan
gebelerin sonuglarina gore sensitivite %100, spesifite %100, PPV % 100, ve NPV

% 0 ve
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Sekil 9: RT-PCR grafigi.

toplamda dogruluk %100 olarak hesaplanmistir. Ikinci trimester érnekleri igerisinde;
1 yenidoganin serolojisi Rh (-) ve 21 bebeginki de Rh (+) olarak belirlendi. PCR
sonuglarina bakildiginda; 1 yalanci pozitif sonu¢ gorulmus ve vyalanci negatif
sonu¢ saptanmamigtir. Buradan ikinci trimestr serumlari alinan gebelerin
sonuglarina bakildiginda sensitivite %100, spesifite % 66.6, PPV % 95, ve NPV %
0 olarak bulunmustur. Ikinci trimestr 6rneklerinde toplamda dogruluk orani ise %

95.23 olarak hesaplandi .
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no yas gravida parite hafta ¢alisma sonucu gercek sonug
1 32 1 0 6 pozitif pozitif
2 28 1 0 12 pozitif pozitif
3 30 1 0 12 pozitif pozitif
4 19 1 0 12 pozitif pozitif
5 30 2 1 16 pozitif pozitif
6 29 2 0 16 pozitif pozitif
7 25 1 0 6 pozitif pozitif
8 27 1 0 12 pozitif pozitif
9 31 2 0 6 pozitif pozitif
10 25 1 0 5 pozitif pozitif
11 20 1 0 12 pozitif pozitif
12 36 3 2 16 pozitif pozitif
13 34 1 0 20 pozitif pozitif
14 32 1 0 12 pozitif pozitif
15 33 2 1 6 pozitif pozitif
16 29 1 0 12 pozitif pozitif
17 38 2 0 20 pozitif pozitif
18 24 1 0 24 pozitif pozitif
19 29 1 0 12 pozitif pozitif
20 23 1 0 6 pozitif pozitif
21 30 2 0 24 pozitif pozitif
22 27 1 0 5 pozitif pozitif
23 32 3 1 16 pozitif pozitif
24 29 2 1 5 pozitif pozitif
25 31 1 0 16 pozitif pozitif
26 33 1 0 24 pozitif pozitif
27 30 3 1 24 pozitif negatif
28 29 2 0 12 pozitif pozitif
29 39 4 0 12 pozitif pozitif
30 24 1 0 16 pozitif pozitif
31 22 1 0 20 pozitif pozitif

33 28 1 0 8 pozitif pozitif
4 3 3 1 12 negaf  negaf
35 30 1 0 8 pozitif pozitif
36 35 2 0 7 pozitif pozitif
37 32 1 0 24 pozitif pozitif
38 30 1 0 5 pozitif pozitif
39 28 1 0 10 pozitif pozitif
40 24 1 0 16 negaf  negaif
41 31 3 0 20 pozitif pozitif
42 30 1 0 25 pozitif pozitif
43 35 2 1 24 pozitif pozitif
44 34 1 0 8 pozitif pozitif
45 25 1 0 16 pozitif pozitif
4 2210 24 onegaf  onegaf
a7 29 2 0 24 pozitif pozitif
48 31 1 0 24 pozitif pozitif
49 34 3 2 12 pozitif pozitif
50 21 1 0 6 pozitif pozitif

Tablo 7: calisma sonuclari.



TARTISMA

Serbest fetal DNA'nin kesfinden sonra dodum oncesi prenatal tanida ¢ok
bayuk bir ilerleme kaydedildi. Bu sure iginde gergeklestirilen arastirmalar
dogum Oncesi fetal cinsiyet tayinini, paternal kaltimla iletilen tek gen
hastaliklarini, hemolitik hastalik tasiyanlarin tespitini bir gergeklik haline getirdi.

Yapilan c¢alismalardaki %981 bulan dogruluk oranlari yakin bir zamanda
kadinlarda fetal RhD tayininin rutin olarak uygulanabilecedi ve insan kaynakli
Anti D kullaniminin anlamli gsekilde azalacagini gostermektedir (72). Fetal DNA
gebeligin 5. haftasindan itibaren anne kaninda tespit edilmekte, dogumun
hemen sonrasinda hizla yikilmaktadir. Anne kanindaki total serbest DNA’nin
yalnizca %3-6’ sI fetal kaynakhdir (3,75). Bizim ¢alismamizda da gebelerin 5.
haftasindan itibaren Rh uygunsuzlugu olan tim gebelerden kan alindi. Son
zamanlarda gelisen PCR teknikleriyle hassaslik artsa da karsilagilan en buyuk
zorluk saf ve vyuksek Olcekte fetal DNA izolasyonudur. Bu izolasyona
ulasiimasiyla birlikte invazif girisimlere olan ihtiya¢ azalacaktir.

Bizim calismamizda 46 hastanin bebegi Rh (+), 4 hastanin bebegi Rh (-)
olarak saptanmis ancak bebekler dogduktan sonra yapilan testlerde Rh (+)
oldugu dusinulen bebeklerden bir tanesi Rh (-) c¢ikmistir. Bu dogrultuda
calismamizin dogruluk orani %98'dir. %2 yanhs pozitif sonucumuzun daha
once bazi caligmalarda da ortaya konmus olan RhD pseudogen (RHDWY)

veya RHD-CE-Ds hibrit gen ile iligkili olabilecegini dusunuyoruz (76, 77, 78).
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Daha once 40 hastalik bir calismada bir fetusun exon 10 ile negatif, exon
7 ile pozitif oldugu, iki fetusun da exon 7 ile negatif exon 10 ile pozitif
oldugu saptanmig bu farkh sonuglar RHDWY alelinin maternal RhD
ekspresyonuna atfedilmistir (79). Biz, c¢alismamizda sadece RhD exon 7
bolgesini c¢alistik. RhD negatif oldugu halde c¢alismamizda RhD pozitif
saptanan olguda da RHDWY aleli olabilecegini ve exon 10 bdlgesini
calismadigimiz icin  bu vyanhs pozitif sonucu alabilmis olabilecegimizi
dustunmekteyiz.

Yapilan bir c¢alismada yanlis pozitif sonuglarin etnik koken ile iligkili
olabilecegi vurgulanmistir. Kafkas bolgesinde yasayanlarda genetik yapinin
harmanlanmasina ragmen RhD negatif bireylerde delesyonlar yogun olarak
saptanabilmektedir. Afrika’da Rh negatif bireylerde RhD sekansi bulunmakta
ancak D antijeni Uretmemektedir. Bu sekanslar da RhD pseudogenleridir (80).
Yapilan c¢alismada Afrika’da pseudogen dagihmlari Afrika zencilerinde,
Amerikali- Afrikalilar'da ve zenci guney Afrikalilar'da farklihk gostermektedir
(81). Bu nedenle calisilan grubun etnik kdkenini bilmek ¢ok onemlidir. Bizim
toplumumuz icin net bir veri bulunmamaktadir anca Gunel ve arkadaslarinin
yaptigi 40 hastalik bir galismada 2 hastada RHDWY pseudogen saptanmistir.
Hasta sayisinin az olmasi nedeniyle bu orani toplumuza uyarlamak zordur,
RHDW pseudogenin ¢ok sik gorulmedigi c¢ikarimi yapilabilir. Ancak yine de
calisma sonucunda vyanls pozitif ve yanlis negatif sonuglarin en aza
indirgenebilmesi icin  RHD geninin  birden ¢ok bdlgesinin  PCR le
amplifikasyonu gereklidir (79).

Toplumda yaklagik % 0.2 - % 1 civarinda “zayif D” fenotipi mevcuttur (82).

Tip 1 ve tip 2 ye ayrilan zayif D varyantlarindan tip 2 de diger Rh grubu
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antijenleri kadar immunizasyona yol acabilir (83). Tip 1 zayif variant D’lerde
ise immunizasyon bildiriimemistir (84). Denomme tarafindan yapilan c¢alismada
1022 oOrnek test edilmis 2 hastada zayif D varyanti oldugu gortlmustar. Bu
iki hastada serolojik test sonucu RhD pozitif saptanmig bukkal mukozadan
alinan doku ornegindeki DNA'sinin real time PCR sonucu RhD negatif olarak
tespit edilmigtir, (85) benzer gsekilde Minon ve arkadaslann 563 hastalik
serilerinde 3 hastada serolojik testlerin negatif sonug verdigini ancak real time
PCR tetkiklerinin pozitif sonuglandigini bildirmis, Roulliac ve arkadaslarinin
calismasinda 2 hastada uyumsuzluk, Van der Shoot ve arkadaslarinin
calismasinda da 5 hastada uyumsuzluk Dbildirilmigtir (76,86,87). Bizim
calismamizda da bir hasta serolojik olarak negatifken Real time PCR da
pozitif saptanmigtir. Bebegin kaninin serolojik kontroli tekrarlanmis ve sonug
degdismemigtir. Hasta ileri tetikiki kabul etmediginden dolayr zayif D varyanti
taramasi yapilamamistir. Serolojik testler fetusta oldugu gibi annede de kan
grubu belirlenmesinde sikintilara yol acgabilir. Flegel ve arkadaslari RhD
negatif olduklari bilinen hastalarin zayif varyantlarini taramig, sonug¢ olarak
serolojik testlerin annedeki zayif D varyantini taniyamadigini ortaya koymustur.
Zayif variant tip 1 gebelere profilaktik antiD immunoglobulin uygulamasi
yapilmasinin gerekli olmayabilecegini, bu gerekliligin fetal RhD durumunun
belirlenmesiyle ortaya konabileceg@ini bildirmiglerdir (83).

RHD’nin genetik varyantlarinin tam RhD ekspresyonu yapamamasindan
dolayr genotipik olarak RhD pozitif, fenotipik olarak RhD negatif fetus
insidansi  %0.8'dir (88,89). Bu vyanhls pozitfiliklerin klinik énemi fazla degildir
¢unkld bunun yol acacagi problem sadece bir kag anne adayinin gereksiz

yere Anti D immunoglobulin almaya devam etmesidir (90). Aslinda bu
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fetuslarda da serolojik olarak tespit edilemeyen, dusik miktarlarda RhD
antijen Uretimi olabileceginden bu gebelerin asilanmasi makul gorinmektedir
(90).

Yanhs negatif sonuglar, yanhs pozitif sonuglara gore daha ciddi bir problem
teskil etmektedirler ¢linkd bu gebelere antenatal D immunoglobulin profilaksisi
yapilmamis olacaktir ki antenatal profilaksi ile % 0.3 civarinda gorulen
alloimmunizasyon sadece dogumdan sonra yapilan Anti — D immunoglobulin
ile % 1 civarindadir. NICE kilavuzlarina gore 28 ve 34. Haftalarda uygulanan
anti D immunoglobulin ile RhD negatif kadinlardan 1/86000 inin bir sonraki
gebeliginde sorun olacaktir. Duyarhlik gelisen gebeliklerin % 5’inde fetal veya
neonatal 6lim, %5’'inde ise ciddi gelisimsel sorunlar ortaya c¢ikacaktir. Bu
nedenle yanhs negatif sonug, 860000 kadinda bir gorlilen fetal veya neonatal
o0lum ve ciddi gelisimsel problemli cocuk vakalarina bir vaka ekleyecektir (38).

Bizim c¢alismamizda o&rneklerin higbirinde anlamsiz amplifikasyonlar
izlenmemis, kontaminasyona rastlanmamistir. Calismaya dahil edilen 50
hastanin 5 tanesinin RhD negatif oldugu tespit edilmigtir. Aslinda toplumdaki
Rh negatif kadinlarin %40'inin  Rh negatif fetus tasidigi bilinmektedir (91)
ancak bizim c¢alismamizda bu oran %10 olarak tespit edilmistir. Oranlardaki
bu farklihk muhtemelen calisma grubumuzdaki hasta sayisinin az olmasindan
kaynaklanmaktadir. RhD negatif fetuslarin toplum ortalamasindan daha az
bulunmus olmasinin  muhtemel bir sebebi de c¢alisma grubumuzdaki
heterozigot babalarin toplum genelinden fazla oranda olmasidir. Yanlis negatif
sonuglara sebep olan, anlatim yapamayan ya da duslk seviyede anlatim
yapan RhD varyantlari toplumumuzda bulunmamaktadir. Yanhs pozitif

sonuglarin varligi ise Rh negatif fetuslarin oraninin daha da artmasi anlamina
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geleceginden sonuglarimiz her durumda, fetal RhD tayininin bir gergeklik
haline gelmesinin sanilandan daha buyuk yararlari olacagini gostermektedir.

RT-PCR kullanimina ragmen vyanlis pozitif sonu¢ elde edilmesinin bir
nedenin de materyalin transport zamaninin  uzun olmasi  oldugu
dusundlmektedir. Muller ve arkadaslari c¢alismalarinda 6 gun oda 1sisinda
bekleyen orneklerdeki fetal DNA oraninin degigsmedigini ancak anneye ait
DNA'nin  konsantrasyonunun arttigini  ve bu nedenle maternal DNA
kontaminasyon riskinin  arttabilecegini  bildirmigler bu nedenle guvenilir
sonuglar elde edebilmek i¢cin 5 gunden fazla beklemis olan materyali
calismaya dahil etmeme karari almiglardir (74). Minon ve arkadaglari 48
saatten fazla beklemis Oorneklerle c¢alismayl glvensiz olarak tanimlarken,
Finning ve arkadaslari 14 gunden fazla bekleyen &rneklerle yapilan
calismalarda yanhs pozitif sonuglarin arttigini bildirmigtir (86,90).

Bizim ¢alismamizda materyallerin toplanmasi asamasinda &rnekler alinir
alinmaz, santrifiju takiben ilk 48 saat icinde, DNA izolasyonu yapilacak gune
kadar -80 °C'de muhafaza edildi. Bu nedenle vyanhs pozitif sonucun
materyalin transport zamaniyla iligkili oldugunu dusunmuyoruz.

Finning ve arkadaslarinin yaptiklari g¢alisma sonucunda gebelik haftasi
ilerledikce anne plazmasindaki fetal DNA oraninin arttigini gdsteren calisma,
bu calismadan once fetal DNA miktarlarinin ikinci trimesterdeki degerlerinin
birinci trimesterden daha az oldugunu gosteren Smid ve arkadaslarinin
yaptiklari ¢alismayla tezat olusturmaktadir (92,93).

Ornekleme amacgl kan alma zamanini segmek igin anne kanindaki
maksimum fetal DNA konsantrasyonlara ne zaman ulasildiginin belirlenmesi

erken prenatal tani icin 6nemlidir ve daha genis hasta sayili g¢alismalarla bu
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zamanlama teyid edilmelidir. Bizim c¢alismamizda 28 hastadan ilk trimesterde,
22 hastadan ikinci trimesterde kan alinmistir. ik trimester 6rneklerinin
hepsinde Rh durumu dogru olarak tespit edilmig, ikinci trimester alinan
orneklerden bir tanesinde yanlhs pozitif sonug elde edilmigtir. Holtzman
tarafindan yapilan bir metaanalizde 37 c¢alisma irdelenmis, 3261 Ornekte
analiz yapildigi bunlardan % 30’'unda gestasyonel yas ile iligkinin ortaya
kondugu bildirilmistir. Bu hastalarin 240’l ilk trimester, 412 si ikinci trimester,
272si de Uguncu trimesterdeydi ve dogruluk oranlar ilk trimesterde % 90.8,
ikinci trimesterde % 85, Ucguncu trimesterde % 85.3 olarak bildirilmisti. Bu
calismaya gore ilk ve ikinci trimesterler arasinda dogruluk oranlarina anlamli
fark varken ikinci ve dGguncl trimester orneklerinin  dogruluk oranlarinda
anlamli bir fark saptanmamistir (94).

Daha once kuguk hasta gruplariyla yapilan calismalarda anne kanindaki
fetal DNA konsantrasyonu Uzerine etkisi olabilecek 6zel durumlar
arastinimistir.  Preterm  dogum, Preeklampsi gibi plasental fonksiyon
bozukluklarinda anne kanina gecen fetal DNA miktarinin normal gebeliklerden
fazla oldugu tespit edilmistir (72, 95).

Bizim c¢alismamizdaki hastalardan higbirinde gebelige baglh hipertansiyon
veya preterm dogum gorulmemistir. Lo ve arkadaslari benzer bir iligkinin
anormal karyotipe sahip fetus tasiyan annelerde de oldugunu bildirmigtir (96)
ancak yine bizim hasta grubumuzda kromozomal anomalili fetus
bulunmamaktadir. Alberry ve arkadaslarinin yaptigi calismada anembryonik
gebeliklerde de normal gebeliklerdeki kadar serbest fetal DNA bulunmus
olmasi (97) bu fetal DNA’nin apopitoza ugrayan , dolayisiyla DNA’nin

ayristigi,sinsitiyotrofoblastlardan kaynaklanandigina inaniimaktadir. Serbest fetal
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DNA'nin  buyukligine gore dagihmi Uzerine c¢alismalar, ortamalama
bayuklugunun, belirgin sekilde daha buyuk olan maternal DNA pargalarinin
aksine, 300 bp veya daha kuguk oldugunu gostermigtir (98,99).

Pregnancy Associated Placental Protein (PAPP-A) Insulin growth faktor
(IGF) baglayict protein — 4 icin proteazdir dolayisi ile dusuk PAPP-A
seviyeleri yuksek IGF baglayici protein-4 seviyesi ile, dolayisiyla dusuk IGF
ile iligkilidir. Insilin, hicre proliferasyonu ve farklilasmasini  diizenlemek
suretiyle fetusun buylimesinde rol oynamakta ve trofoblast invazyonunda etkin
gorev  ustlenmektedir (100,101). Gebeligin erken dbneminde trofoblast
invazyonunda problem olup plasental gelisim yetersiz oldugunda plasentada
apoptotik sure¢c hizlanmakta, serbest fetal DNA oranlarindaki artisa paralel
olarak PAPP-A seviyelerinde dusme gozlenecektir, ancak bu hipotezi
dogrulamak i¢in calismalara ihtiyag vardir (102). Biz c¢alismamizda serbest

DNA miktarlarini PAPP-A seviyeleriyle karsilagtirmadik.
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SONUG

Calismamizda, Rh uygunsuzlugu bulunan gebelerde, maternal kanda, serbest
fetal DNA'nin genotiplendirmesinde real-time PCR kullaniminin etkinligini arastirdik.
Maternal kanda serbest fetal DNA genotiplendirmesiyle, bu amagla yapilan invaziv
yontemlere ait riskleri ortadan kaldirmayi, Rh D (-) fetus tasiyan Rh D (-) gebelere,
elde edilmesi kolay olmayan bir kan drununin gereksiz yere uygulanmasini
sinirlandirmayi,Rh D (+) fetus tasidigi bilinen Rh D (-) gebelerin hidrops agisindan
daha yakindan takibinin mimkun olmasini amagcladik.

Calismamizin sonucunda, literatlrle paralel olarak, maternal kandan serbest fetal
DNA izolasyonu ve RhD durumunun belirlenmesinin yuksek duyarhlik ve 6zgullikle
yapilabilecegini saptadik. Calismamizda ortaya g¢ikan yanhs pozitif sonucu, sadece
exon 7 bolgesini ¢alismis olmamiza bagliyoruz ve genin daha fazla bolgesinin
cahsilarak yanhs pozitif sonuglarin azalabilecegini disunuyoruz.

Gelecekte, bu konuda yapilacak ¢alismalarin daha yuksek hasta populasyonu ile
yapilmasi, yanhs pozitif ve yanlis negatif sonucglarin nedenlerini arastirmaya
yogunlasiimasi uygun olur. Bu sayede, fetusun DNA’sinin anne kaninda guvenilir
bir sekilde saptanabilir hale gelmesinden sonra, perinatolojide bir ¢igir agacak olan

anoploidilerin, non invazif olarak saptanmasi mumkun olabilecektir.
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