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1.GIRIS ve AMAC

Dogum o6ncesi genetik tani, son yillarda hizla ilerleme kaydeden bir arastirma
konusudur. 1950'lerde genetik danigmanlik elde olan tek imkandi. Ciftler taninmig birkag
'mendelian' gecisli hastaligin tekrarlama riski agisindan bilgilendirilmekte ancak bu
ciftlere hicbir tan1 ya da islem yapilmamaktaydi (1). 100 yili agkin bir siiredir kullanilan
'amniyosentez' tekniginin genetik arastirma amach ilk kullanimi 1956 yilinda rapor
edilmis, Fuchs ve Riis (2) ‘Barr cisimcigi’nin var olup olmadigimi inceleyerek bu yolla
prenatal cinsiyet tayini yapmayi basarmislardir. Takip eden yillarda, Hemofili A,
Duchenne Kas Distrofisi gibi cinsiyete bagli genetik hastaliklarin tanilart bu teknik ile
konulmustur. 1968 yilinda ise amnion sivisindan kiiltiire edilen fetal hiicreler ile ilk
prenatal trisomi 21 tamist konulmustur (3). Bu gelismeleri takiben Koriyonik Villus
Orneklemesi (CVS) teknigi giindeme gelmis, 1982-1984 yillar1 arasinda bu teknikle
gebeligin ilk 3 ayinda prenatal taninin uygulanabilirligi gosterilmistir (4).

Babalik tayini ise; 1984'de 'DNA parmak izi- DNA Fingerprint' ¢aligmalari
sonu¢lanana kadar, ABO, MN ve Rh sistemlerinde kan gruplarinin tespiti ve
karsilagtirilmasinin 6tesine gegememistir. Bu sistemlerin ayirt etme giicli %40 olasilikta
kalmis ve 1970'lerde insan L&kosit Antijenlerinin (HLA) de bu calismalara dahil

edilmesiyle bu oran ancak %80'lere ulagmustir (5,6).

DNA'nin dogrudan molekiiler genetik yontemlerle incelenebilmesi dogum &ncesi
babalik tayini i¢in de O6nemli bir gelisme olmustur. Ancak materyal elde etmek igin
bagvurulan amniosentez, CVS ve kordosentez gibi yontemler hem uygulanabilirlik
stireleri, hem de igerdikleri ciddi riskler bakimindan 6zellikle dogum 6ncesi babalik tayini
icin olabildigince nadir kullanilmaktadir (7). Gebeligin ortalama 15-18nci haftalari
arasinda uygulanan amniosentez ve 11-13 haftalar1 arasi uygulanan CVS teknikleri
yaklasik olarak %1 oraninda abortus riski tasimakta olup 10 ncu haftadan 6nce uygulanan

CVS' lerde ilave olarak ciddi kol ve bacak anomalileri rapor edilmistir (8-10).

Tiim bu problemler, 6zellikle adli amagli dogum Oncesi babalik tayinleri igin

girisimsel olmayan yontemlerin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir (7). 1893 yilinda



Alman arastirict Schmorl(11) tarafindan eklampsi nedeniyle 6len gebe kadinlarin kan
dolagiminda saptanan trofoblastlar ile baglayan c¢alismalar, lenfosit, graniilositler,
eritroblastlar ve hematopoetik kok hiicre caligmalart ile devam etmistir. Anne kanindaki
fetlise ait hiicrelerin dogum oOncesi genetik tanida kullanilabilmeleri igin belli kriterler
saglanmalidir. Bu hiicreler tiim hamile kadinlarda ve gebeligin erken déneminde yeterli
miktarda bulunmali, bir sonraki gebelikte anne kaninda varliklarin1 devam ettirmemeli ve
maternal hiicrelerden ayrimlarini saglayabilecek kendilerine 6zgii markerlar1 olmalidir.
Bu kriterlerin hepsinin ayni anda bir hiicre tipinde saglanamamasina ek olarak genetik
mozaizm nedeniyle saglikli bir karyotip elde edilememesi ve ilave zenginlestirme

islemlerinin gerekliligi gibi sorunlar bu ¢alismalart kisitlamistir (12).

1997 yilinda Lo ve ark. (13) anne plazma ve serumunda fetiise ait serbest
DNA’lan tespit etmislerdir. Fetal hiicrelere kiyasla miktarlarinin fazla olmasi, ilk
trimesterde tespit edilebilmeleri ve dogumdan kisa bir siire sonra maternal kandan
temizlenmeleri gibi ek avantajlar1 da olan serbest fetal DNA'lar ile yapilan ilk dogum
oncesi babalik tayini, 2008 yilinda Wagner ve ark. (14) tarafindan rapor edilmistir.
Maternal otozomal DNA’nin supresyonu nedeniyle sadece Y kromozomu {izerinde olsa

da babalik tayini agisindan basar1 elde edilmistir (15,16).

Babalik tayinini zorunlu kilan cinsel saldiri, bosanma gibi adli olaylarda dogum
Oncesi tespitin, konuyla ilgili bir¢ok soruna ¢oziim getirebilecegi diisiiniilmektedir. Cinsel
saldir1 sonucu hamile kalmis bir kadmin analiz i¢in gebeligin ilerleyen asamalarini
beklemek zorunda kalmasi, uygulanacak girisimsel tekniklerin doguracagi saglik
problemleri, bir yasal esin varlig1 s6z konusu oldugunda gebeligin devami hususunda
karar verilebilmesi; oniine gecilmesi gereken problemler arasindadir (7). Bu sorunlarin
¢Oziimii adli slirecin hizlandirilmasina da katkida bulunabilecektir. Bu ¢alismanin amaci,
anne kanindan serbest fetal DNA analizi yontemiyle dogum oOncesi babalik tayininin

Tirkiye'de rutin uygulamada yer alan kurumlarda kullanilabilirligini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. BABALIK TAYINi:

Adli DNA analizlerin en oOnemli kullanim alanlarindan biri otozomal,
mitokondriyal ve Y- kromozomal DNA ozelliklerinin degerlendirilmesi ile anne- baba
baglantili soy bagi tespitinin yapilmasidir (17). Babalik testi denilen analiz; temelde bir
erkegin, bir ¢ocugun biyolojik babasi olup olmadiginin incelenmesidir (18). Bu testlerin
bilimsel temeli, tek yumurta ikizleri disinda her bireyin, incelenen gen bolgeleri agisindan
benzersiz olmasina dayanmaktadir. Mendelian gecis kurallari, biyolojik olarak yakin
kisilerin benzer alleller tasidiklarii géstermektedir. Bu baglamda soy bagi tespiti;
genetik aktarim kurallarina uygun olarak yarisi anne ve yarist baba kaynakli genetik

materyalin uyumunun arastirilmasina dayanmaktadir (17).

Bu incelemelerin bilimsel yontemlerle yapilamadigi donemlerde bircok farkli
iilkenin ¢06ziim igin ilging yasal diizenlemeler yaptiklar1 bilinmektedir. Eski Roma
Imparatorlugu'nda zina, hayat kadimlar1 ile ve ensest iliski sonucu dogan g¢ocuklar
(incestuosi), babalardan hicbir hak talep edememekteydi. VI.yy' da Roma imparatoru
Justanian tarafindan hazirlatilan "corpusiuriscivilis” ile degisen bu durum, bazi davalarda
nafaka talebini miimkiin kilmaktaydi. Fakat bu gibi cinsel davalarda, erkegin délleme ve
erekte olabilme kabiliyeti, "cogressus" denilen bashemsire, cerrah ve rahipten olusan
meclisin oniinde kamtlanmak durumundaydi (19). Eski Ingiliz ve Amerika Birlesik
Devletleri yasalarina gore de; erkek impotansini veya dollenme tarihinde iilke sinirlar
disinda oldugunu ispatlayamadig: taktirde, dogan ¢ocugun babasi kabul edilmekteydi
(18). 1912 yilma kadar Fransa'da, 1942 yilina kadar ise Italya'da, yalnizca anne
kacirilmigssa ve hamile kalma tarihleri olayla uyumlu ise dava agilmasi miimkiin
olabilmekteydi (20). Bu donemlerde kulak, ¢ene , burun, yiiz sekli gibi anatomik
ozellikler ile baz1 fizyolojik ve patolojik benzerlikler kesinligi olmayan yardimci bulgular

olarak kullanilmaktaydi (18).



1575 yilinda Roénesansin iinlii Fransiz cerrahi Ambroise Paré (1509-1590),
anatomik caligmalarim1  baz alarak yazdigi makalesinde congressus'un karar
mekanizmasini elestirmis ve insanlarin tanimadiklar1 ve korktuklari kisilerin Oniinde
cinsel iktidarhiliklarin1 ispatlayamayacaklarimi savunmus, ancak bu yazilarim

yayinlamaya cesaret edememistir (19).

Sekil 1: Congressus'da yapilan bir cinsel iktidar muayenesi (Medievial Manuscript, MS
W133, folio 277, The Walters Art Museum, Baltimore) (19).

1600'li yillarda mikroskobun kesfi ve ardindan 1677 yilinda Johann Ham'in
(1651-1723) spermatozoayr bulusu Onemli birer gelisme olmustur. 1900'1i yillarin
baslarinda Karl Landsteiner tarafindan ABO kan grup antijenlerinin bulunmasi ve 1920'li
yillarda kan gruplarinin kalitsal olarak aktarildiginin kesfedilmesi ile babalik tayininde
nispeten daha giivenilir bilimsel teknikler kullanilmaya baglanmistir (19). Yalnizca
%30'luk bir ayirim giiciine sahip bu sisteme ek olarak, 1927'de MN sistemi ve 1940'da Rh
sistemi gibi kalitsal antijenik 6zelliklerin kesfedilmesi bu oran1 % 40'a ¢ikarmustir. Takip
eden yillarda; kirmizi kan hiicreleri disindaki kan hiicrelerinde bulunan bir protein olan

HLA'nn (human leukocyte antigen) incelenmesi ile %80'lik bir giivenilirlik ylizdesi elde



edilmistir. Bununla birlikte, sadece birkag giinliik ve fazla miktarda kan ile galisilabilmesi
gibi dezavantajlar1 nedeniyle HLA ydntemi yaygin bir yontem olarak kullanilamamistir

(5,18,19).

1985 yilinda Jefferys ve ark.'min (21) DNA molekiliiniin kodlama yapmayan
bolgelerindeki ‘'tekrarlayan dizilerin varligl' varsaymm iizerine kurguladiklari 'DNA
Profilleme (DNA Fingerprint-DNA Parmakizi)' yontemini gelistirmelerinin ardindan,
genetik ve adli bir¢ok ¢alismanin yani sira babalik tayini uygulamalarinin da yonii

degismistir (18).

Baslangicta DNA iizerinde bulunan 'minisatellite' ya da 'Degisken Sayida Ardisik
Tekrarlanan Diziler (VNTRs)' olarak adlandirilan gen bolgelerinin kisiye 6zgii tekrar
sayilari, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemi ile
incelenmekteydi. Bu yontemin temeli DNA'nin belirli bir dizilisi taniyan enzimler ile
(Restiiriksiyon Enzimleri) farkli boyut ve dizilimlere sahip gen parcalarina ayrilmasi ve
bu pargalarin elektrik alandan farkli miktarlarda etkilenmeleri prensibine dayanmaktaydi.
Elektroforez ile ayristirilan bu fragmentler isaretli problar kullanilarak goriiniir hale

getirilip analiz edilmekteydi (22,23).(Sekil 2).
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Sekil 2:SouhternBlot teknigi ile DNA analizi

(URL-1, http://www.docstoc.com/docs/115701763/Stages-in-DNA-fingerprinting)



1983’te Kary Banks Mullis’in belirli bir DNA bdlgesini milyonlarca kez
¢ogaltmaya yarayan ve bu sayede ona 1993 Nobel Kimya odiiliinli kazandiracak olan
'Polimeraz Zincir Reaksyonu’nu (PCR) bulmasindan sonra DNA analizleri, ¢ok az
miktarda dahi kimliklendirme yapilmasini saglayacak duyarliliga ulasmistir (22). PCR
tekniginde; 10-100 baz ciftiuzunlugundaki birimlerin organize bir sekilde 20-50 kez
ardarda tekrarlanmasi sonucunda olusan VNTR'ler yerine, 3-7 baz giftinden olusan
iinitelerin 5-25 kez ardi ardina tekrarlanmasi ile olusan 'mikrosatellit' ya da 'Sort Tandem
Repeat- Kisa Tekrarli Diziler (STR)' olarak adlandirilan kisiye 6zgii tekrar dizileri
kullanilmaktadir. TemeliDNA {izerindeki bu parcaciklarin secilerek c¢ogaltilmasina,
boylelikle kimliklendirme i¢in kullanilacak DNA miktarinin arttirilmasina dayanan bu
teknigin 3 ana asamasi bulunmaktadir. Kisaca; farkli sicakliklarda gerceklesen enzim
aktiviteleri sayesinde Once denatiire edilen DNA'min belirli boélgelerinin, takip

edenbaglanma ve uzama asamalari sayesinde milyonlarca kopyasinin olusturulmasi
islemidir (24)(Sekil 3).

PCR : Polymerase Chain Reaction
mwmﬁ‘wwmmm Denaturasyon |
15-60 sn
‘ I T
g gy 94°C-97°C
[ A s
Wmmﬂmmﬂmm Baglanma
LLLL“-LU.LLM y 30-60 sn
: R 47°C-60°C
-*'UJMM%M\MMW
: : ! ' ¥ Uzama
KK > U e | 3 UL g oL s
‘|\‘|/|\/" - \ll\/ Z =~1dk
5 o W -~ | Bl 7S 1) S
W I HI" g 72°C

Sekil 3: PCR Teknigi

(URL-2, http://genotyping.wordpress.com/2007/03/07/polimeraz-zincir-reaksiyonu-pcr-
cok-guclu-bir-teknik/)



PCR spesifik bir DNA pargasimin kopyalarmin primerler tarafindan
yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanmimlanan in vitro bir
yontemdir. Teknigin temeli, hiicre igindeki DNA replikasyonuna benzer bir prensibe
dayanmaktadir. Ilk adimda denatiire edilen DNA sarmal1 agilmakta ve komplementer iki
DNA iplik¢igi elde edilmektedir. Denatiire DNA’ya primer adi verilen, bilinen niikleotid
dizinli, kiigiikmolekiillerin eklenmesi ve boylece DNA iplik¢iklerinin komplementer
dizinleri ile hibritlesmesi ikinci basamagi olusturur. Bir primer, incelenmek istenen
bolgenin hemen baglangicindaki hedef dizinle hibritlesir. Daha sonra bir DNA polimeraz
ile bu primerin hedef dizin boyunca uzamasi saglanir. Boylelikle hedef dizin primer igin
bir kalip olusturur. Ve sonugta bu hedef dizine komplementer (tamamlayici) yeni bir dizin
sentezlenir. DNA'y1 bu sekilde logaritmik olarak gogaltarak, 20 kadar PCR dongiisii ile
baslangigtaki kalibin yaklasik bir milyon kopyasi tiretilmektedir (23,24).

Adli DNA kimliklendirme c¢alismalarinda, ayni iilkenin farkli kriminal
laboratuvarlar1 arasinda, ayrica uluslararasi sugla miicadele c¢ercevesinde hukuki
yardimlagmay1 saglayabilmek ve veri paylagimini anlamli kilabilmek iizere DNA'nin ayni
polimorfik bolgelerinin ¢alisilmasi hedeflenmistir. Bu standartin saglanabilmesi igin
ABD’de 1997 yilinda CODIS (Combined DNA Index System) adiyla bir DNA veri
bankas1 olusturulmaya baslanmigtir. CODIS sistemi i¢inde FBI tarafindan belirlenen 13
STR lokusu yer almaktadir. Bu lokuslar: D3S1358, VWA, FGA, D8S11179, D21S11,
D18S51, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, THO1, TPOX, CSF1PO lokuslaridir.
Gunilimiizde, ceza ya da hukuk davalarinda delil teskil etmek iizere gergeklestirilen DNA
analizlerinde, hangi Dbdélgelerin incelenecegine dair herhangi bir yasal yaptirnm
bulunmamakla birlikte, kriminal laboratuvarlar Uluslar Arasi Polis Birligi (Interpol),
Avrupa Adli Bilimler Ag1 (ENFSI) gibi uluslar aras1 meslek orgiitlerinin tavsiyelerine
bagl kalmaktadirlar (25,26).

DNA profilleme tekniginin adli bilimler alanindaki ilk kullanimi 1986 yilinda
olmustur. Leicester'da 1986 yilinda tecaviiz edilip 6ldiriilen Dawn Ashworth'in Kkatil
zanlis1 olarak yargilanan Richard Buckland'm 1983'de benzer sekilde o6ldiiriilen Linda
Mann isimli gen¢ kizin 6limii ile de ilgisi oldugunu diistinen polisler Alec Jeffreys ve
ekibinden yardim istemislerdir. Olay yerinden elde edilen semen ornekleri ile Richard

Buckland'in kan 6rneginden elde ettikleri DNA profillerini karsilastiran ekip iki cinayetin



de aym kisi tarafindan islendigini onaylamig, fakat bu kisinin Richard Buckland
olmadigini tespit etmislerdir. Takip eden arastirmalar sonucunda Colin Pitchfork'un kan
ornegi analiz edilmis ve suclulugu kanitlanmstir (27). DNA profilleme tekniginin babalik
tayini caligmalarindaki ilk kullanimi ise 1988 yilinda gergeklesmistir (5).

‘Had it not been for DNA fingerprinting, you might still be at liberty’

Life for sex killer who sent
decoy to take genetic text

By Craig Seton

a blood sample.
tum up.

not
The court was told he had

started pestering workmates
take the test for hi

lering one £50 and another

On August 30 last year,
dmitied 10 workmates
had given the sample.
n the group told the

id Pitchfork and Kelly

ested

then seat a sam-
e ork's blood 10

compared with the analysis of

+ semen taken from the mur-

dered pirls. They were 3

perfoct maich.

Putchfork was the first mur-

be

convict

prining Dr Al Jeley,

8, developed_ genctic

niting. or DNA test-

s at Leicester University in

M

fiscovered & repeatedly

ced
fingerprinting
® Geactc fingerprinting was
used 1o prove that 3 man who
raped his st ughter, age
€1l th 10

d 4

Sekil 4: 'The Times' in 23 Ocak 1988 tarihli sayisindan (27)

Nesebin reddi ve babalik gibi konular kamu diizenine iliskin durumlardir. Babalik
konusunda herhangi bir nedenle olugmus siiphenin giderilmesi ve soy bag: ile ilgili
durumun netlesmesi yasal agidan bir zorunluluk olmasimin yani sira bireysel ve sosyal
acidan da Onemli yansimalari olan bir sorundur (18). Bu davalarda, Tirk Medeni
Kanunu’nda belirtilen iki kural sakli kalmak kosuluyla Hukuk Muhakemeleri Kanunu
uygulanir. “Hakim maddi olgular re’sen arastirir ve kamitlar: serbestge takdir eder”

(TMK m.284/b.1), ““ Taraflar ve iigiincii kisiler, soybaginin belirlenmesinde zorunlu olan



ve sagliklart yoniinden tehlike yaratmayan arastirma ve incelemelere riza gostermekle
yiikiimliidiirler. Davali, hakimin én gordiigii aragtirma ve incelemeye riza gostermezse,
hakim durum ve kosullara gore bundan beklenen sonucu, onun aleyhine dogmus
sayabilir’ (TMK m.284/b.2). Hukuk Muhakemeleri Kanunu’nun “Soybagi tespiti i¢in
inceleme” baglikli hiikmiinde; “Uyusmazligin ¢oziimii bakimindan zorunlu ve bilimsel
verilere uygun olmak, ayrica saglik yoniinden bir tehlike olusturmamak sartiyla, herkes,
soybaginmin tespiti amaciyla viicudundan kan ve doku alinmasina katlanmak zorundadir.
Hakli bir sebep olmaksizin bu zorunluluga uyulmamasi halinde, hakim incelemenin zor
kullanarak yapilmasina karar verir. Uciincii kisi tamkliktan ¢ekinme hakki bulundugunu

ileri siirerek bu yiikiimliiliikten kaginamaz” denilmektedir (HMK.m.292).



2.2. PRENATAL TANI

Prenatal tan ailede genetik bir kusurun varlig1 veya bulunabilme riskine iligkin
yapilan iglemler biitiini olarak adlandirilir. Temel anlami ile fetlisdeki hastaliklarin
dogum oncesi donemde tespit edilmesi islemidir. Prenatal taninin amaci, gebeligin etik
acidan terminasyona uygun oldugu donem iginde, risk altindaki fetusda, s6z konusu
genetik hastaliklardan herhangi birinin bulunup bulunmadigim ortaya koymak, ayni
zamanda hastaligin varsa dogum Oncesi tedavisine ve/ veya dogum sonrasi gerekli
onlemlerin alinmasina, tedavi planlanmasina olanak saglamaktir (28). Diinya Saglik
Orgiitii'niin (WHO) 1992 yilinda yaklasik 14 milyon dogum iizerinden elde ettigi verilere
bakildiginda konjenital ve genetik bozukluklarin sikliginin bin canli dogumda 42 oldugu
goriilmektedir (29). Prenatal tan1 yontemleri ile Down Sendromu, kromozom anomalileri,
noral tiip defekti, Spinabifida, Tay Sachs, orak hiicre anemisi, talasemi, kistikfibrozis, kas
distrofisi, Frajil X Sendromu gibi dogumsal defektler ve konjenital bozukluklar dogum

oncesi erken donemde belirlenebilmektedir (15).

1896°da Rontgen WK (30)‘nin X-1sinlarint kesfetmesinin ardindan, bu 1sinlarin
gebelik silirecinde fetiisiin durus bi¢imini tanimlayarak ve herhangi bir anomaliyi
saptayabilmek i¢in kullanilabilecegi ileri siirilmiistiir. Ayni yil gebe bir kadavranin
rontgeni cekilerek fetiis iskeletinin goriintiilenmesi basarilmistir (31). Literatiirde fetal
defekt belirten ilk prenatal tan1 1917 yilinda rapor edilmistir (32). Prenatal taninin genetik
alanda ilk kullanimi ise 1960'larda ger¢eklesmis, Steele ve Breg (33) amniyotik sividan
kiiltiire ettikleri hiicreler ile bir fetiisiin kromozom yapisini belirlemislerdir. Ardindan
koriyonikviliis orneklemesi (CVS) ve perkiitan umbilikal &rnekleme 1970’lerde ve

1980’lerde kullanima girmistir (34).

Prenatal tanida anne g¢evre, fetus ise hasta olarak kabul edilmektedir. Buradaki en
onemli karakteristik doktorun hasta yani fetus ile dogrudan temas edememesidir. Anne
iizerinden yapilacak miidahaleler ve yaklasimlar bebegi dogrudan etkileyecektir (Sekil 2).
Bu sebeple 6zel tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Prenatal tani testleri tarama ve tani
testleri olarak iki grupta degerlendirilebilir. Anne serumu taranmasi, ultrasonografi gibi
girisimsel olmayan (non-invaziv) yoOntemler tarama testleri ig¢inde yer alirken,
koriyonikvillus 6rneklemesi (CVS), amniyosentez ve kordosentez gibi girisimsel

(invaziv) yontemler ise tan1 testleri icerisinde yer almaktadir (28,35).
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Sekil 5: Fetus, uterus ve plasentanin gosterimi.

(URL-3, www.hopkinsmedicine.org)

2.2.1. Babalik Tayininde Prenatal Tan1 Yontemleri

Prenatal babalik tayini ¢aligmalar1 olduk¢a uzun bir tarihe sahiptir. Uzun bir siire
kromozomal heteromorfizm, kan grubu antijenleri, serum enzimleri, HLA tiplemesi
yapilarak gergeklestirilen bu caligmalar yeterince yiiksek babalik indeksi oranlarina
ulasamamustir. Prenatal babalik tayini icin giinlimiizde kullanilan amniyosentez,
kordosentez, CVS, ¢olosentez gibi dogrudan fetiise ait genetik materyal eldesi ile yapilan
caligmalar, yiliksek ylizdelerde dogru sonuglar vermektedir. Bunun yan1 sira
olusturduklar1 maternal ve fetal riskler sebebi ile bu yontemlere adli makamlar tarafindan

nadiren bagvurulmaktadir (6,7,18).
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2.2.1.1. Amniyosentez

Amniyosentez; hamilelik esnasinda uterustan amniyotik sivi Ornegi alinmasi
seklinde uygulanan bilinen en eski prenetal tam1 yontemidir. Besleyici ve koruyucu
nitelikte olan amnion sivisi gesitli biyokimyasal {irlinlerin yani sira, fetiise ait deri,
gastrointestinal sistem ve solunum sistemi hiicrelerini i¢ermektedir. 'Amniyosit' adi
verilen bu hiicreler kiiltiire edildikten sonra fetiise ait genetik materyalin incelenmesi

miimkiin olmaktadir (2).

Yontem ilk kez 1882 yilinda Schatz (36) tarafindan fazla olan amnion sivisinin
miktarini azaltmak i¢in uygulanmistir. 1956 yilinda Fucs ve Riis (2) teknigi genetik
amach olarak ilk defa kullanarak fetal cinsiyet tayini yapmislardir. Metabolik hastalik
olarak 'adrenogenital sendromun' teshisi ilk defa 1965 yilinda amniyosentez ile
konulmustur (37). 1966 yilinda Steel ve Breg'in (33) amniyotik sividan fetal karyotip
tayininin miimkiin oldugunu gostermelerinin ardindan, Valenti ve ark. (38) tarafindan
amniyosentez ile prenatal trisomi 21 tanisi konulmustur. Amniyosentez yoOntemi ile
gerceklestirilen ilk babalik tayini 1993 yilinda Nata ve ark (39) tarafindan rapor
edilmistir. Ulkemizde amniotik sivi kullanilarak yapilan ilk babalik tayini ise 2003
yilinda Agicioglu ve ark. (7) tarafindan gerceklestirilmistir. Oz abisi tarafindan istismara
ugradig1 iddia edilen olguya gebeligin 12. haftasinda amniyosentez uygulanmis ve DNA
analizi sonunda 6z abinin, yiliksek bir babalik indeksi ile bebegin biyolojik babasi oldugu

tespit edilmistir.

Amniyosentez iglemi esnasinda, ultrasonografi esliginde amnion kesesi igine
sokulan bir igne yardimi ile yaklasik 20 ml amniyotik sivi alinmaktadir. Fetlise ait genetik

materyal i¢eren bu sivi kromozom, DNA ve protein analizleri igin kullanilmaktadir (28).
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Sekil 6: Amniyosentez islemi.

(URL-4, www.health.gld.gov.au/consent/html/anatomy_images.asp)

Amniyosentez, erken gebelik haftalarindan itibaren tiim gebelik boyunca
uygulanabilmekle birlikte, amnion sivisinin yeterli hacme ve hiicre yogunluguna 16-18.
haftalarda ulagsmasi sebebi ile tercihen 16- 20nci gebelik haftalar arasinda yapilmaktadir.
14. haftadan 6nce uygulanmasi halinde 'erken amniyosentez', 15-16nc1 haftalar igerisinde
gerceklestirilenlere ise 'midtrimestir amniyosentez' denilmektedir . Islem sonrasi
amniyotik sivi sizintisi, enfeksiyon gibi maternal komplikasyonlarin yaninda nedbe
dokusu, patellar tendon yirtigi, organ ponksiyonu, norolojik hasar gibi giderek artan
onemli fetal sekeller de bildirilmistir. Amniyosentez sonrasi diigiik riski ise donaniml

merkezlerde ve deneyimli ellerde %1 olarak kabul edilmektedir (7,28,40).

2.2.1.2. Koriyonik Villus Orneklemesi (CVS)

CVS; bir igne ya da katater yardimu ile gelismekte olan ve fetus ile ayn1 genetik
yapiya sahip olan plasentadan koriyonik doku 6rnegi alinmasi islemidir. Ornek alimi
'transservikal' ve 'transabdominal' olmak {iizere 2 yolla gergeklestirilmektedir (40).

Brambati ve ark. (41) transservikal ve transabdominal CVS olgularim1 karsilastirmalari
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sonucunda, islem basaris1 ve komplikasyon riskleri agisindan belirgin farkliliklarin
olmadigimmi rapor etmislerdir. Uygulama kolayligi bakimindan giiniimiizde siklikla

transabdominal yol tercih edilmektedir (40,41).

/‘ ), Ultrason
"

Uterus

Plasenta

Kateter & & 7 7 Fetiis

Sekil 7:Transservikal CVS Sekil 8: Transabdominal CVS

(URL-5, www.knowgenetics.org/chorionic-villus-sampling/)

Koriyon hiicrelerinden kiiltiir yapilabilinecegi ilk kez 1968 yilinda Hahnemann ve
Mohr (42) tarafindan gosterilmis fakat olgularin yarisinda abortus meydana gelmistir.
1980'lerde real-time ultrasonun devreye girmesiyle ilk transservikal CVS, 1982 yilinda
Kazy ve ark. (43) tarafindan gergeklestirilmistir. Yontemin babalik tayini amagh ilk
basarili kullanimi ise 1995 yilinda Hammond ve ark (44) tarafindan bildirilmistir.

10ncu gebelik haftasindan 6nce yapilan CVS uygulamalarinda oromandibular
hipogenezi ve ekstremite ucu amputasyonlar: goriilebilmektedir. Bu sebeple gilinlimiizde
CVS’in gebeligin 10. haftasindan sonra uygulanmasi kabul gormiistiir (39). CVS’de
isleme bagh fetal kayip oranlar1 degisik merkezlerin ¢alismalarina gore %1.3-5 arasinda

degisim gostermektedir (45).
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2.2.1.3. Kordosentez (Fetal Kan Orneklemesi)

Kordosentez, 6zellikle ileri gebelik haftalarinda bagvurulan ve hizl karyotipleme
gerektiren olgularda tercih edilen bir prenatal tan1 yontemidir (46). Ultrasonografi altinda
ilk kordosentez 1983 yilinda Daffos ve ark. (47) tarafindan uygulanmstir. islem serbest el
teknigi ya da ultrasonprobuna takilan igne yonlendirici yardimu ile yapilabilinir. Fetal kan
orneklemesi i¢in en sik olarak umblikal kordonun plasentaya giris yerinin 1-2 cm distali

kullanilir. (48)

Sekil 9:Kordosentez Islemi

(URL-6, www.centre-ginecologic-sarria.com)

Yontem genellikle gebeligin 18’nci haftasindan itibaren uygulanir. Kordosentez
girisimlerinde, koryoamniyonit, yetigkin tip respiratuar distres sendromu gibi maternal
komplikasyonlar ve fetal kayip, intraamniyotik kanama, fetal bradikardi, umbilikal
kordon hematomu ve trombozu, prematiir membran riiptiric ve prematiir dogum ve
fetomaternal transfiizyon gibi fetal komplikasyonlar goriilebilir. Islem sonrasinda fetal

kayip riski %1,2- 4,9 olarak bildirilmistir (46,48,49)
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2.2.1.4. Colosentez

Gebeligin ilk trimester doneminde amniyon kesesi ekstra embriyonik
mezodermden tiirevlenen ekzog¢dlomik boslukla cevrilidir. Colosentez, erken gebelik

donemlerinde bu bosluktan sivi alinmasi islemidir (50).

Sekil 10:Colosentez islemi

(URL-7,www.filipinonurseadvocate.blogspot.com.tr)

Gebeligin 6-10ncu haftalar1 arasindan uygulanabilen teknigin erken gebelik
haftalarinda uygulanabilmesi, dogrudan fetal kokenli hiicre eldesi gibi avantajlari olmakla
beraber, yiiksek oranda fetal kayip riski icermesi bakimindan tercih edilmemektedir. Ross
ve ark.(51) fetal kayip oranint %25 olarak saptamislardir. Bu teknik uygulanarak yapilan
ilk prenatal babalik tayini 2004 yilinda Makrydimas ve ark.(52) tarafindan
gerceklestirilmisgtir.
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2.3. SIRKULER KANDA SERBEST NUKLEIK ASITLER

DNA ve RNA'y1 igeren niikleik asitlerin asil islev gordiikleri yer hiicre igidir
(intraseliiler), fakat giiniimiizde genetik materyalin periferal kanda ekstraseliiler olarak da
bulundugu bilinmektedir. Watson ve Crick'in DNA'min ¢ift heliks yapisim
kesfetmelerinden 5 yil once, 1948 yilinda Mandel ve M'etais(53) plazmada bulunan
niikleik asitlerin varligimi belirlemiglerdir. Tan ve ark.(54) 1966 yilinda yaptiklari
aragtirmada 'Sistemik Lupus Eritematozus' (SLE) hastalarmin serumlarinda serbest
DNA'lar1 tespit etmislerdir. Takip eden c¢aligmalar yiiksek seviyelerdeki DNA'nin
yalnizca SLE hastalarinin  serumlarinda degil ayrica romatoidatrit, pankreatit,
inflamatuvar bagirsak hastaligi, peptik iilser hastaligi, hepatit ve 6zafajit hastalarinda da
bulundugunu gostermistir (55). 1977'de Leon ve ark. (56) pankreas kanseri olan hastalarin
plazma ve serumlar1 {izerine yaptiklari ¢alismanin sonucunda yiiksek seviyelerde DNA
oranlar1 tespit etmisler ve kanserde sirkiiler serbest niikleik asit iizerine yapilan

caligmalara Onciiliik etmislerdir (55).

Her ne kadar plazma ve serumda bulunan miktarlarinin ¢esitli hastaliklar ile artis
gosterdigi kanitlanmis olsa da sirkiiler niikleikasitlerin asil orijini hala bir tartigma
konusudur. Genel olarak kabul goren goriis ise limfosit ve diger ¢ekirdekli hiicrelerin

apoptosisi sonucu sirkiilasyona katildiklar1 yoniindedir (55,56).

Limfosit ve Diger
Cekirdekli
Hiicrelerin Kan Beyin
Aktivasyonu Bariyer Riboniikleo
Riiptiiri protein
Kompleksi

[ DNA'nin
Serbest
L_Kalmasi

\ interniikleozomal
kromatin

bolinmesi

Sirkiiler Serbest
Nikleik Asitler

Plasenta/
Fetal
Hiicreler

Sirkiiler
Kanser
Hiicreleri

Sekil 11: Serbest niikleik asitlerin dolasima gegme yollar1. (56)
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2.4. MATERNAL KANDA FETAL HUCRELER

Anne kaninda fetlise ait hiicrelerin varhigr ilk kez 1893 yilinda Alman patolog
Schmorl(11) tarafindan, eklampsi nedeniyle 6len hamile kadinlarin kan dolagiminda
trofoblastlarin histolojik olarak gozlemlenmesi ile ortaya konmustur. Bu bulgulari
destekleyen bir ¢alisma olarak Douglas ve ark. (57) 1959'da eklampsili hastalarin toplar
damar kanlarinda trofoblastlarin varligini rapor etmislerdir. 1964 yilinda Clayton ve ark.
(58) hamile kadinlardan aldiklar1 kan Orneklerinde fetal hemoglobin (HbF) iceren
hiicrelere rastlamislardir. Tiim bu veriler 1s1g1nda sitogenetik uzmanlari, anne kanindaki
fetal hiicrelerin varligin1 geleneksel tekniklerle arastirmaya baglamislardir. Erkek fetiis
tasiyan gebe kadimnlarin kaninda, 46,XY karyotipine sahip fetal lenfositlerin varlig1
Walknowskave ark.(59) tarafindan 1969 yilinda rapor edilmistir. Bu ¢alisma ile maternal
kandaki fetal hiicrelerin normal gebeliklerde de varoldugu ilk kez gosterilmistir. Schrédder
ve ark.'mm (60) maternal kanda Y kromatin pozitif hiicreleri saptamalar1 ile onceki
calismalar destek bulmustur. 70'li yillarin sonlarina dogru zenginlestirme teknikleri odakl
caligmalar hiz kazanmustir (61). 1979 yilinda Herzenberg ve ark. (62) izole edilecek fetal
hiicrelerin sayisim1 arttirmak amaci ile 'flowsitometri' kullanimini ilk kez rapor
etmislerdir. Mevcut molekiiler teknolojilerin devreye girmesiyle 1989 yilinda Lo ve ark
(63) erkek fetiis tasiyan gebe kadinlarin kanlarindaki Y kromozom dizilerinin varligini
tespit etmek amaci ile 'Polimeraz Zincir Reaksiyonunu (PCR)' kullanan ilk grup
olmuglardir. Takip eden yillarda bir¢ok aragtirmaci kromozoma 6zgii DNA problar ile
'Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH)' tekniginden yararlanarak, akimla ayristirilmig
fetlise ait ¢ekirdekli eritrositlerin incelenmesi ile andploidilerin dogum 6ncesi tanisinda

basarili sonuglar elde etmislerdir (1,61,64).

Cesitli dokulardan kaynaklanan fetlise ait hiicreler ¢ogunlukla plasentanin
intervilloz boslugunda goriillmektedir (1). Fetiise ait kan hiicrelerinin maternal dolagima
gecisinin fetiisten anneye kanama sonucunda oldugu disiiniilmektedir. Ancak bunun
mekanizmasi ve bu kanamalarin normal gelisim siirecinin bir geregi mi yoksa travma

baglantili m1 oldugu hususu heniiz kesinlik kazanmamaistir (64).

18



(i) trofoblastiann deportasyonu

Maternal
Matermal Vo Spinal Arter I (ii) mikrotravmatik hemoraj

istilaci
trofoblastlar§

Endovaskiiler—
trofoblastlar

plasental yatak

Sitotrofoblastiar]

Villoz dallar

fetal plasenta

intervilloz — |
bosluk

allantoik vaskiilatiir / -
Vo miazenshn koryonik katman Gobek kordonu (i) adezyon ve transmigrasyon

Sekil 12: Fetiisten anneye hiicre gecisi hipotezlerinin mekanizmalarmin ve insan plasenta

yapisinin basitlestirilmis gosterimi (65).

Cekirdekli eritrositlerin maternal kandan dansite gradient santrifiigiirasyon, segici
hiicre parcalanmasi, flowsorting ve MACS (magnetic activated cell sorting) gibi
yontemlerle ayristirilmast saglanip, bu teknikle prenatal dénemde babalik tayini

calismalar1 yapilmigsa da kesin bir basar1 elde edilememistir (7,66).

2.4.1. Maternal Kanda Fetal Hiicrelerin Sikhig:

Maternal kanda nispeten az miktarda fetal hiicre bulunmaktadir ancak bu
hiicrelerin periferik kandaki sikliklar1 hakkinda literatiirde genis bir aralik rapor
edilmistir. Bu aralik 10° de 1 ¢ekirdekli hiicreden 10° de 1 e kadar uzanmaktadir (61). En
sik tespit edilen deger anne kanmin 1ml sine ~1 fetal hiicre diistiigli yoniindedir (67).
Analiz edilen hiicre tipi, kan 6rneginin alindig1 gebelik yas1 gibi birgok faktor bu aralig

etkileyebilmektedir (68,69).
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2.4.2. Maternal Kanda Fetal Hiicre Tipleri

Sirkiilasyondaki fetal hiicrelerin prenatal tanida rutin olarak kullanilabilmeleri
icin; tiim gebe kadinlarin kanlarinda bulunmalari, erken gebelik haftalarindaki
miktarlarinin analiz icin yeterliligi, bir sonraki gebelikte anne kanindaki varliklarini
devam ettirmemeleri ve maternal hiicreler ile ayrimlarini saglayabilecek spesifik
isaretleyicilere (marker) sahip olmalari gibi kriterler saglanmalidir. Maternal
sirkillasyonda bulunan fetlise ait hiicre tipleri; trofoblastlar, eritroblastlar (¢ekirdekli
kirmiz1 kan hiicreleri- CKKH), 16kositler (lenfosit ve graniilositler) ve hematopoetik kok

hiicrelerdir (12).

2.4.2 1. Trofoblastlar

Trofoblastlar gebelige 6zgii hiicrelerdir. Morfolojileri sayesinde maternal kan
hiicrelerinden kolayca ayirt edilebilirler. Ayrica kan hiicrelerinden ayri bir hiicre serisi
olduklar i¢in, izolasyonda kullanilabilecek trofoblast-6zgii antikorlarin gelistirilebilmesi
teorik olarak miimkiindiir. Ancak trofoblastik antijenlerin maternal l6kositlerin
yiizeylerine dogru ¢ekilmesi pratikte sorun yaratmaktadir. Trofoblastlarin gebeligin ilk 3
ayinda maternal dolasimda siklikla goriilmelerinin yani sira akciger dolasimi yoluyla
kandan rutin olarak temizleniyor olmalari, tan1 i¢in kullanilabilecek hiicre sayisinda hizli
ve belirgin bir diisiise sebep olmaktadir. Ekstra embriyonik kokenleri nedeniyle
plasentanin bir pargasi olan bu hiicrelerin nispeten yiiksek oranda (%1-2) kromozomal
mozaizm gostermeleri, genetik analizde fetiise ait karyotipi tam ve giivenilir olarak
yansitmamaktadir. Ek olarak bu hiicrelerin ¢ok g¢ekirdekli olabilmeleri FISH ve DNA

analizlerinde sorun yaratmaktadir (12,70,71).
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2.4.2.2. Eritroblastlar

Eritroblastlar bir baska deyisle fetal ¢ekirdekli kirmizi kan hiicreleri (CKKH),
gebeligin ilk 3 aylik doneminde matrenal sirkiilasyonda en fazla bulunan fetal hiicre
tipidir (61). Smurl1 bolinme yetenekleri ve yagam siireleri sayesinde bir sonraki gebelikte,
maternal kandaki varliklarini tiim gebelik siiresince devam ettirmeleri, erken gebelik
haftalarinda dahi tespit edilebilmeleri ve zenginlestirme islemlerine elverisli
biyokimyasal karakteristikleri nedeniyle 1990'larin basindan itibaren bir¢ok c¢alisma bu
hiicre tipine yogunlagmistir (71). Ancak Troegerve ark. (72) basta olmak iizere birgok
arastirmaci sirkiilasyonda bulunan CKKH'lerin biiyiik bir kisminin (~~%350) maternal
kokenli oldugunu tespit etmislerdir. Fetal eritrositleri maternal kdkenli olanlardan
ayirmak i¢in cesitli ylizey antijenleri ve fetal hemoglobin ¢alismalari yapilmigsa da kesin

bir basari elde edilememistir (61,66,70-73).

2.4.2.3. Lokositler

Maternal kanda fetal lenfositlerin varhigi ilk kez 1969 yilinda Walknowska ve ark
(59) tarafindan yapilan sitogenetik calismalar sonucu elde edilen hiicre kiiltiiriinde Y
kromozomunun gosterilmesi ile kanitlanmistir. Sahip olduklar1 HLA antijenleri bir
avantaj olarak goriinen bu hiicre tipine, 1979 yilinda Herzenbergve ark. (62) akimla
ayrigtirma yontemini uygulamiglardir. Anne ve fetiis HLA farkliliklarindan yararlanilan
bu calismada HLA-A2 negatif hamilelerin kanlarinda HLA-A2 pozitif hiicreleri
ayristirmayl basarmislardir. Fakat bu durum bu hiicrelerin aslinda HLA antijenlerini
henliz kaybetmemis oncii ¢ekirdekli kirmuzi kan hiicreleri olabilecegi seklinde de
yorumlanmigtir. Bununla birlikte fetal 10kositlerin prenatal tanida kullanimlarini
kisitlayan baglica sorunlar, bu hiicrelerin antijenlerine 6zgiil monoklonal antikorlarin
bulunmamasi ve dogumdan 1-5 sene sonra dahi maternal kandaki varliklarini

stirdiirebildiklerine dair ¢aligmalar bulunmasidir. (61,71,74)
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2.5. MATERNAL KANDA SERBEST FETAL DNA'LAR

Kanser hastalarinin periferal kanlarinda tiimor orjinli DNA’larin molekiiler
tekniklerle tespit edilebilmesi, arastiricilari bu sahada orjini farklit DNA’lar1 incelemeye
yoneltmistir. Plasentanin gecirgen bir membran olmasi fetal DNA ve RNA'nin maternal
sirkiilasyona serbestge gegisini miimkiin kilabilmektedir (75). Bu yaklasimla Lo ve ark.
(13) 1997 yilinda yaptiklar ¢aligsma ile ilk kez maternal kanda fetal DNA’larin varligini
gostermiglerdir. Bu c¢alismada agresif olarak biiyliyen feto-plasental birim ile tiimor
arasindaki benzerliklerden yola cikarak, erkek fetiis tasiyan hamile kadinlarin periferal
kanlarinda, Y kromozomuna spesifik gen sckanslarina konvansiyonel PCR

amplifikasyonu ve agaroz jel elektroforezi uygulanarak basari elde edilmistir (56).

Maternal plazmada fetal DNA tespiti, fetal hiicre tespitinden daha kolaydir.
Yapilan bir¢ok ¢alisma maternal kandaki serbest fetal DNA oranmin fetal hiicrelerinkine
gore ¢ok daha fazla oldugunu gostermektedir (75-77). Lo ve ark. (77)1998 yilinda
yaptiklar1 ¢calismada Real Time PCR yontemi ile maternal serum ve plazmadaki fetal
DNA’nin konsantrasyonunu olgmiisler, erken gebeliklerde fetal DNA’nin total serbest
DNA’nin serumda ortalama 90.13’tinii ve plazmada ortalama %3.4’lini, gec
gebeliklerde serumda ortalama %1.0’ini ve plazmada ortalama %6.2’sini olusturdugunu

belirtmislerdir.

Fetal hiicrelerin aksine serbest fetal DNA’lar dogumdan kisa bir siire sonra
maternal dolasimdan temizlenmektedir. Lo ve ark. (76) bu molekiillerin yar1 6miirlerini

ortalama olarak 16.3 dakika olarak belirtilmislerdir.

Birgok potansiyel klinik uygulama alan1 olan maternal plazmadaki serbest fetal
DNA’larin  biyolojileri  hakkinda giinimiizde hala tam bir Dbilgi  yoktur.
Orijinlenebilecekleri diistinlilen olas1 dokular fetal hematopoietik hiicreler, plasenta ve
DNA molekiillerinin direkt transferidir. Cesitli fetal hiicre tiplerinin maternal kanda
sirkiile olmasi, arastiricilara fetal hematopoietik hiicrelerin serbest fetal DNA’lar igin
uygun bir doku kaynagi olabilecegini diisiindiirmiistiir (78). Plazmadaki DNA’nin hiicre
oliimii igin marker olarak kullanilabileceginin gosterilmesinin ardindan (79) Sekizawa ve

ark. (80) maternal kandaki eritroblastlarin % 42,7 sinin apoptozise gittigini, bu yiizden
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serbest fetal DNA’nin maternal bagisiklik sistemi ile apoptotik fetal hiicreler arasindaki
etkilesimden kaynaklaniyor olabilecegini 6nermislerdir. Fakat yapilan bir¢ok calisma ile
varilan genel kani, maternal kanda nispeten az miktarda bulunan c¢ekirdekli fetal
hiicrelerin, yiiksek konsantrasyondaki serbest fetal DNA oranina ulagsmak igin yeterli

olamayacagi yoniindedir. (78)

Fetal DNA dizileri amniyotik s1vi, maternal idrar, maternal serebrospinal sivi, ve
maternal peritoneal sivi gibi diger maternal viicut sivilarinda da gézlemlenmistir (81-84).
Bununla birlikte amniyon sivisindaki serbest fetal DNA konsantrasyonunun maternal
plazmadakinden yaklasik 200 kat daha fazla olmasi, bu DNA molekiillerinin
konsantrasyon gradiyentine bagli olarak plasenta veya membranlardan maternal

sirkiilasyona direkt gecisinin miimkiin olabilecegini diislindiirmiistiir. (85)

Plasenta; biiyiikliigii ve hiicresel aktivitesinin fazla olmasi nedeniyle serbest fetal
DNA icin mantikli bir kaynak olarak goriilmiistiir. Yapilan bircok g¢alisma maternal
sirkiilasyondaki serbest fetal DNA miktarinin gebelik yasiyla dogru orantili olarak
arttigim1 gostermistir (75,77,85). Guilbert.J ve ark. (86) in vitro iireme teknolojisi
kullanilan ¢aligmalarinda embriyo transferinden yalnizca 18 giin sonra, heniiz
fetoplasental sirkiilasyon kurulmadan 6nce, fetal SRY dizisinin varligini géstermislerdir.
Bu bulgu serbest fetal DNA’larin kaynaginin yiiksek oranda trofoblastik hiicreler oldugu
goriigiini desteklemektedir (79). Bir bagka giiglii bir kanit ise 2003 yilinda yapilan bir
calisma ile plasentaya 6zgli mRNA molekiillerinin maternal plazmada tespit edilmis

olmasidir (87).

2.5.1. Maternal Kandaki Serbest Fetal DNA’nin Klinik Uygulamalari

Hamile kadinlarin plazmalarinda serbest fetal DNA’nin  bulunmasi ve
konsantrasyonunun maternal sirkiilasyondaki fetal hiicrelere gore daha fazla oldugunun
gosterilmesi birgok yeni prenatal tan1 uygulamasinin 6niinii agmistir (78). Honda ve ark
(88) 2002 yilinda serbest fetal DNA’nin analizi ile, gebeligin 5nci haftasinda %100

basar1 oraniyla cinsiyet tayini yapabilmiglerdir. Cinsiyete bagli hastaliklarin prenatal
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incelenmesine olanak veren ilk basarili uygulama erkek bir fetiise gebe olan kadinlarin
plazmalarinda Y kromozomuna ait dizilerin belirlenmesidir (13,89). Maternal plazma
DNA analizi ayrica RhD negatif gebe kadinlarda fetalRhD kan grubu durumunu
girisimsel olmayan olarak belirlemek i¢in kullanish bir analizdir (90). Bu analiz birgok
aragtirmaci grup tarafindan yiiksek dogrulukta gosterilmis ve 2001°den beri ingiliz
Ulusal Kan Servisi tarafindan rutin uygulamaya sokulmustur (91,92). Rutinde kullanilan
ilk serbest fetal DNA temelli girisimsel olmayan prenatal tani uygulamasi olmasi

bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir (93).

Normal gebelikler i¢in maternal plazmadaki serbest fetal DNA
konsantrasyonunun belirlenmesinden kisa bir siire sonra, arastirmacilar bazi patolojik
gebeliklerde bu miktarda gozlenebilecek muhtemel sapmalar ile ilgili g¢alismalar
yapmuglardir. Bu alandaki ilk bulgu preeklemsi hastalarinda kaydedilmis ve normal
gebeliklere gore ortalama serbest fetal DNA miktarinda bes kat artis oldugu bildirilmistir
(94). Yapilan caligmalar ile; preeklemsiye ek olarak erken dogum (95), hiperemesiz
gravidarum (96), idiyopatik polihidramniyoz (97), fetal kromozomal anomaliler (98,99)
ve plasentaya yapilan girisimsel uygulamalarin ardindan (100) maternal plazmadaki
serbest fetal DNA miktarinda sapmalar oldugu gosterilmistir. Bu bulgulardan yola
cikilarak maternal plazma ya da serumdaki serbest fetal DNA konsantrasyon artiginin,

riskli gebeliklerin prenatal tanisinda kullanilabilecegi onerilmektedir (78,93).

Ayrica, miyotonik distrofi (101), akondroplazi (102), Kkistikfibroz (103),
Huntington hastalig1 (104), konjenital adrenal hiperplazi (105), fetalB-talasemi major
hastaligi (106) gibi tek gen hastaliklarinin girisimsel olmayan prenatal tanisi igin

maternal plazmadaki serbest fetal DNA’nin kullanilabilecegi gosterilmistir (85,93).

24



2.6. SERBEST FETAL DNA'LAR iLE BABALIK TAYIiNi VE Y-STR
TEKNIiGi

Gebelikle sonuglanan bir¢cok vakada, hamileligin cinsel saldirt m1 yoksa riza
gosterilen iliski sonucunda mi olustugu belirsizdir. Bu durumda babaligin tespiti igin
izlenebilecek yollar amniyosentez, CVS gibi invaziv yontemlerle simirlidir (107).
Maternal kanda serbest fetal DNA’larin kesfi, dogum oOncesi babalik tayininde de, ¢esitli
riskleri bulunan invaziv teknikler yerine non-invaziv tekniklerin gelistirilebilecegini
distindiirmiistiir (108). Bu yontemle ilk ¢alisma 2009 yilina Wagner ve ark. (14)
tarafindan rapor edilmistir. Polimorfik STR lokuslarinin amplifiye edilmesi esasina
dayanan bu c¢alismada Y-STR analizinde basari elde edilmistir. Maternal serbest
DNA’nin supresyonu sebebi ile aragtiricilar otozomal STR amplifikasyonunu

gergeklestirmemiglerdir.

Adli genetik incelemelerde yaygin olarak tercih edilen STR (Short tandem
repeats-kisa ardigik tekrar dizileri) polimorfizmi ile arzulanan babalik indeksine ¢ok az
sayida lokus ¢aligilarak ulasilabilirken, PCR yontemi sayesinde eser miktardaki hiicresel
materyalden dahi sonu¢ almak miimkiin olmustur. Ayrim giiciiniin yiiksek olmasi ve
ortaya ¢ikan sonuglarin %99.9 oranla delil niteligi tagimasi nedeni ile STR galigmalari,

giincel babalik testlerinde 'alfin standart' olarak kabul edilmektedir (19).

Y kromozomal STR polimorfizminin evoliisyonel incelemelerde kullanilmasinin
yani sira paternite olgularinda kullanimi da son yillarda giderek yaygimlasmistir. Y
kromozomu 21. kromozomdan sonraki en kiigiik kromozom olup akrosentrik bir yapiya
sahiptir. Genomun sadece %2 kadar1 Y kromozomu tarafindan olusturulur. Yaklagik
altmis milyon baz ¢ifti igermektedir (109). Y-STR'lar sadece erkek ebeveyn tarafindan
kalitildigindan ayn1 soydan gelen tiim erkeklerde yeni bir mutasyon olasilig1 disinda bir

¢ok jenerasyon boyunca ayni haplotip goriilecektir (110).

Y-STR ortalama mutasyon oranlar1 ile otozomal STR lokuslarindaki ortalama
mutasyon oranlari arasinda ¢ok dnemli farkliliklar olmadigi gesitli arastiricilar tarafindan
gosterilmistir (111). Kayser ve ark. (112) 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, adli amagh
kullanilan 15 Y-STR (DYS19 DYS3891, DYS3891l, DYS390, DYS391, DYS392,
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DYS393, YCAI, YCAIl ve DYS413) toplamda 4999 mayoz, gilivenilir baba-ogul
giftlerinde gozlemlemisler ve 14 mutasyon tamimlamiglardir. Mutasyonlart DNA sekans
analizleriyle dogrulamis ve mutasyona ugramis baba-ogul ¢iftlerindeki babalik olasiligini
>%99.999 olarak tespit etmisleridir. Su anda insan Y kromozomu iizerinde bulunan
yaklasik 220 STR belirteci adli genetik ¢alismalari igin kullanilmaktadir ancak, biiyiik
cogunlugu i¢in sekans varyasyonu ve ayirim kapasitesi hakkindaki bilgi yeterli degildir.
Giinimiizde DYS19, DYS385, DYS3891, DYS3891l, DYS390, DYS391, DYS392,
DYS393, DYS438 ve DYS439 adli alanda siklikla kullanilan Y-STR bolgeleridir (113).

Noninvaziv prenatal babalik tayininin uygulanmasi zor bir teknik olmasinin en
onemli nedeni, maternal kandaki serbest fetal DNA’nin total serbest DNA’ya oraninin,
%20 den az olmasi olarak goriilmektedir. Buna ek olarak bu komponentler plazmada

yiiksek oranda degrade durumda bulunmaktadir (108).

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP-“Single nucleotide polymorphism™)
genomun herhangi bir bolgesindeki tek niikleotid dizilim farkliliklaridir (114). Degrade
DNA o6rnekleri i¢in kisa fragmentler halindeki SNP’lerin analizi daha basarili olabilecegi
diistiniilmektedir (115). Babalik testindeki potansiyel avantajlara bagli olarak adli
arastirmacilarin otozomal SNP'lere ilgisi artmustir. SNP'lerin diigiik mutasyon oranlari
vardir ve 6zellikle bozulmus DNA 6rneklerinde kisa amplikonlarin kullanilmasi avantaj

saglamaktadir (116)

Guo ve ark (107) 2012 yilinda yaptiklar1 galismada; 8-14 gebelik haftalarinda
bulunan 30 kadinin maternal kan 6rneklerinden elde ettikleri serbest fetal DNA'lar1 SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) kullanarak incelemis ve tiim oOrneklerin babalik
tayininde basarili olmuslardir. Ryan ve ark 'min (108) 2013 yilinda yaptiklar1 bir diger
calismada ise yine SNP tekniginden yararlanilarak 6 haftalik gebelikte prenatal donem
babalik tayini basarisi elde edilmistir.

Tek baz degisikligi iceren lokuslarda gozlenen toplam allel sayis1 az oldugundan

SNP'lerin bireyleri ayrim giicleri sinirlidir. Adli DNA testinde potansiyel olarak

uygulanmalarini tartisan birgok makale tek kaynaktan alinan 6rneklerde STR'lar ile esit
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ayirim giicliniin olusturmasi igin gerekli olan markirlarin sayisina odaklanmustir.
Multipleks amplifikasyonun diizeyini gelistirmek i¢in yapilan son galismalarla adli
olaylarda kullanilmak iizere en uygun SNP lokuslarinin se¢imi yapilmaya ¢alisilmaktadir.
Ancak SNP’ler ve STR’ler arasindaki karsilastirma SNP’lerin adli DNA kimliklendirme
markilart olarak STR’lerle yer degistirmeye heniiz hazir olmadigint gostermistir (117).
SNP’ler STR’ler kadar polimorfik olmadiklari i¢in ayni ayirim giicii ve rastgele olasilik
hesaplamalarina ulasmak amaciyla daha fazla SNP boélgesine ihtiyag vardir. Giiniimiizde
13-15 STR lokusunun ayirim giiciine karsilik yaklagik 40-60 SNP bolgesinin kullanilmasi
gerektigi distiniilmektedir (118).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismaya Ozel Huzur Hastanesi’nde takibi yapilan, gebelik yas1 9-29 hafta
olan 7 goniillii hamile kadin ve partnerleri dahil edildi. Kan ve tiikiiriik 6rneklerine Y-
STR profillenmesi amaci ile DNA  analizi yapildi. Ornekler almmmadan 6nce
katilimcilardan, ¢alisma hakkinda bilgilendirildiklerine ve goniillii katilim sagladiklarina
dair imzali onamlar1 alindi (Ek 1). Calismanin laboratuvar kismi, T.C Adalet Bakanligi
Adli Tip Kurumu Egitim ve Bilimsel Arastirma Komisyonu’nun 18.10.2011 tarih ve
B.03.1.ATK.0.01.00.08/475 sayili izni ile (Ek 2) T.C Adalet Bakanligi Adli Tip Kurumu
Biyoloji ihtisas Dairesi Laboratuvarlarida 2011-2014 yillar1 arasinda gerceklestirildi.

Calisma baslangigta 20 ¢ift ve dogacak bebeklerine DNA analizi yapilmasi
seklinde planlanmig olmasina karsin; bilgilendirilmis onamlar1 alinan kigilerde goniilliilik

esasi dahilinde bu sayilara ulasilamadi.

3.1. ORNEK TOPLANMASI

¥

Gontlli katilm saglayan (n=7) tiim olgulardan alinan periferal kan Grnekleri
(V=9 ml) pihtilasma onleyici (EDTA= Etilendiamin tetraasetik asit) madde igeren tiiplere
toplandi. Numune alma islemleri hamilelere herhangi bir girisimsel miidahale olmadan

once gerceklestirildi.

3

Caligmaya dahil edilen goniilli hamilelerin partnerlerinden ise (n=5) steril

swaplar aracilig1 ile agiz i¢i tiikiiriik 6rnekleri alindi.

* Kontrol grubu olusturmak tizere dogumu gergeklesen 2 olgunun bebeklerinden

agiz i¢i svap ornekleri alindi. Karsilastirma icin analiz edildi.
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3.1.1.Deneylerde Kullanilan Cihazlar

* Santrifiij- Centrifuge 5804 (Eppendorf)

* Santrifiij- Mikro 200 (Hettich)

* Inkiibator- Thermomixer comfort (Eppendorf)

* Inkiibator- Big SHOT 111 Hybridization Owen 230402 (Boekel)

* Vorteks- Combi-Spin FVVL-2400N (Biosan)

* Otomatik Izolasyon-Bio Robot EZ 1 (Qiagen)

* Real Time PCR Cihazi- 7500 Real time PCR System (Applied Biosystems)
* PCR Cihaz1-GeneAmp 9700 (Applied Biosystems)

* Elektroforez- 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

3.1.2.Deneylerde Kullanilan Ticari Kitler

* QlAamp“DNA Blood Maxi Kit (Qiagen)

* Spin-X UF Concentrator (CORNING)

* Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit (Applied Biosystems)
* ampFLSTR® Yfiler™ Kit (Applied Biosystems)

* EZ 1 DNA Tissue Kit (Qiagen)
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3.2. KAN ORNEKLERINDEN PLAZMA AYRISTIRILMASI
* EDTA’l1 tiiplerde bulunan kan 6rnekleri (V=9ml) santrifiije yerlestirildi.
* 1400g ile 10 dakika santrifiij islemi yapildi.
* Stipernatant plazmalar dikkatlice temiz bir mikrosantrifijj tiipiine aktarildi.
* Santriflj islemi ayni hizda 10 dakika siireyle tekrarlandi.

* Plazmalar temiz mikrosantrifiij tliplerinde toplanarak calismanin devami

gerceklestirilene kadar gegen siirede -30 °C de muhafaza edildi.

3.3. KAN ve TUKURUK ORNEKLERINDEN DNA EKSTRAKSIiYONU

3.3.1.Plazma Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

-30 °C’de korunan plazma ornekleri (V=4ml), oda sicakliginda izolasyon
prosediiriine uygun hale getirildi. Kanlardan ayristirilan plazma Orneklerinin DNA

izolasyonu QIAamp®DNA Blood Maxi Kit (Qiagen) ile gerceklestirildi.
* Her bir 6rnek igin tiiplere 4ml ATL Buffer ve 100ul Proteinaz K eklendi.

* Ornekler Boekel Scientific Big Shot IIl Hybridization Owen ile 56 °C
sicaklikta, 60 dk 15 rpm ile inkiibe edildi.

* Her bir tiipe 12ml AL Buffer eklendi.

* Ornekler Boekel Scientific Big Shot III Hybridization Owen ile 70 °C
sicaklikta, 10 dk 15 rpm ile inkiibe edildi.

* Tiiplere 10’ar ml Etanol eklendi ve karisimi saglamak amaci ile birkag kez alt

ust edildi.

* Karisim spin kolonlara aktarildiktan sonra 1850 g ile 3 dk santrifiij edildi. Ust
filtre alinip alttaki tiip atildi.
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* AW 1 Buffer’dan 5’er ml spin kolonlara eklendikten sonra 4500 g ile 1 dk
santrifiyj edildi. ( Kitin igerisinden ¢ikan 151 ml AW 1 Buffer’a 200ml etanol eklenerek

kullanima hazir hale getirildi.)
* Ust filtre alinip alttaki tiipler yenilendi.

* AW 2 Buffer’dan 5’er ml spin kolonlara eklendikten sonra 4500 g ile 15 dk
santrifiyj edildi. ( Kitin icerisinden ¢ikan 127 ml AW 1 Buffer’a 300ml etanol eklenerek
kullanima hazir hale getirildi.)

* Ust filtre alinip alttaki tiipler yenilendi.
* Spin kolonlara 1ml distile su eklenip oda sicakliginda 5 dk bekletildi.
* Tiipler 4500 g de 2dk santrifiij edildi.

* Jzolat spin kolondan bir kez daha gecirildi. Oda sicakliginda 5 dk bekletildi.
Santrifiij islemi 4500 g ile 5 dk tekrar edildi.

3.3.2.Tiikiiriik Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

* Agiz ici epitel o6rneklerin alindig1 steril svap uglari, kiiclik petri kaplarinda

bistiiri ile dikkatlice ayrilarak 2ml lik ependorf tiiplerine yerlestirildi.
* Her bir tiipe 400ul G2 Buffer ve 20ul Proteinaz K eklendi.
* Tipler 5-10 saniye vortekslendi.
* Ornekler Eppendorf Thermomixer comfort ile 56°C de 60 dk inkiibe edildi.
* Hettich Mikro200 ile 13000 rpm de 1 dk santrifiij yapildi.

* Jzolasyon icin Forensic Kart ile Qiagen Bio Robot EZ 1 otomatik DNA
izolasyon cihazi ve EZ1 DNA Tissue Kit kullanilda.

* Cihaza 6rnek 200 pl yiiklendi.

* Proses sonucu 100ul izolat elde edildi.
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3.4. PLAZMA ORNEKLERINE DNA ULTRAFILTRASYONU
* Elde edilen izolatlar Spin-X UF konsantrator filtrelerine aktarild.
* Tiipler 3000g ile 8dk santrifiij edildi.

* Fitre iizerinde kalan 30 ul’lik izolatlar 2ml’lik ependorflara aktarildi.

3.5. REALTIME PCR YONTEMI iLE KANTIiTASYON

Izolatlarin kantitastonlar1 ‘Quantifiler Duo DNA Quantification Kit (Applied
Biosystems)’ kullanilarak 7500 Realtime PCR System ile gergeklestirildi.

* Hazirlik asamasinda; farkli diliisyonlardaki standartlarin hazirlanmasi igin 8

eppendorf tiipiine 20'ser ul ‘Dilution Buffer’ eklendi.

* 10 pl ‘Dna Standard’ 5sn vortekslendikten sonra birinci tiipe eklendi ve pipetaj

yapildi.
* Seri sulandirma i¢in birinci tiipten alinan 10ul karigim ikinci tiipe aktarildi.

* 8 tiip i¢in de bu iglem tekrarlandi.

Tablo I: Olusturulan standartlarin konsantrasyonlari

Stdl Std2 Std3 Std4 Std5 Std6 Std7 @ Std8

DNA
Konsantrasyonu 50 16,7 5,56 1,85 0,62 0,21 0,068 | 0,023
(ng/pl)
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* ‘Reaction mix’ ve ‘Primer mix’ 5’er sn vortekslendi.

*Cihaza yerlestirilecek plate'in - kuyucuklarina her bir &rnek, farkl
diliisyonlardaki standartlar ve biri pozitif digeri negatif olmak iizere iki kontrol drneginin

her biri igin 12,5ul ‘Reaction mix’ ve 10,5 ul ‘Primer mix’ konuldu.

* Standartlarin ¢alisilacagi ilk 16 kuyucuga son hacim 25 pl’ye tamamlayacak
sekilde 2’ser pl farkl diliisyonlardaki standartlar, 6rneklerin ¢aligilacagi kuyucuklara ise
2'ser pul izolat eklendi.

* Plate’in lizeri optik yapiskan film ile kaplandi.

* Plate proses oncesi kisa bir siire spin edildi.

3.5.1. Real Time PCR Dongii Parametreleri ve Veri Girisi

Ornekler cihaza yiiklendikten sonra gerekli veri girisleri SDS Sequence Detection

Software V.1.2.3 programi kullanilarak yapildi.
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Sekil 13: System Software Setup tablosuna drnek girisinin yapilmasi
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Tablo Il : Maternal kandan elde edilen DNA izolatlar1 i¢in RT- PCR dongii parametreleri

Asama

Sicakhk 50°C 95°C 95°C 60°C

Zaman 2 dakika 10 dakika 0,15 dakika 1 dakika

B! 7500 System SDS Software - [09-05-2014-ref-tek GIFT (Absolute Quantificationlil LT
E File View Teoeols Instrument Analysis Window Help

D d S BEE »-EH s ?

! Setup rlnstmmenl Resulis

i Instrurment Cantrol — Temperature
Estimated Time Remaining [hh:mm): Sample: Heat Sink:
Cower: Block:
Stop I
=  Cycle
Dizconnect I Status: Stage: Fep:
Tirne [mm:ss): Step:
State:
i Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile I Awtn Increment I Ramp Fate I
Stage 1 Stage 2 Stage 3
Reps: [1 | Reps:[1 | Reps: [0 ]
95.0 95.0
10:00 0:15
[soo |
2:00
sddCycle | | AddHold | | Add Step | Add Dissociation Stage | | Delete | Help
Setting:
S ample Yolume [plL] : |25 ¥ 9600 Emulation
Drata Collection : IStage 3. Step 2 [60.0 & 1:00) vI

Sekil 14: PCR dongii parametrelerinin ve toplam hacim bilgisinin sisteme girisi
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3.5.2. Kantitasyon Sonuc¢larinin Goriintillenmesi ve Analizi

B 7505y 08 505 0 Tt o T T U S s

Fe View Tools Instrument Analyss Window Help S
Wl SR EOE rOm?

 Setup ¥ instrument ¥ Resuits §
fFrate ¥ Specva ¥ Comaonent Y Ampafication Fiot Y Standard Curve ¥ Dissociztion ¥ Repon |
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108001 || —
Do [DovaFrvs e =
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100000 |+ ] || I I ] ] 1 | I | I B =
ks Seiings
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- & Menuaicl
108001 | | | |- |- . - | Theshold [
s ¥ f  uto Baseine
& | ’
2  Maeusl Bassin
& p
i | i Start [cycle} [Audo
108002 .’ S |
] \ / Erdcsclel [Brso
/ \ H
108003 / - |
10004
102 3 4 5 8 7 B B W 1 1213 M 15 15 17 48 10 2 21 22 23 24 25 25 2 2 20 B N 2 N M BB W W WO
Cyele Number
0

Sekil 15: A7 kodlu 6rnege ait amplifikasyon plot

B 7500 St SD8 Sotuare - D505 201k (Absohre Qutrcoiar il . L LT
B Fie view Tools Instument Anakyss Window Help NED

DFd SR EEE»rB st

JSctup ¥ Instrument ¥ Aosults |
{ Pizte ¥ Specra ¥ Componant ¥ Ampiificabon Piat ¥ Standard Curve { Dissociation ¥ Report |
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Skes 24230
ebercept. 3005766
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Sekil 16: Elde edilen Standart Curve Egrisi
Islem tamamlandiktan sonra izolatlarmn kantitasyon degerleri goriintiilenerek

miktar tayinleri yapildi (Sekil 15). Elde edilen degerler dnceden hazirlanan ve miktarlart

bilinen standartlar sayesinde olusan egri ile kiyaslanarak sonuca ulasildi (Sekil 16).
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3.6. MULTIPLEKS PCR

DNA miktar tayini yapilan izolatlarm amplifikasyonlar1 ‘ampFLSTR Yfiler™ Kit
(Applied Biosystems)’ kullanilarak ‘Gene Amp PCR System 9700’ ile yapildi. Fetiisiin
DNA profilini belirlemek i¢in Y kromozomu iizerinde yer alan DYS19, DYS3809],
DYS3891l, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385, DYS437, DYS438, DYS
439, DYS448, DYS 456, DYS458, DYS635 ve GATA H4 dizilerine PCR deney

diizenegi kuruldu.

3.6.1. izolatlarin PCR icin hazirlanmasi

Konvansiyonel PCR yontemi ile amplifiye edilecek olan farkhi
konsantrasyonlardaki DNA o6rneklerini, kitin ¢aligabilecegi optimum diliisyona (0,2- 1

ng/ul) getirebilmek i¢in;
* Yiiksek konsantrasyondaki érnekler distile su ile diliiye edildi

* Diisiik konsantrasyondaki ornekler icin ise PCR dongii sayist 32 olarak

arttirildi.

3.6.2. PCR Karisimimin Hazirlanmasi

* Cogaltilacak orneklerle birlikte, biri pozitif digeri negatif olmak lizere iki

kontrol 6rnegi i¢in PCR karigimi su sekilde hazirlands;
* 'Reaction mix’ ve Y filler ‘Primer set’ 3’er saniye vortekslendi.
* Kapakta kalabilecek miktarlar1 6nlemek igin tiipler kisaca spin edildi.

* Ayr bir tiipte 200ul Reaction mix, 100ul Yfiller Primer set ve 10 ul AmliTaq
Gold DNA Polimeraz karistirildi.

* Her bir 6rnek i¢in tiiplere, hazirlanan karisimdan 15 pl ve son hacim 25ul

olacak sekilde 10ul izolat eklendi.
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3.6.3.PCR Dongii Parametreleri

Tablo 111 : Maternal kandan elde edilen DNA izolatlari icin PCR dongii parametreleri

30 Dongii
Asama
Denatiirasyon Baglanma Uzama
Sicaklik 94°C 61°C 72°C
1- 1 dakika 1 dakika 1 dakika

Tablo IV : Agiz i¢i svaplardan elde edilen DNA izolatlar1 i¢in PCR dongii parametreleri

30 Dongii
Asama
Denatiirasyon Baglanma Uzama
Sicakhk 94°C 61°C 72°C
1- 1 dakika 1 dakika 1 dakika

* PCR sonunda program +4°C ye ayarlandi ve bir sonraki asamaya kadar

orneklerin bozulmasi engellendi.
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3.7. PCR URUNLERININ KAPILLER ELEKTROFOREZI

Amplifikasyonu yapilan &rneklerin elektroforezi  3130x| Genetic Analyzer

(Applied Biosystems) ile yapildi.

3.7.1.0rneklerin Yiikleme ve Yiiriitme I¢in Hazirlanmasi

* Yiiriitiilecek PCR iirtinleri ile birlikte, biri pozitif digeri negatif olmak iizere iki
kontrol 6rnegi ve tiplendirme yapmak icin gerekli olan ‘Ladder’ da g6z oniine alinarak,

yeterli sayida tiip temin edildi.

* Her bir ornek igin plate'in kuyucuklarina 5’er saniye vortekslenen 9,75ul

‘Formamit’ ve 0,25ul ‘Size standard’ eklendi.

* Birinci kuyucuga 1 pl ‘Ladder’ diger kuyucuklara ise l'er pl PCR iiriini
yiiklendi.

* Kapakta kalabilecek miktarlar1 6nlemek i¢in tiipler kisaca spin edildi.
* Plate denatiirasyon igin PCR cihazinda 95°C’de 3 dakika bekletildi.

* Denatiirasyon sonunda plate 3 dakika buzda bekletildi.

3.7.2.0rneklerin Yiiklenmesi, Yiiriitiilmesi ve Analizi

* Elektroforez islemi 3130xl Genetic Analyzer cihazlarinda iretici firmanin

tavsiye ettigi sekilde gerceklestirildi.

* Ornek basina 9,75 pl Hi-Di Formamide (Applied Biosystems) ve 0,25ul Size
Standard 500 LIZ (Applied Biosystems) temiz bir tiipte karistirilarak yiikleme platetine
dagitild.

(Formamid DNA'nin denatiire olmasin1 ve olusan PCR iiriinlerinin tek iplik¢ik
(SS) olarak kalmasini saglamaktadir. Size standard ise isaretli primerlerden farkli bir

isaretleyici fluoresan boya ile isaretlenmis, biiylikliigi bilinen DNA parcaciklari igerir ve
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PCR iiriinlerinin biiytikliiklerinin tespitinde kullanilir. Size Standat 500 LI1Z; 35, 50, 75,
100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 ve 500 bp uzunlugunda DNA
pargaciklar1 igermektedir. 250 bp uzunlugundaki DNA parcacigi ayni zamanda kalite
kontrol magli kullanilmaktadir. Analiz edilirken bu pargacik boyutuna bilinen degeri
verilmez, ancak analiz sonrasinda aldig1 deger kontrol edilir; 246-250 arasindaki degerler

gecerli kabul edilir. )

*Allel isimlendirmesinin yapilabilmesi i¢in her ¢alisma grubunda 1 adet Allelic

Ladder yiiklendi.

(Allelic Ladder kit iceriginde gelen ve olasi allelleri igeren, cetvel niteliginde bir

karisimdir.)

* Elektroforez sonuglari GeneMapper ID v.3.2 programi kullanilarak analiz
edildi.

* Kit treticisinin sagladigi Panel ve Bin Set’ler kullanilarak allel isimlendirmesi

yapildi.

* Analiz yapilirken analitik esik degeri dncelikli olarak 50 rfu se¢ildi, ancak ilk
analizi takiben gerekli goriildiigii hallerde, 50 rfu degerinin altinda kalmis allellerin

isimlendirilmesi i¢in 10 rfu olarak degistirildi.

3.8. VERILERIN ISTATISTIiKSEL ANALIZi

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS-20 (Statistical Package for the Social
Sciences) paket programi kullanildi. Betimleyici istatistiklerin yani sira, degiskenler
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligski olup olmadigini degerlendirmek icin Pearson
Korelasyon analizi yapildi. Gebelik yas1 ve total DNA miktar ile dlciilen SRY degerleri

arasinda anlamli1 korelasyonun bulunup bulunmadig1 analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. OLGULAR

A6 kodlu katilimcinin partnerinden 6rnek alinamadigi icin partner ile ilgili
calisma yapilamadi. Dogumlari gergeklesen Al ve A2 kodlu katilimcilarin bebeklerine ait
tilkiiriik 6rneklerine (C1 ve C2) DNA incelemesi yapilarak kontrol grubu olusturuldu.
Calisma siirecinde diger olgular heniiz dogum yapmadigindan Al ve A2 de oldugu gibi
bebeklere ait tiikiirik 6rneklerine DNA incelemesi yapilamadi. Bir olgu disinda tiim
olgularda gebelik yas1 10 haftanin {izerinde idi. En fazla gebelik yas1 olan olgu, 29 hafta
idi. U¢ olgunun 6nceki gebelikleri bulunmaktaydi ve ii¢ii de erkek bebekti. Olgularin
gebelikleri ile ilgili bilgiler tablo V’de verildi.

Tablo V: Katilimcilarin kodlart ve gebelik bilgileri.

OLGU
o PARTNER BEBEK . .
Ornek No. . o GEBELIK GECMIS
Ornek No. Ornek No. .
(Maternal YASI GEBELIK
(Bukkal Svap) (Bukkal Svap)
kan)
Al Bl C1 27 hafta O]
A2 B2 C2 16 hafta O]
A3 B3 - 25 hafta )
A4 B4 - 29 hafta O]
A5 B5 - 23 hafta /S
A6 - - 9 hafta /3
A7 B7 - 22 hafta /S
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4.2. KANTITASYON SONUCLARI

Tablo VI: Maternal kandan elde edilen total ve fetal DNA konsantrasyonlari

27 hafta

16 hafta 0.143 0.002
25 hafta 0.562 0.011
29 hafta 0.026 0.000
23 hafta 0.000 0.000
9 hafta 0.356 0.000
22 hafta 0.280 0.032

Total DNA miktarlar1 ve maternal kanda saptanan fetal DNA miktarlar1 (SRY)

ng/ml cinsinden hesaplanarak tablo VI’ da gosterildi.

A5 kodlu olguda materyal miktar1 ve uygulanan prosediir ile ilgili bir problem
yasanmamasina ragmen, kan plazmasindan DNA elde edilemedi. Ayni sekilde fetal DNA
tespiti ile ilgili kantitatif bir deger ve elektroforez sonucunda DNA profili elde edilemedi.
Ancak A2 kodlu olguda maternal kanda tespit edilen fetal DNA miktar1 0.002 ng/ul ve
A4 kodlu olguda bu deger 0.000 ng/pul olmasina ragmen elektroforez sonucunda Y-STR
DNA profili elde edilebilindi.
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Orneklemin gebelik yasi ortalamas: 21,57+6.925 Total DNA ortalamasi

227+.1961, Fetal DNA (SRY) ortalamasi ise .008+.0118 olarak hesaplandi. Pearson
Korelasyon analizi kullanilarak gergeklestirilen analizde gebelik yasi ve total DNA

miktar1 ile olgiilen SRY degerleri arasinda anlamli korelasyon saptanamadi (r=-.216,

p>.05, r=-.224, p>.05). (tablo VII)

Tablo VII: Pearson Korelasyon analizi sonuglari

Fetal DNA miktan
Ortalama .
(N=7) ile
Korelasyonu
Gebelik Yas1 21.57 216
Total DNA 227 224
Fetal DNA .008 1
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4.3.MATERNAL PLAZMADAN iZOLE EDILEN FETAL DNA’NIN Y
KROMOZOM PROFILLERI

Olgu A1l:

T T —— Lanel 299 22

Sekil 17: Al kodlu maternal kan 6rnegine ait Y kromozom STR’larimin elekroforegram
ile gosterimi
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Sekil 18: A2 kodlu maternal kan drnegine ait Y kromozom STR’larmin elekroforegram
ile gosterimi.
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Sekil 19: A3 kodlu maternal kan &rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram
ile gosterimi.
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Olgu A4:
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Sekil 20: A4 kodlu maternal kan 6rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram

ile gosterimi.
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Olgu A5:
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Sekil 21: A5 kodlu maternal kan 6rnegine ait Y kromozom STR’larmin elekroforegram

ile gosterimi.
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Olgu A6:
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Sekil 22: A6 kodlu maternal kan 6rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram
ile gosterimi.
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Olgu A7:
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Sekil 23: A7 kodlu maternal kan 6rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram
ile gosterimi.
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4.4. AGIZ iCi SVAP ORNEKLERINDEN iZOLE EDILEN PATERNAL

DNA’NIN Y KROMOZOM PROFILLERI
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Sekil 24: Bl kodlu tiikiirik 6rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram ile
gosterimi.
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Sekil 25: B2 kodlu tiikiiriik 6rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram ile
gOsterimi.
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Sekil 26: B3 kodlu tiikiiriik 6rnegine ait Y kromozom STR’larmnin elekroforegram ile

gOsterimi.
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Sekil 27: B4 kodlu tiikiirik 6rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram ile
gosterimi.
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Sekil 28: B5 kodlu tiikiiriik 6rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram ile
gOsterimi.
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Sekil 29: B7 kodlu tiikiirik 6rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram ile
gosterimi.
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4.5. BEBEKLERIN AGIZ iCi SVAP ORNEKLERINDEN iZOLE EDIiLEN

DNA’NIN Y KROMOZOM PROFILLERI
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Sekil 30: C1 kodlu tiikiirik 6rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram ile

gosterimi.
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Sekil 31: C2 kodlu tiikiiriik 6rnegine ait Y kromozom STR’larinin elekroforegram ile

gosterimi.
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4.6. DNA PROFILLERININ KARSILASTIRMASI

Tablo VIII : Maternal plazma 6rneklerinden amplifiye edilen fetal alleller ve agiz igi
svap orneklerinden elde edilen paternal allelerin karsilagtirmali gésterimi

STR Lokusu 2 o)
3 £
S c .| =
>3 _ < |25 B
o= g lz|g8|2 |8 |z|8/8|8|8|8|8|% (82| |2°% ¢
(%) » %] e (%) 2 n %] 1% % (%] 1% n (%) n = o <
> (S| =2 > N I > B - - S > > (> (R~ I &
o fa) (a] a [a)] [a)] [a)] o o o o o o o ) -
Al S 14 | 13 | 23 |31 | - |14 |18 |12 |10 |11 |21 | - |14 |10 | 21| 10 | 14
14 | 13 23 | 31 | 18,2 | 14 Bl -l - 13|14 | - | 21| 10 | 13
B1 C? 14 10
A2 15 | 11 | - = = - 12214 - | - - |10]| - 10|21 - 7
15
15 | 11 | 22 | 27 | 17 | 15 14 |10 | 12 | 22 | 10 | 16 | 10 | 21 | 12 | 16
B2 3 18
A3 Q 15 | 14 | 23 | 30 | 18 | 14 E 14 (11|10 22| - | 14|10 19| 12| 15
11
15 | 14 | 23 | 30 | 18 | 14 14 | 11 | 10 | 22 | 14 | 14 | 10 | 19 | 12 | 16
13
B3 &
A4 L 16 | 13| 22| - | 15 | - 12 12110 - |21 ] - | 15| 9 |21 |11 | 12
16 | 13 |22 |30 | 15 | 14 | 13 |12 |10 | 13 | 21 |12 | 15| 9 |21 | 11 | 16
B4 &
A5 Q i i ) ) ) ) ) ) i ) ) i ) ) i ) _
15 | 14 | 19 | 30 | 17 | 14 | 13 | 13 | 12 | 15 | 24 | 13 | 15 | 10 | 19 | 11 | 16
B5 &
A6Q | ) ) ) ) ) ) ] ] ] .
ATS 15 | 13 | 24 | 31 | 17 | 16 ig 14 |11 |21 | - |11 | 15| 10 | 19 | 11 | 15
14
15 | 13 | 24 | 31 | 17 | 16 14 | 11 | 11 | 23 | 11 | 15| 10 | 19 | 11 | 16
876 15

*Q simgesi maternal plazmadan ¢alisilan érnekleri, 3 simgesi ise paternal yanak
ici epitel svaplardan ¢alisilan ornekleri temsil etmektedir.
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Tablo IX : Bebeklerden ve babalarindan alinan tiikiiriik 6rneklerinden amplifiye edilen
allellerin kargilagtirmali gosterimi
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5. TARTISMA

Adli DNA analizlerinin kullamim alanlarindan biri de otozomal, mitokondriyal ve
Y kromozomal DNA &zelliklerinin degerlendirilmesi ile anne ve baba baglantili soy
bagimin kurulmasidir. Soy bagi tespiti; genetik aktarim kurallarina uygun olarak yarisi
anne ve yarisi baba kaynakli genetik materyalin uyumunun arastirilmasina dayanmaktadir
(17). Insan genomunda bulunan yaklasik 3 milyar baz ¢ifti, her biri farkli lokuslarda yer
alan 50,000-100,000 geni kodlamaktadir. Bu genler “allel” olarak adlandirilan birkag
farkli formda bulunabilmektedir. Bir gen i¢in her birey, biri anneden digeri babadan
aktarilan iki farkli allel tasiyabilirken, bir populasyon 6rnegi ayni gen ig¢in ¢ok sayida
allele sahip olabilmektedir. Bu genetik polimorfizm adli amagli DNA analizlerinin

temelini olusturmaktadir (119).

Babalik tayinini zorunlu kilan cinsel saldirt olgular basta olmak iizere, bosanma
gibi diger bazi adli olaylarda, babaligin dogum o6ncesi erken tespitinin, konuyla ilgili
bircok soruna ¢oziim getirebilecegi diistiniilmektedir (7). Cinsel saldir1 sonucu hamile
kalmig bir kadinin, babalik tayini i¢in gebeligin ilerleyen agamalarini beklemek zorunda
kalmasi ciddi bir sorundur. Ayrica uygulanacak amniosentez, CVS ve kordosentez gibi
girisimsel tekniklerin doguracag: saglik problemleri ve bir yasal esin varligi s6z konusu
oldugunda gebeligin devami hususunda yasal kiiretaj siiresi igerisinde karar
verilebilinmesi, Online gegilmesi gereken diger sorunlardir. Bu ¢er¢evede, maternal
kandan serbest fetal DNA analizi yontemiyle dogum oOncesi babalik tayininin rutin
uygulamalarda kullanilabilirliginin arastirilmasinin, adli siirecin hizlandirllmasina da

katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Holmes ve ark.’na (120) gére ABD’de her yil gergeklesen cinsel saldirilar
olgularinin ortalama %5’i hamilelikle sonuglanmaktadir. istem dis1 olusan gebeliklerin
%78.9’u ise 10 haftadan once sonlandirilmaktadir. Bu durum magdurlarin ¢ogunun
hamileliklerini babalikla ilgili herhangi bir test uygulamadan 6nce sonlandirdiklarini
gostermektedir (107). Hammond ve ark. (44) tarafindan yapilan bir ¢alismada istem dis1
cinsel iliski sonucu olusan gebelikler nedeni ile 7 ile 23nci gebelik haftalarini kapsayan

donemde prenatal babalik testi yapilan 10 olgunun sadece 1'inin adli makamlara
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bagvurdugu bildirilmektedir. Bu bulgu cinsel saldirt olgularinda adli makamlara
basvurunun gercek sayinin ancak onda biri kadar oldugu savini destekler niteliktedir (7).
Ayni ¢alismada 10 olgudan 6'sinda gebe kadinlarin yasal partnerinin babalik agisindan
dislanmadigi ve bu giftlerin tlimiiniin gebelige devam karar1 aldig1 rapor edilirken, yasal
eslerin dislandig1 olgularda ise 4 ciftten 3'iiniin gebeligi sonlandirma karar aldigi

bildirilmektedir (44) .

Konu hukuksal olarak ele alindiginda da uygulanacak yontemin saglik agisindan
olusturdugu riskin goz Oniine alindig1 goriilmektedir. Soybag tespitinde genetik analiz
hem Tirk Medeni Kanunu hem de Hukuk Muhakemeleri Kanunu’nda diizenlenmistir
(121). Ilave olarak iilkemizde, 4.12.2004 tarihinde yiiriirliige giren 5271 sayili Ceza
Muhakemesi Kanunu (CMK)’nun 75 ve devami maddelerinde “viicuttan drnek alimmasi,
genetik analiz yapilmasinda uyulmasi gereken kurallar” belirlenmistir. Kanunda
ongoriilen bu islemlerin yapilmasi ile ilgili usul ve esaslar ise, 01.06.2005 tarih ve 25832
sayili Resmi Gazetede yayinlanarak yiirirlige giren “Ceza Muhakemesinde Beden
Muayenesi, Genetik incelemeler ve Fizik Kimligin Tespiti Hakkinda Y®&netmelik” ile
diizenlenmistir. “Molekiiler Genetik Inceleme” kavrami CMK’da tanimlanmamis olmakla
birlikte Yonetmeligin 3. maddesinde su sekilde tanimlanmaktadir; “Gereken tiir ve
Miktardaki biyolojik materyali kullanarak, kisiyi diger kisilerden aywan ve kalitim
kurallarina uygun olarak aktarilan hastalik disindaki 6zelliklerinin molekiiler diizeyde

arastiriimasidir”.

Molekiiler genetik inceleme, diger bir sdylemle DNA analizi, magdur, siipheli ya
da olay yerinden elde edilen biyolojik materyaller iizerinde yapilmaktadir. Bu
materyallerin elde edilmesine iligskin usuller ile DNA analizinin yapilabilmesinin sartlari,
CMK ve Yonetmelikte ayrintili olarak agiklanmigtir. CMK 75 ve 76 maddeleri ile ilgili
yonetmelik birlikte degerlendirildiginde, DNA analizinde kullanilacak materyalin magdur
ya da silipheliden alinacak olmasi halinde; “Viicuttan kan veya benzeri biyolojik 6rnekler
alinabilmesi i¢in miidahalenin, kisinin sagligina agik¢a ve Ongoriilebilir zarar verme
tehlikesinin bulunmamasi gerektigi, ayrica magdur ve diger kisilerin viicudundan 6rnek
almada, cerrahi bir miidahalede bulunmama kosulunun 6ngériildiigii” anlagilmaktadir. Bu
baglamda, giintimiizde kullanilan amniyosentez, kordosentez, CVS, c¢olosentez gibi

dogrudan fetiise ait genetik materyal elde etmeye yarayan yontemlerin saglik agisindan
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tagidiklar1 ciddi riskler, kanun ve yonetmelikle getirilen bu ilke ile ¢elisebilmektedir. Bu
nedenle, DNA analizince kullanilacak biyolojik materyalin elde edilmesi i¢in, daha az ya

da hig risk icermeyen yontemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasi gereklidir.

Ulkemizde prenatal dénemde babalik tayini igin kullanilan tek yd&ntemin
amniyosentez oldugu bilinmektedir. Bu islemin adli amacli uygulanmasina dair
literatiirde yalnizca bir olguya rastlamilmistir (7). Amniyosentez, erken gebelik
haftalarindan itibaren tiim gebelik boyunca uygulanabilmektedir. Ancak, bunun ig¢in
amnion s1visinin yeterli hacme ve hiicre yogunluguna ulagmasi zorunludur. Yontem igin,
tercihen 20’nci gebelik haftast uygun gorilmektedir. Aksi takdirde islem sonrasi
amniyotik sivi sizintisi, enfeksiyon gibi maternal komplikasyonlarin yaninda nedbe
dokusu, patellar tendon yirtigi, organ ponksiyonu, ndrolojik hasar gibi giderek artan
onemli fetal sekellerin de gelisebilecegi bildirilmistir. Amniyosentez sonrasi diigiik riski
ise donanimli merkezlerde ve deneyimli ellerde dahi %1 olarak kabul edilmektedir
(7,28,40). Kanunda da belirtildigi gibi biyolojik 6rnek alimi kisilere saglik yoniinden bir
tehlike olusturmamak sartiyla gergeklestirilebilmektedir. Tim bu veriler, bu ¢alismada
kullanilan yo6ntemin, yukaridaki riskleri icermemesi nedeni ile avantajini acikca

gostermektedir.

Gebelik ile sonuglanan cinsel saldir1 olgularinda rutin uygulama, magdur
gebeligini kiiretaj icin uygun goriilen yasal siire igerisinde fark edebilmis ve hamileligi
sonlandirma karar1 alinmis ise babalik tayininin kiiretaj materyalinden DNA analizi ile
gerceklestirilmesi seklindedir. Tiirk Ceza Kanunu'nun 99 uncu maddesi bu siireyi
"Kadimin magduru oldugu bir su¢ sonucu gebe kalmast halinde, siiresi yirmi haftadan
fazla olmamak ve kadinin rizast olmak kosuluyla, gebeligi sona erdirene ceza verilmez.
Ancak, bunun icin gebeligin uzman hekimler tarafindan hastane ortaminda sona

erdirilmesi gerekir" ifadesi ile belirlemistir.

Maternal sirkiilasyondaki serbest fetal DNA ile yapilan ilk dogum 6ncesi babalik
tayini caligmasi 2009 yilinda gerceklestirilmistir. Wagner ve ark.(14) caligmalarinda
fetiise ait polimorfik STR lokuslarii incelemis ve 13 erkek gebelikte Y kromozomu
iizerindeki 6-16 STR lokusunu tespit edebilmislerdir. Bu durumu destekleyen sekilde,
ayni yontemin kullanildig1 bu ¢alismada, gebeliklerinin farkli haftalarinda (9-29 hafta)
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olan 7 kadinin plazmalar1 babalik tayini i¢in analiz edilmis ve 6 erkek gebelikte Y

kromozomu {izerindeki 7-15 STR lokusu tespit edilmistir.

A6 kodlu katilimcidan elde edilen plazma Ornegi ile yapilan Y-STR ¢aligmast
sonu¢ vermemistir. Bu durumun sebebinin fetiisiin disi olmas1 oldugu ancak, dogumun
gerceklesmesinin ardindan anlagilmistir. Literatlirde heniiz maternal kandaki serbest fetal
DNA'lar kullanilarak yapilan ve disi fetlislerde babalik tayini basarisi elde edilmis bir
STR ¢aligmasi1 bulunmamaktadir. Wagner ve ark. (14) bu basarisizligi, plazmada bulunan
maternal DNA miktarinin serbest fetal DNA miktarindan belirgin sekilde fazla olmasi ve
bu fazlaligin fetal DNA'ya primer baglanmasini suprese etmesi olarak ifade etmisleridir.
Bu bilgi esliginde bu calisma, maternal kanda Y-STR polimorfizmi tespiti iizerine
kurulmustur. Nitekim, disi fetiis tasiyan A6 kodlu olguda Y kromozomuna ait herhangi

bir veri elde edilememistir.

A2 kodlu olguda maternal kanda tespit edilen fetal DNA miktar1 0.002 ng/ul ve
A4 kodlu olguda bu deger 0.000 ng/ul olmasina ragmen elektroforez sonucunda Y-STR
DNA profili elde edilebilmistir.

A6 kodlu olgunun, gegmiste bir erkek bebek dogumu gergeklestirdigi
bilinmektedir. Literatiirde fetal hiicrelerin maternal kanda dogumdan yillar sonra dahi
tespit edilebildigine dair ¢alismalar mevcuttur (71,122-125). Bu c¢alismada bu verileri
destekleyecek bir sonu¢ almamamustir. Bahsi gegen ¢aligmalarda bu ¢alismadan farkli
olarak maternal ve fetal hiicrelerin yiizey antijenlerinin farkliliklarina dayali bir ¢aligma
yiriitilmiigtiir. 6 kodlu katilimcinin maternal kan 6rneginden elde edilen DNA profili
sonuclari, bu caligma ile benzer bir teknik kullanilan bir baska calisma ile uyum
gostermektedir. S6z konusu ¢alismada Lo ve ark. (126) daha once erkek bebek dogumu
yapmis 8 kadinin periferal kanlarinda Y kromozomuna spesifik sekanslarin

amplifikasyonu denemis fakat olgulardan hicbirinde pozitif bir sinyal alinamamustir.

Maternal supresyona ek olarak karsilagilan bir bagka sorun ise bu komponentlerin
plazmada yiiksek oranda degrade durumda bulunmasidir (108). Degrade DNA 6rnekleri
icin kisa fragmentler halindeki SNP’lerin analizinin bu problemin 6niine gecebilecegi
diistintilmektedir (115). Otozomal SNP'lerin diisik mutasyon oranlari ve oOzellikle

bozulmus DNA &rneklerinde kisa amplikonlarin kullanilmasi gibi potansiyel avantajlar
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vardir. Bu komponentlerin babalik tayini i¢in kullanilabilirligi adli arastiricilar tarafindan
incelenmektedir (116). Guo ve ark (107) 2012 yilinda yaptiklar ¢alismada; 8-14 gebelik
haftalarinda bulunan 30 kadinin maternal kan 6rneklerinden elde ettikleri serbest fetal
DNA'lar1 SNP kullanarak incelemis ve tiim orneklerin babalik tayininde basarili
olmuslardir. Ryan ve ark 'nin (108) 2013 yilinda yaptiklart bir diger ¢aligmada ise yine
SNP tekniginden yararlanilarak 6 haftalik gebelikte prenatal donem babalik tayini basarisi
elde edilmistir. Ancak SNP’ler ve STR’ler arasindaki karsilastirma SNP’lerin adli DNA
kimliklendirme markerlar1 olarak STR’lerle yer degistirmeye henliz hazir olmadigini
gostermistir (117). SNP’ler STR’ler kadar polimorfik olmadiklar i¢in ayni ayirim giicii
ve rastgele olasilik hesaplamalarina ulagsmak amaciyla daha fazla SNP bolgesinin

calisilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (118).

Babalik testlerinde ortak bir uygulama olarak, analiz edilen 6-15 STR lokusundan
bir veya iki tanesinde uyumsuzluk gozlenmesi, babaligin reddinden ¢ok bir mutasyon
seklinde degerlendirilmektedir (118). Kayser ve ark. (127) dislama giiclinii arastirmak
icin babalig1r onaylanmisg 415 baba-ogul ¢iftini 9 Y-STR lokusunda incelemis ve bir
baba-ogul ¢iftinde 2 Y-STR lokusunda mutasyon saptamislardir. Calisilan lokus sayis1 15
Y-STR'a c¢ikarilinca ikinci baba-ogul ciftinde de 2 mutasyon saptanmigtir. Babalik
olgularinda bir dislama yapabilmek icin en az 3 STR lokusunun uyusmazligi
gerekmektedir (128). Dolayisi ile bu ¢alismada, A2 ve B2 kodlu olgularin (baba- ogul)

DYS385 lokuslarinda gériilen uyumsuzluk bir dislama olarak yorumlanmamaktadir.

Baz1 Y-STR lokuslarinda duplikasyon nedeni ile iki allel bulunmakta olup bu
durumun karisik profil olarak degerlendirilmemesi gerekmektedir (128). Ornegin
DYS385 lokusu, Y kromozomunun uzun kolu boyunca iki bolgede mevcuttur. Bu duplike
bolgeler 40000 bp araliklarla yerlesmistir ve tek bir primer dizisi ile amplifiye
edildiklerinde iki farkli alel meydana getirebilmektedirler. Bu iki alel “a” ve “b” olarak
adlandirilmislardir. Y kromozomunda primer baglanan iki bélge mevcut oldugunda PCR
amplifikasyonu sirasinda bir yerine lokusun iki kopyasi da amplifiye olabilir (129). Bu
calismada; Bl, B2, B3, B7, A3, A4, A7, Cl ve C2 kodlu katilimcilara ait
elektroforegramlarda DYS385 ve DYS389I lokuslarinda gozlenen gift pikler bu sekilde

aciklanabilir.
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Lo ve ark. (77) 1998 yilinda yaptiklari ¢alismada maternal serum ve plazmadaki
serbest fetal DNA konsantrasyonunu; erken gebeliklerde serumda ortalama %0.13 ve
plazmada ortalama %3.4, ge¢ gebeliklerde serumda ortalama %1.0 ve plazmada ortalama
%6.2 olarak hesaplamiglardir. Bu calismada, maternal plazmadaki serbest fetal DNA
konsantrasyonu Real Time PCR teknigiyle ve ticari kit ile dl¢iilmiis ve elde edilen en

yiiksek miktar 0.032 ng/ul olarak tespit edilmistir.

Olgularin gebelikleri ile ilgili bilgiler degerlendirildiginde (tablo V), bir olgu (9
hafta) disinda tiim olgularda gebelik yasinin 10 haftanin iizerinde oldugu goriillmektedir.
Lo ve ark. (77) Mann-Whitney rank sum testi uygulayarak yaptiklar: istatistiksel
analizde 27 hamile kadmin kanlarimi incelemis, maternal plazma ve serumda bulunan
serbest fetal DNA konsantrasyonunun ge¢ gebeliklerde erken gebeliklere oranla daha
yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (P<.0005). Bu c¢alismada ise gebelik yasi ile serbest
fetal DNA degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olup olmadigini
degerlendirmek igin yapilan Pearson Korelasyon analizi sonuglarina gore (tablo VII),
gebelik yasi ile serbest fetal DNA degerleri arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir
(r=-.216, p>.05). Bu durumun érneklem sayisinin azlig1 ve analize dahil edilen olgularin
gebelik haftalarim birbirine yakinligr ile ilgili olabilecegi disiiniilmektedir. Zira fetal
DNA miktarinin ilerleyen gebelikle dogru orantili olarak arttigini ifade eden bircok
¢alisma (77, 130-133) mevcuttur.

Yapilan goriismelerde, konunun adli amach bir ¢aligma olmasinin katilimcilarda
ciddi bir tedirginlik yarattig1 gézlemlenmistir. Bir¢ok kadin babalik tayini gibi bir amagla
calisma yapilmasinin, eslerinde siiphe uyandiracagi endisesine kapildiklarini ifade
etmistir. Erkek partnerlerin endiselerinin ise eslerinin bu hassas donemde strese
girebilecekleri ile ilgili oldugu goriilmiistiir. Uzun zaman beklenmesi ve farkli kaynaklar
arastirilmasina ragmen olgu sayist arttirllamamigtir.  Tim bunlarin  yanmi  sira,
toplumumuzun bilimsel ¢aligmalara katkida bulunmak i¢in olsa dahi DNA 6rneklerini
paylagsmaktan imtina ettikleri ve bu anlamda ciddi bir giiven sorunu yasadiklari

gbzlemlenmistir.

Calisma siirecinde, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali’'ndan maternal kanda babalik tayini amaci ile istanbul Universitesi Adli

Tip Enstitiistine gonderilen 2 cinsel saldirn olgusu da calismaya dahil edilmek
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istenilmigtir. Talepte bulunan birim ile ¢alismanin yapilacagi birim ayn1 kampiis
icerisinde oldugundan, ilgililer tarafindan, orneklerin alinacagi tiiplerde pihtilasmayi
onleyici bir faktoriin olmasina gerek duyulmamustir. Zira rutin uygulamada, hemolize

ugramis hatta kurumus kandan dahi adli DNA analizleri yapilabilmektedir.

S6z konusu olgular, alinan kanlarin gegen siire igerisinde pihtilasmasi ve istenilen
ozellikte plazmaya ulagilamamasi sebebi ile bu ¢aligmaya dahil edilememistir. Yapilan
calismalar serbest fetal DNA'nmin  maternal serumdan c¢ok maternal plazmada
bulundugunu gostermektedir (77). Bu c¢alismada kullanilan yontem de maternal
plazmanin ayristirilmasina gereksinim gostermektedir. Bu sekilde materyal gonderilmesi
aligkanlik haline geldiginden, bu tutumdan vazgegilmesi zaman alabilir. Ancak bu sonug,
incelenen yontem rutin uygulamaya gectiginde, talepte bulunan kurumlarin uyarilmasi
gerektigini gdstermektedir. Diger yandan taleplerin baglamig olmasi da ¢alisma agisindan

6zel bir 6neme sahiptir.
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6. SONUC

Bu calismanin amaci, anne kanindan serbest fetal DNA analizi yontemiyle dogum
oncesi babalik tayininin Tirkiye'de rutin uygulamada yer alan kurumlarda

kullanilabilirligini arastirmaktir.

Zira babalik tayinini zorunlu kilan cinsel saldiri, bosanma gibi adli olaylarda
dogum Oncesi tespitin 6nemi biiyliktiir. Cinsel saldir1 sonucu hamile kalmis bir kadinin
analiz icin gebeligin ilerleyen asamalarimi beklemek zorunda kalmasi, uygulanacak
girisimsel tekniklerin doguracagi saglik problemleri, bir yasal esin varlig1 s6z konusu
oldugunda gebeligin devami hususunda karar verilebilmesi; Oniine gecilmesi gereken
problemler arasindadir. Kanunda da belirtildigi tizere, DNA analizinde kullanilacak
biyolojik materyal alinirken miidahalenin, kisinin sagligina agik¢a ve ongoriilebilir zarar
verme tehlikesinin bulunmamasi1 gerekmektedir. Anne kanindan serbest fetal DNA analizi
ile dogum Oncesi babalik tayini, girisimsel olmayan ve erken gebelik haftalarinda dahi
basarili sonuglar veren bir yontemdir. Ayrica yontem teknik olarak mevcut

kurumlarimizda uygulanabilecek niteliktedir.

Ulkemizde anne kanindan serbest fetal DNA analizi yontemi ile babalik tayini
yapmay1 amaglamis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu anlamda bu c¢alisma bir ilk olma
Ozelligindedir. Tirkiye'de prenatal donemde babalik tayini i¢in kullanilan tek yontemin
amniyosentez oldugu goriilmektedir. Bu islemin {ilkemizde adli amagli kullanilmasina
dair, literatiirde yalnizca bir olgu sunumuna rastlanmistir. Ancak bu girisimsel yonteme,
uygulanabilirlik siiresinin fazlaligi ve ciddi riskler olusturabilmesi nedeniyle adli

makamlar tarafindan miimkiin oldugunca bagvurulmamaktadir.

Erken gebelik haftalarinda uygulanabilirligi ve girisimsel olmayan bir method ile
giivenilir sonuglar alinabilinmesi, dogum 6ncesi babalik tayini i¢in bu yontemin ilerleyen
zamanlarda mevcut kurumlarimizda rutin uygulamaya gegebilecegini diisiindiirmektedir.

Ancak bunun i¢in birtakim problemlerin ¢6ziime ulagmasi gerekmektedir.

Yapilan calismalar serbest fetal DNA'nin maternal serumdan ¢ok maternal

plazmada bulundugunu gostermektedir. Dolayisi ile rutin uygulamadan farkli olarak bu
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calismada kullanilan ydntem maternal plazmanin aynstirilmasina — gereksinim
duymaktadir. Pihtilagma Onleyici madde igcermeyen tiiplere alinan kanlardan, istenilen
ozellikte plazma elde edilemeyecek olmasi talepte bulunan kurumlarin uyarilmasini ya da
yontem rutin uygulamaya gectiginde, materyal gonderecek kurumlar igin bir yonerge

hazirlanmasini gerektirebilir.

Bir diger 6nemli husus ise fetiisiin disi olmasi durumunda, plazmadaki maternal
DNA yogunlugunun fetal DNA'y1 baskilamasidir. Bu durum, yontemin disi fetiis tasiyan
hamilelerde basariya ulagmasini engellemektedir. Gelecekte yapilacak g¢aligmalar bu

sorunu ortadan kaldirmak tizerine olmalidir.
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OZET

DNA'nin polimorfik 6zelliklerinin degerlendirilmesi ile soy bag1 tespiti yapilmasi
adli DNA analizlerin en 6nemli kullanim alanlarindan biridir.Gebelikle sonug¢lanan cinsel
saldinn olgulart dogum o&ncesi erken donem babalik tayinini gerekli kilmaktadir.
Glniimiizde bu tespit amniyosentez ve CVS gibi invaziv girisimsel tekniklerle
yapilabilmektedir. Neden olduklari maternal ve fetal riskler sebebi ile bu yontemlere adli

makamlar tarafindan nadiren basvurulmaktadir.

Bu ¢alismada; invaziv girisimsel olmayan bir teknikle dogum oOncesi babalik

tayini yapilmasi amaglandi.

Gontlli katilimcilardan aydinlatilmis onamlart alinarak temin edilen kan ve
tiikiirik ornekleri, DNA profilleme amaci ile incelendi. Calismanin laboratuvar kismi,
T.C Adalet Bakanhigi Adli Tip Kurumu Egitim ve Bilimsel Arastirma Komisyonu’nun
B.03.1.ATK.0.01.00.08/475 sayili izni ile T.C Adalet Bakanligni Adli Tip Kurumu
Biyoloji ihtisas Dairesi Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Caligmada, hamile kadinlarin periferal kanlarinda bulunan fetiise ait serbest fetal
DNA’larin izolasyon, ultrafiltrasyon, kantifikasyon ve amplifikasyon basamaklar igin
cesitli ticari kitler kullanildi. Miktar tayini asamasinda Real Time PCR tekniginden
yararlanildi. PCR iiriinlerinin tiplendirilmesinde kapiller elektroforez yontemi kullanildi.

Elde edilen Y-STR profil sonuglart muhtemel babalarinkiler ile karsilagtirildi.

Bu ¢alismada 16. haftadan itibaren fetiise ait serbest fetal DNA’larin izolasyon ile

erkek fetilislerde babalik tayini yapilabilecegi gosterildi.

Caligsma ile maternal kandan serbest fetal DNA analizi yontemiyle dogum oncesi
babalik tayininin kullanilabilirligi belirlendi. Tiirkiye’de ilk kez uygulanan bu yontemin
adli stirecin hizlandirilmasina da katkida bulunabilecegi goriildii. Anne kanindan fetiise
ait DNA eldesi ile gerceklestirilen testin rutinde uygulanabilirligi bu calisma ile

gosterildi.
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SUMMARY

Evaluation of the polimorphic characteristics of the DNA in according to
determine the family relations, is an important area of the forensic DNA analyses.
Sexual assaults resulting pregnancy required prenatal paternity determination.

Today this determination can be made by invasive techniques like amniocentesis
and CVS. Owing the maternal and fetal risks, these tecniques are rarely used by judicial

offices.

In this study, we aimed to make the prenatal paternity determination using a non

invasive tecnique.

We took informed consents from volunteer participants for their blood and
saliva samples examined according to DNA profiling. The laboratory part of the study is
performed in Republic of Turkey Ministry of Justice Forensic Medicine Institution
Biology Specialization Office Laboratory under the permission number
B.03.1.ATK.0.01.00.08/475 of Education and Scientific Research Comission of
Republic of Turkey Ministry of Justice.

We used various commercial tests for isolation, ultrafixation, quantification and
amplification of the free fetal DNAs in mathernal peripheral blood circulation. We used
real Time PCR tecnique for the amount determination. We also used capillary
electrophoresis in order to classify the PCR products. And we compared the Y-STR

profile results with the probable father’s results.

We showed that the determination of the paternity from isolation of the

circulating free fetal DNA in mother’s peripheral blood is applicable from 16th week.

The study stated the utilization of the prenatal paternity determination using fetal
DNA analysis. This study is known to be the first in its field in Turkey, and it’s also seen
that this analysis can also accelerate the judical process., With this study it has been
shown that, using this test of determining the fetal DNA from maternal blood is

applicable in routine laboratory.
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EK (1)

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Bu form, Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Fen Bilimleri Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Ogrencisi, Biyolog Duygu AYHAN tarafindan hazirlanan “Maternal
Sirkiilasyondaki Serbest Fetal DNA ile Prenatal Donemde Babalik Tayini” konulu tez

caligmas ile ilgilidir.

Bu arastirmada, goniillii katilimcilardan gerekli materyaller alinip laboratuar
ortaminda DNA’lar1 izole edilerek, tiplendirme yapilacaktir.Gonillii katilimcilardan
alman kan ve tiikiirik 6rnekleri T.C Adli Tip Kurumu Biyoloji Ihtisas Dairesi
Laboratuvarlarma getirilip, incelemeleri burada yapilacaktir. Laboratuarda &rneklerin
DNA ekstraksiyonu, g¢esitli ticari kitlerle miktar tayini ve amplifikasyonu yapilip

elektroforezle tiplenmesi yapilacaktir.

Gebelikle sonuglanan adli olaylarda miimkiin oldugunca erken dénemde bebegin
babasinin tespitini yapabilmek hem annenin sagligi hem de adli siirecin hizli sekilde
isleyisini saglamak ac¢isindan biiylikk 6nem tasir. Bu da ancak annenin, bebegin ve
muhtemel babanin DNA larinda bulunan genetik sifrenin ortaya ¢ikarilmasi ve bu

bilgilerin karsilastirilmasiyla miimkiin olabilir.

Caligmanin amaci, hamile kadinlarin kanlarinda bulunan, bebege ait serbest DNA
lar1 kullanarak, erken donemde ve girisimsel olmayan bir yontemle babalik tayini

yapabilmektir.

Calismaya katilacak goniillii ¢ift sayis1 5 (bes)’dir. Arastirmanin katilimciya
herhangi bir etkisi yoktur. Goniillii, arastirmaya katilmayi red etme hakkina sahiptir.
Gonilli, istedigi anda arastirmaciya haber vererek arastirmadan ¢ekilmek isteyebilir. Bu
haldearastirmact katilimcinin 6rneklerini derhal imha edecektir. Ayrica, arastirmaci

tarafindan da gerek goriildiigiinde katilimeinin arastirma dis1 birakilacag bildirilebilir.
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Goniillii katilimei, arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir maddi

sorumluluk altina girmeyecektir. Ayrica kendisine bir 6deme yapilmayacaktir.

Goniilli katilimcilardan alinacak numuneler, yalnizca adi gecen calismada,

aragtirici tarafindan ve adi gegen yontemler i¢in kullanilacaktir.

Goniillii katilimemin kimlik bilgileri gizli tutulacaktir ve higbir surette kimse ile
paylasilmayacaktir. Bilgilerin kullaniminda sifre kullanilacaktir. Katilimcinin ¢aligmadan
herhangi bir neden ile ayrilmasi durumunda; tiim kayitlari silinecektir. Calismanin

sonuclari katilimcilara bildirilmeyecektir.

Biyolog Sayin Duygu AYHAN tarafindan 1.U. Adli Tip Enstitiisii Fen Bilimleri
Anabilim Dali’nda yapacak oldugu ““Maternal Sirkiilasyondaki Serbest Fetal DNA ile
Prenatal Dénemde Babalik Tayini” konulu yiiksek lisans tezi i¢in yapilacagi belirtilerek
bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir

arastirmaya “katilimer” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu aragtirmaya katilirsam arastirmaci ile aramda kalmas1 gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu aragtirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amagclarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacag1 konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak igin arastirmadan

¢ekilecegimi 6nceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim).

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir maddi sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun
aragtirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir
saglik sorunumun ortaya c¢ikmasi halinde, her tiirli tibbi miidahalenin saglanacag:
konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik

altina girmeyecegim.)
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Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun aragtirmaci ile olan iligkime herhangi bir zarar getirmeyecegini

de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diigiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimer”
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyilk bir memnuniyet ve
goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum. Imzali bu form kigidinin bir kopyasi bana

verilecektir.

Yukarida goniillilye arastirmadan dnce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zli agiklamalar yapildi. Bu kosullarla sz
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi

kabul ediyorum.

Goniilliiniin
Adi-Soyad
Yas

Adres
Telefon
Tarih

imza

Arastiricinin
Adi-Soyad : Biy. Duygu AYHAN

Imza
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EK (2)

T.C.
ADALET BAKANLIGI
Adli Tip Kurumu Baskanhg

Say1 : B.03.1.ATK.0.01.00.08/ tﬂs 18/10/2011
Konu: Bilimsel Kurul

Sayin, Bio. Duygu AYHAN

“Maternal Sirkiilasyondaki Serbest Fetal DNA ile Prenatal Dénem Babalik Tayini™
isimli tez 6neriniz 18/10/2011 tarihli Egitim ve Bilimsel Arasgtirma Komisyonu toplantisinda
goriigiilmiis olup; ¢aligmamzda kullanilacak tiim sarf malzemenin tarafimzdan karsilanmas
kosulu ile uygun gorilmiitir.

Bilginize rica ederim.

Adli Tip Kurumu, Telefon: (0 212) 454 15 00 Faks:(0 212 ) 454 15 82
(Cobangegme Mah. Kimiz Sok. Bahgelievler/IST.  Elektronik Ag: www.atk.gov.tr

85



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi : Duygu AYHAN
Dogum Tarihi : 21/07/1985

Dogum Yeri > Samsun

Egitim Bilgileri

Yiiksek Lisans : Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii
(2009-bugiin)

Universite : Ege Universitesi Biyoloji Boliimii
(2004-2009)

Lise . Ar1 Fen Lisesi

(2000-2003)

86



