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ÖZET 

 

Giriş ve Amaç: Son yıllarda, teknolojik gelişmelerin etkisiyle prenatal tarama ve tanı 

testlerinde önemli ilerlemeler kaydedilmiş; anne ile fetüs arasındaki biyolojik geçişlerin 

değerlendirilmesine yönelik çalışmalar önem kazanmıştır. Maternal plazmada hücre dışı serbest 

fetal DNA'nın (cffDNA) gösterilmesi, non-invaziv prenatal testlerin (NIPT) gelişmesine olanak 

sağlamıştır. cffDNA’nın amniyotik sıvı ve idrar gibi farklı vücut sıvılarında da tespit 

edilebilmesi, alternatif örnekleme yöntemlerinin araştırılmasına zemin hazırlamıştır. 

Yoğunlaştırılmış soluk havası (EBC), başta akciğer hastalıkları olmak üzere çeşitli klinik 

durumlarda kullanılan non-invaziv bir biyolojik örnekleme yöntemidir. Soluk havasında DNA 

ve RNA gibi genetik materyallerin saptanabiliyor olması, bu yöntemin gebelikte de potansiyel 

bir tanı aracı olarak değerlendirilebileceğini düşündürmektedir. Bu çalışmada, gebelerin EBC 

örneklerinde fetal DNA varlığının araştırılması amaçlanmıştır. 

 

Gereç ve Yöntem: Bu çalışma, tek merkezli ve prospektif bir tasarımla 

gerçekleştirilmiş olup, Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Kadın Hastalıkları ve Doğum Anabilim 

Dalı’nda takip edilen ve ultrasonografide erkek fetüs taşıdığı saptanan 30 gebe 

değerlendirilmiştir. Etik kurul onayının ardından, katılımcılardan bilgilendirilmiş onam 

alınarak, Amerikan Toraks Derneği kılavuzlarına uygun şekilde yoğunlaştırılmış soluk havası 

(EBC) örnekleri toplanmıştır. Elde edilen örneklerden DNA izolasyonu yapılmış; kalite ve 

miktar kontrolünün ardından, fetal DNA varlığının ve erkek cinsiyetin belirlenmesine yönelik 

olarak dijital damlacık PCR (dd-PCR) yöntemiyle SRY dizi analizi gerçekleştirilmiştir. Erkek 

cinsiyet, SRY geninin dd-PCR ile saptanmasıyla doğrulanmıştır. Sonuçlar, tanımlayıcı 

istatistiklerle ve %95 güven aralığında değerlendirilmiştir. 

 

Bulgular: Çalışmaya dahil edilen olguların ortalama yaşı 30,1±6,1 yıl olarak 

belirlenmiştir. Örneklemenin yapıldığı esnada gestasyonel yaşlar 33 hafta ile 40 hafta arasında 

değişmekteydi. Olguların gebelik haftası ortalama 37 hafta olarak saptanmıştır. Örneklem alımı 

ile eş zamanlı gerçekleştirilen ultrasonografilerde ortalama fetüs ağırlığı 3085 gram 

ölçülmüştür.  

Elde edilen 30 EBC örneğine DNA izolasyonu uygulanmıştır. Elde edilen örneklerin 

ortalama DNA konsantrasyonu 17 ng/µl olarak sonuçlanmıştır. Analiz edilen örneklerde DNA 

konsantrasyonu en düşük 3,3 ng/µl, en yüksek ise 34,1 ng/µl olarak belirlenmiştir. İzolasyonu 
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sağlanan tüm DNA örneklerinde, SRY dizilerinin varlığı dijital damlacık PCR (dd-PCR) 

yöntemi kullanılarak değerlendirilmiştir. Çalışma sonucunda toplam örneklerin 11’inde (11/30; 

%36,6) SRY dizisi pozitif olarak sonuçlanmıştır. Örnek alınarak çalışmaya dahil edilen tüm 

gebelerin bebeklerinin (30/30), doğum sonrası muayenede fenotipik olarak erkek cinsiyette 

olduğu görülmüştür.  

 

Sonuç: Bu çalışma, EBC örneklerinde fetal DNA varlığını ortaya koyarak noninvaziv 

prenatal tanıda yeni bir yaklaşımın mümkün olabileceğini göstermiştir. SRY geninin %36,6 

oranında tespit edilmesi, yöntemin uygulanabilirliğini desteklemektedir. Ancak, 

standardizasyon eksiklikleri ve teknik sınırlılıklar göz önüne alındığında, fetal genomun 

saptanmasında daha hassas yöntemlerin geliştirilmesine ve ileri düzey çalışmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: prenatal tanı; cffDNA; yoğunlaştırılmış soluk havası; dd-PCR; SRY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  v 

ABSTRACT 

 

Introduction and Objective: In recent years, prenatal screening and diagnostic tests 

have advanced rapidly with the impact of technological advances, and the assessment of 

biological transitions between mother and fetus has gained importance. The demonstration of 

cell free fetal DNA (cffDNA) in maternal plasma has led to the development of non-invasive 

prenatal tests (NIPT). The detection of cffDNA in other body fluids such as amniotic fluid and 

urine has led to alternative sampling methods. Exhaled breath condensate (EBC) is a non-

invasive biological sampling method used in various clinical situations, especially in pulmonary 

diseases. The ability to detect genetic materials such as DNA and RNA in breath air suggests 

that this method can be used as a potential diagnostic tool in pregnancy. The aim of this study 

was to investigate the presence of fetal DNA in EBC samples of pregnant women. 

 

Materials and Methods: This study, single-center, prospective was conducted in 30 

pregnant women who were followed up in Ege University Faculty of Medicine, Department of 

Obstetrics and Gynecology and were found to be carrying a male fetus on ultrasonography. 

After ethics committee approval, informed consent was obtained and EBC samples were 

collected from the participants in accordance with the American Thoracic Society guidelines. 

DNA was isolated from the samples, and after quality and quantity control, SRY sequence 

analysis was performed by digital droplet PCR (dd-PCR) to determine the presence of fetal 

DNA and male gender. Male sex was confirmed by detection of the SRY gene by dd-PCR. The 

results were evaluated with descriptive statistics and 95% confidence intervals. 

 

 Results: The mean age of the patients included in the study was 30.1 ± 6.1 years. 

Gestational ages ranged between 33 weeks and 40 weeks at the time of sampling. The mean 

gestational age was 37 weeks. The average fetal weight was 3085 grams in ultrasonography 

performed simultaneously with sampling.  

DNA isolation was performed on 30 EBC samples obtained. The average DNA 

concentration of the samples obtained was 17 ng/µl. The lowest DNA concentration obtained 

from the samples was 3.3 ng/µl and the highest DNA concentration was 34.1 ng/µl. The 

presence of SRY sequences in all isolated DNA samples was evaluated using the dd-PCR 

method. As a result of the study, positive results were observed in 11 of the total samples (11/30; 
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36.6%). The babies (30/30) of all pregnant women included in the study were phenotypically 

male at postnatal examination. 

 

Conclusion: This study demonstrated the feasibility of a new approach to noninvasive 

prenatal diagnosis by detecting fetal DNA in EBC samples. The detection of the SRY gene in 

36.6% of the samples supports the applicability of the method. However, considering the lack 

of standardization and technical limitations, further studies and development of more sensitive 

methods are needed. 

 

Keywords: prenatal diagnosis; cffDNA; exhaled breath condensate; dd-PCR; SRY 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Tarama ve erken tanı testleri alanındaki çalışmalar, teknolojik gelişmelerin de katkısıyla 

yoğunlaşmış ve günümüz tıbbında önemli bir yer edinmiştir. Hastalıkların erken tanınması ve 

bu sayede sağlıklı bir toplumun oluşturulması, ana hedeflerden biri olmuştur. Gebelik sürecinde 

de bu amaçla prenatal tarama ve tanı testlerine sıklıkla başvurulmaktadır. 

Prenatal tarama ve tanı testleri doğumdan önce bebek hakkında bilgi elde edilmesini 

sağlayan çeşitli yöntemleri içerir. 1950’lerde ilk kez amniyosentezle fetal cinsiyet tayini 

yapılmıştır (1). 1970’lerde anne kanında alfa-fetoprotein’in (AFP) düşük seviyelerde 

saptanması, fetal kromozomal anomalilerle ilişkilendirilmiştir (2). Bu çalışmalarla birlikte 

prenatal tanı ve tarama testleri alanında hızla yeni gelişmeler ortaya koyulmuştur. 

Amniyosentez ve koryon villüs örneklemesi gibi invaziv bazı yöntemler zaman içinde 

kullanıma girmiştir (3). AFP, insan koryonik gonadotropin (β-hCG), ankonjuge östriol (uE3), 

gebelikle ilişkili plazma protein A (PAPP-A) ve inhibin A gibi biyobelirteçler ile prenatal 

tarama yöntemleri geliştirilmiştir (4).  

 Gebelikte anne ile fetüs arasında iki yönlü bir geçiş olduğu bilinmektedir. 1969 yılında 

Walknowska ve ark.ları tarafından, erkek fetüs taşıyan gebe kadınların plazmasında 46,XY 

karyotipine sahip fetal lenfositlerin varlığı gösterilmiştir (5). 1997 yılında Lo ve ark.ları 

tarafından, ilk kez maternal serum ve plazmada hücre dışı serbest fetal DNA (cffDNA) 

bulunduğu gösterilmiştir (6). Hücre dışı serbest fetal DNA temel alınarak yapılan çalışmalar 

giderek yaygınlaşan non-invaziv prenatal test (NIPT)’in geliştirilmesine olanak sağlamıştır (7).  

 Soluk havasının vücudun sağlığı ve fizyolojisi konusunda bilgi verdiği, antik tıp 

uygulamalarından bu yana bilinmektedir. Diyabet, böbrek yetmezliği gibi hastalıklarda nefes 

kokusundaki değişiklikler fark edilmiştir. Bu bilgiler ışığında, ilk kez 1980’lerde soluk havası 

ile ilgili çalışmalar başlamıştır (8). Soluk havasında azot, oksijen, karbondioksit (CO2), nitrik 

oksit (NO) ve su buharı dışında pek çok organik ve inorganik uçucu bileşiğin bulunduğu 

bilinmektedir. Bu zamana kadar ekshale soluk havasında tespit edilen maddeler uçucu organik 

bileşik (VOC) türleri, hidrokarbonlar, alkoller, aldehitler, ketonlar, esterler, karboksilik asitler, 

sitokinler, DNA’lar, RNA’lar, proteinlerdir (9). 

 Yoğunlaştırılmış soluk havası (Exhaled Breath Condensate, EBC) verilen nefesin soğuk 

bir yüzeyle temas ettirilerek yoğuşması ve sıvı formda toplanmasıyla elde edilir (10). İçeriğinin 

büyük bir kısmını su buharı oluşturmaktadır. Solunum sisteminin bir yansıması olarak kabul 

edilen EBC, öncelikle kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH), astım ve akciğer kanseri 
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gibi hastalıklarda kullanım alanı bulmuştur (11,12). Ayrıca diyabet, böbrek hastalıkları ve kalp 

yetmezliği gibi birçok farklı alanda da soluk havası çalışmaları mevcuttur (13–15).  

 Hücre dışı serbest fetal DNA (cffDNA) temelli çalışmalar çoğunlukla maternal plazma 

üzerinde yoğunlaşmıştır. Ancak amniyotik sıvı, maternal serebrospinal sıvı ve idrar gibi çeşitli 

vücut sıvılarında da cffDNA bulunduğuna yönelik yayınlar mevcuttur (16–18). 

Yoğunlaştırılmış soluk havasında DNA, RNA ve diğer nükleik asitlerin gösterilmesi, EBC'nin 

sadece akciğer hastalıklarıyla sınırlı kalmayan potansiyelini ortaya koymuştur. Bu bilgiler ve 

maternal plazma dışındaki vücut sıvılarında cffDNA tespit edilebilmesi, soluk havasında da 

cffDNA bulunabileceği ihtimalini düşündürmektedir. Bu çalışma ile gebelerin yoğunlaştırılmış 

soluk havası örneklerinde fetal DNA varlığının araştırılması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Prenatal Tanı ve Tarama 

 Doğum öncesi tarama ve tanı yöntemleri, modern sağlık hizmetlerinde önemli bir yer 

tutmaktadır. Bu testler, anne karnında gelişimini sürdüren fetüs hakkında değerli bilgiler 

sağlaması nedeniyle çok önemlidir. EUROCAT (Avrupa Konjenital Anomalilerin Gözetimi) 

tarafından yapılan 22 ülkede yürütülen ve yılda 1,5 milyon doğumu kapsayan bir incelemede, 

majör konjenital anomali oranı %2,39 olarak bildirilmiştir (19). Fetüslerde genetik bozukluklar 

ve konjenital anomaliler gibi, doğum sonrası mortalite ve morbidite riskini artırabilecek 

durumların erken dönemde saptanması; anne-baba adaylarına daha kapsamlı bir danışmanlık 

verilmesini sağlar. Ayrıca doğum sonrası erken değerlendirme ve bu sayede erken müdahale 

imkânlarının sağlanmasını mümkün kılar. 

 Prenatal test yöntemleri iki ana grupta incelenir; non-invaziv prenatal tarama testleri ve 

invaziv prenatal tanı testleri (20).  

§ İnvaziv testler; amniyosentez, koryon villüs örneklemesi (CVS) ve kordosentez gibi 

yöntemlerden oluşur.  

§ Non-invaziv testler ise maternal plazmada biyokimyasal parametrelerin 

değerlendirilmesi, fetüsün radyolojik görüntüleme teknikleri ile incelenmesi, 

maternal kan örneklerinde fetal DNA analizi gibi çok çeşitli yöntemleri içerir.  

 

2.1.1. İnvaziv Prenatal Tanı Testleri 

 Amniyosentez, kordosentez ve koryon villus örneklemesi (CVS) gibi invaziv prenatal 

tanı yöntemleri, fetüslerdeki kromozomal anomalileri ve genetik bozuklukları tespit etmek için 

uzun süredir altın standart olarak kabul edilmektedir.  

Amniyosentez, annenin karın bölgesinden ince bir iğne yardımıyla amniyotik sıvı örneği 

alınarak fetüsün genetik yapısının analiz edilmesini sağlar. İlk olarak 1950’lerde fetal cinsiyet 

tayini amacıyla kullanılmış ve sonraki yıllarda kullanım alanları genişlemiştir (1). Genellikle 

gebeliğin 15-20. haftaları arasında uygulanır ve kromozomal hastalıkları (Down sendromu, 

Trizomi 18, vb.) tespit etmek için kullanılır (21). 

 Koryon villüs örneklemesi (CVS) ise gebeliğin daha erken dönemlerinde, 10-13. 

haftalar arasında yapılan bir testtir. Bu yöntemde, annenin karın bölgesinden veya vajinal 
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yoldan plasentadan koryon villus dokusu örneği alınır (22). İnvaziv yöntemlerin en önemli 

dezavantajı düşük riskini artırmalarıdır. CVS, amniyosenteze kıyasla daha erken dönemde 

uygulanabilmesi açısından avantaj sağlasa da düşük riski açısından daha dikkatli değerlendirme 

gerektirir (23).  

 

 

 Tablo 1. Prenatal Tanı ve Tarama Testleri (20) 

 

 
 

 
 

2.1.2. Non-invaziv Prenatal Tarama Testleri 

 1970’li yıllarda, anne kanında düşük alfa-fetoprotein (AFP) seviyelerinin fetal 

kromozomal anomalilerle ilişkilendirilmesi, non-invaziv prenatal tarama testleri alanında 

gelişmeleri başlatan kıvılcım olmuştur (2). Çalışmaların artmasıyla birlikte biyokimyasal 

belirteçlerin tarama testleri olarak kullanımı yaygınlaşmıştır. Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji 

PAPP-A: Gebelikle İlişkili Plazma Protein A, β-hCG: İnsan Koryonik Gonodotropin, NT: Ense kalınlığı, 
AFP: Alfa fetoprotein 
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Derneği (American College of Obstetricians and Gynecologists- ACOG), tüm gebelere 

gebeliğin 20. haftasından önce tarama testlerinin yapılması ve gereklilik halinde tanı testlerinin 

uygulanmasını önermektedir (24). 

İkili tarama testi, gebeliğin 11–14. haftaları arasında gerçekleştirilir ve gebelikle ilişkili 

plazma proteini-A (PAPP-A) ile insan koryonik gonadotropini (β-hCG) düzeylerinin 

ölçümünün yanı sıra ultrasonografi ile ense kalınlığı (NT) değerlendirilir. Üçlü tarama testi, 

15–20. haftalar arasında yapılır ve alfa-fetoprotein (AFP), β-hCG ve östriol seviyeleri ile 

değerlendirilir. Dörtlü tarama testi ise üçlü testin kapsamını genişleterek inhibin-A 

biyobelirtecini ekler ve aynı haftalar arasında yapılır. Bu testler gebeliğin farklı dönemlerinde 

Down sendromu, Trizomi 18 ve nöral tüp defekti gibi genetik bozuklukların riskini 

değerlendirmeye olanak tanır (25). 

Görüntüleme teknikleri, prenatal taramanın önemli bir bileşenidir. Özellikle 

ultrasonografi, fetüsün gelişimini izlemek, doğumsal anomalileri tespit etmek ve gebelik 

sürecini yönetmek için sıklıkla kullanılmaktadır. Ultrasonografinin en yaygın kullanım 

alanlarından biri fetal anomalilerin (kardiyak anomaliler, beyin anomalileri) saptanmasıdır (26). 

Gebeliğin ikinci trimesterinde kullanılan fetal ense kalınlığı (NT) ölçümü, fetal anöploidilerin 

taramasında kullanılmaktadır. Ayrıca 3D ve 4D ultrasonografi yöntemleriyle fetüsün ayrıntılı 

anatomik değerlendirmesi yapılabilir. Fetal ekokardiyografi ile doğumsal kalp hastalıkları 

açısından tarama yapılabilir (27). Manyetik rezonans görüntüleme (MRG) ise özellikle beyin 

gelişimi ve karmaşık yapısal anomalilerin değerlendirilmesinde etkili bir yöntemdir (28).   

Genel uygulama, invaziv olmayan prenatal testler ile tarama yapılıp sonrasında invaziv 

testler ile prenatal tanıya ulaşma şeklinde gerçekleşmektedir. İnvaziv testler yüksek doğruluk 

oranına sahiptir; fakat düşük, erken doğum gibi komplikasyonlar nedeniyle bu testlerin seçilmiş 

vakalarda kullanımı uygun görülmektedir. Bu sebeple, non-invaziv bir tanı yöntemi olan 

maternal kanda fetal DNA analizi temelli testler önem kazanmıştır. 

 

2.2. Non-invaziv Prenatal Tanı 

 İnvaziv testlerin maliyet ve komplikasyon gibi dezavantajları, farklı prenatal tanı 

yöntemlerinin geliştirilmesine neden olmuştur. Bu doğrultuda, maternal kanda fetal hücreler ve 

serbest fetal DNA'ya dayalı yeni teknikler geliştirilmiştir (29). 
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2.2.1. Maternal Plazmada Fetal Hücreler 

 1893 yılında patolog Schmorl, eklampsi nedeniyle ölen gebelerin akciğerlerinde fetüs 

kaynaklı sinsityal trofoblastları göstermiştir (30). Bu, maternal dolaşımda fetal hücrelerin 

varlığını gösteren ilk çalışma olmuş; ancak uzun bir süre bu alanda yeni bir gelişme 

kaydedilememiştir. 1959 yılında Douglas ve ark.ları, uterin ven ile pulmoner arter arasındaki 

dolaşımda trofoblastları göstermiştir (31). 1969’da ise Walknowska ve ark.ları, erkek fetüs 

taşıyan gebe kadınların plazmasında 46, XY karyotipine sahip fetal lenfositlerin varlığını ortaya 

koymuştur (5).   

Maternal dolaşımdaki fetal hücreler, genetik tanı için büyük potansiyel taşır. Bu 

hücrelerin çekirdeklerinde veya sitoplazmalarında yer alan genetik bilgi, özellikle anne veya 

babanın taşıdığı fetal genetik kusurları belirlemede faydalıdır. Çünkü fetal hücreler, 

ebeveynlerin hücreleriyle kolayca karıştırılamaz. Ancak, fetal hücrelerin dolaşımdaki sıklığı 

oldukça düşüktür. Bu nedenle, fetal hücrelerin etkili bir şekilde izole edilmesi, araştırma ve 

geliştirme gerektiren bir konu olmuştur (32).  

Maternal kanda; lenfositler, trofoblastlar, eritroblastlar ve hematopoetik kök hücreler 

gibi çeşitli fetal hücre tipleri bulunmaktadır (33). Her bir hücre tipinin kendine özgü özellikleri 

olduğundan, bunların ayrıştırılması farklı zorluklar doğurabilir ve analizlerin doğruluğunu 

etkileyebilir. 2000’li yılların başından itibaren bu alandaki çalışmalar artmış; mikroakışkan 

hücre ayırma gibi yeni teknolojiler geliştirilmiştir. Ancak hâlâ pratik ve yaygın şekilde 

kullanılabilecek ayrıştırma yöntemlerinin eksikliği, fetal hücre temelli prenatal tanının geri 

planda kalmasına neden olmuştur (32,34).  

 

2.2.2. Maternal Plazmada Hücre Dışı Serbest Fetal DNA  

Kanda hücre dışı nükleik asitlerin varlığı ilk kez 1948 yılında bildirilmiştir (35). Bu 

keşfin ardından, hücre dışı serbest DNA’ya (cfDNA) dayalı testlerin geliştirilmesi önemli bir 

araştırma alanı haline gelmiştir. 1970’lere gelindiğinde, kanser hastalarında sağlıklı bireylere 

kıyasla cfDNA miktarlarında belirgin artış olduğu saptanmıştır. Özellikle metastatik olgularda 

cfDNA konsantrasyonunun anlamlı şekilde arttığı; tedavi sonrası ise bu seviyelerde belirgin 

düşüş yaşandığı görülmüştür  (36,37).  

Hücre dışı serbest DNA'nın kaynağı henüz tam olarak netlik kazanmamış olsa da iki ana 

görüş öne çıkmaktadır: İlki, hücre yıkımı sonucunda oluştuğu; ikincisi ise canlı hücrelerin aktif 

olarak DNA salgıladığı yönündedir. cfDNA salınımı; hücre nekrozu, apoptoz, piropitozis, 
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travma ve aktif salınım gibi çeşitli mekanizmalarla gerçekleşebilir. Apoptozda DNA genellikle 

160-180 baz çifti (bp) uzunluğunda küçük parçalara ayrılırken; piropitoziste farklı bir hücre 

ölüm mekanizması söz konusudur. cfDNA, eksozomlar, mikroveziküller ve apoptotik 

cisimcikler gibi veziküller içerisinde de taşınabilir. Kanser, sepsis, steril inflamasyon, yaş ve 

fiziksel aktivite gibi faktörler cfDNA seviyelerini etkileyebilir  (38,39).  

Kanser hastalarında cfDNA varlığının gösterilmesi, bu konudaki araştırmaların farklı 

alanlara yayılmasına neden olmuştur. 1997 yılına gelindiğinde Lo ve ark.ları buradan yola 

çıkarak gebelikteki benzer durumu inceleyen çalışmalarını yayınladı. Erkek fetüs taşıyan 

gebelerin plazma ve serum örneklerinde fetüs kaynaklı Y kromozomuna ait dizileri saptayarak, 

hücre dışı serbest fetal DNA’yı (cffDNA) tanımlamışlardır (6). Bu çalışmayı izleyen yıl, 

cffDNA’nın gebeliğin 7. haftası gibi erken bir dönemde dahi tespit edilebildiği; gebelik 

ilerledikçe maternal plazmadaki fetal DNA oranının arttığı rapor edilmiştir (erken dönemde 

%3,4; geç dönemde %6,2) (40). Bu bulgular, fetal DNA’nın maternal plazma ve serumda 

kolaylıkla tespit edilebileceğini ve non-invaziv prenatal tanı alanında değerli bir biyobelirteç 

olduğunu ortaya koymuştur. 

Fetal DNA’nın kaynağı hâlâ tam olarak netleşmemiş olsa da mevcut fizyolojik ve klinik 

bilgiler, dolaşımdaki nükleik asitlerin çoğunun plasentadan türediğini; bir kısmının ise fetal 

hematopoetik sistemden geldiğini göstermektedir (41). Plasentanın fetüs kaynaklı bölümü olan 

trofoblastlar, apoptoz ve aponekrozis sonucu maternal dolaşıma fetal DNA salmaktadır. Ayrıca, 

amniyon sıvısında maternal plazmaya göre yaklaşık 200 kat daha fazla fetal DNA bulunması 

nedeniyle, buradan difüzyon yoluyla geçişin de fetal DNA kaynağı olabileceği öne sürülmüştür 

(42).  
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Şekil 1. Hücre Dışı Serbest Fetal DNA’nın Maternal Dolaşıma Katılması (43) 

 

 

Gebelik haftası ilerledikçe, cffDNA konsantrasyonlarının da arttığı gösterilmiştir. 

Yapılan çalışmalarda, fetal DNA oranının gebeliğin 10 ila 21. haftaları arasında her hafta 

yaklaşık %0,1; 21. haftadan sonra ise haftalık yaklaşık %1 oranında arttığı bildirilmiştir (44). 

Gebeliğin sonlanmasının ardından ise cffDNA’nın maternal dolaşımdan hızlı bir şekilde 

temizlendiği görülmüştür. Doğumdan sonraki ikinci saatte maternal plazmada fetal DNA’nın 

ölçülemez düzeylere indiği gösterilmiş; bu bulgular doğrultusunda cffDNA’nın yarı ömrünün 

yaklaşık 16,3 dakika olduğu belirlenmiştir (45). Bu gelişmeler, cffDNA’nın fetüse ait genetik 

bilgileri gebeliğin erken döneminde saptamaya olanak sağlayan, değişimleri dinamik olarak 

yansıtan ve invaziv tanı yöntemlerine duyulan ihtiyacı azaltabilecek yenilikçi bir prenatal tanı 

aracı olma potansiyelini ortaya koymuştur.  

 

2.2.2.1. Hücre Dışı Serbest Fetal DNA’nın Klinik Kullanım Alanları  

Hücre dışı serbest fetal DNA (cffDNA) alanındaki çalışmaların hız kazanmasıyla 

birlikte non-invaziv prenatal testler (NIPT) geliştirilmiştir. Bu testlerin ilk kullanım alanı fetal 

cinsiyet tayini olmuş; X’e bağlı kalıtılan hastalıklarda dişi fetüslerin hastalıktan 

etkilenmeyeceği göz önüne alındığında, invaziv testlere duyulan ihtiyaç yaklaşık %50 oranında 

azalmıştır (46). Ultrasonografi ile cinsiyet tayini yüksek doğruluk oranına sahip olsa da ancak 

11. haftadan itibaren yapılabilirken, NIPT ile 7. haftadan itibaren fetal cinsiyet belirlenebilir. 

Ayrıca konjenital adrenal hiperplazi riski taşıyan gebeliklerde, dişi fetüslerde dış genital 
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organların virilizasyonunu önlemek amacıyla erken dönemde deksametazon tedavisi 

uygulanabilir (47,48).  

Yenidoğanın alloimmün hemolitik hastalığı en sık Rh antijenine karşı gelişmektedir. 

Fetal Rh(D) genotipinin invaziv olmayan yöntemlerle tayini, özellikle Rh(D) duyarlı kadınlarda 

önemlidir. Eğer fetüs Rh(D) negatifse, ek tanı testlerine veya anti-D immün globulin tedavisine 

gerek kalmaz. Böylece gereksiz kan ürünü kullanımı önlenmiş olur (49,50). 

Preeklampsi, yalnızca gebelere özgü multisistemik bir hastalık olup, gelişmiş ülkelerde 

maternal ve fetal ölüm ile morbiditenin en önemli nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir 

(51). Çeşitli çalışmalar, semptomatik preeklampsi gelişen kadınlarda fetal DNA seviyelerinin 

beş kat arttığını göstermiştir. Ayrıca bu seviyelerin preeklampsi gelişmesi muhtemel gebelerde 

de yüksek olduğu bildirilmiştir. Bu durum, cffDNA'nın preeklampsi gelişimi için prediktif bir 

belirteç olarak kullanılma potansiyelini artırmaktadır (52,53).  

Maternal serumda cffDNA seviyelerindeki artışın, erken doğumun bir belirteci 

olabileceği; ayrıca plasenta previa, hiperemesis gravidarum gibi durumlarda da bu artışın 

gözlenebileceği bildirilmiştir (41).  

Monogenik hastalıklarda, özellikle de novo mutasyonlarla ortaya çıkan ya da otozomal 

dominant kalıtılan hastalıklarda NIPT kullanımı daha kolaydır. Kısa uzuvlu bir fetüste maternal 

plazmadan akondroplazi saptandığı; bir başka vakada ise cffDNA ile trinükleotid tekrarları 

içeren myotonik distrofi varlığının gösterildiği bildirilmiştir (54,55). Ayrıca kistik fibrozis, beta 

talasemi gibi hastalıklar için de maternal plazmada cffDNA analiziyle tanı konulabildiği 

raporlanmıştır (56,57).  

Trizomi 21 (Down sendromu) olguları, yüksek morbidite oranı ve yaygınlığı nedeniyle 

prenatal tanıda önemli yer tutar. Trizomi 21’li fetüslerde maternal kanda fetal DNA 

düzeylerinin yüksek olduğu gösterilmiştir  (58). Tek değişkenli analizlerde bu testin tespit oranı 

%21 olarak belirlenmiştir. Ancak dörtlü tarama testi (AFP, östriol, β-hCG, inhibin A) ile fetal 

DNA analizinin birlikte kullanılması, Down sendromu tespit oranını %81’den %86’ya 

çıkarmıştır (59). Ayrıca trizomi 13 ve trizomi 18 ile ilgili de benzer çalışmalar yapılmış fakat 

sonuçlar trizomi 21’e kıyasla daha düşük kalmıştır. 

Bu alanda çalışmalar devam etmiş ve 2008 yılına gelindiğinde fetal anöploidilerin non-

invaziv tanısına yönelik yeni yayınlar bildirilmiştir (60). 2011 yılı itibariyle non-invaziv 

prenatal test klinik kullanıma girmiş ve büyük çalışma gruplarını içeren yayınlar ortaya 

konmuştur (61). Fetal anöploidi tespitinde karşılaşılan temel zorluk, maternal plazmada hücre 

dışı serbest DNA’nın büyük çoğunluğunun anne kaynaklı olmasıdır. Bu nedenle anöploidi 
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tanısı, ilgili kromozomun hafif aşırı temsilinin hassas şekilde belirlenmesine dayanır (48) (Şekil 

2). Bu alanda yapılan bir meta-analiz, tekil gebeliklerde trizomi 21'li fetüslerin %99’undan 

fazlasının, trizomi 18’lilerin %98’inin ve trizomi 13’lülerin %99’unun NIPT ile tespit 

edilebildiğini göstermiştir (62).  

 

 

   

 

Şekil 2. İstenilen Kromozomda Fetal DNA’nın Aşırı Temsiliyle Anöploidi Tayini (48) 
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Konvansiyonel prenatal invaziv yöntemlerle NIPT arasında yüksek düzeyde uyum 

bulunmasına rağmen, yanlış pozitif ve yanlış negatif sonuçlar görülebilmektedir. Bu hataların 

en sık nedeni sınırlı plasental mozaisizmdir (63). Ayrıca maternal plazmada analiz edilen hücre 

dışı serbest DNA’nın büyük bir kısmının anne kaynaklı olması da uyumsuz sonuçlara yol 

açabilmektedir. Bununla birlikte, maternal malignitelerin NIPT sonuçlarını etkileyebileceği 

bildirilmiş; bu durum, cfDNA’nın kanser taramasında da potansiyel bir biyobelirteç olarak 

kullanılabileceği düşüncesini doğurmuştur (64). Maternal obezite ve erken gebelik haftasıyla 

ilişkili olarak fetal DNA konsantrasyonunun düşük olması da yanlış negatif sonuçlara neden 

olabilecek diğer faktörlerdir (65,66). 

Amerikan Kadın Hastalıkları ve Doğum Uzmanları Derneği (ACOG) ile Maternal-Fetal 

Tıp Derneği (SMFM), Ekim 2020’de yayımladıkları Uygulama Bülteni No. 226’da, hücre dışı 

serbest DNA temelli NIPT’in, yaygın fetal anöploidiler (trizomi 21, 13 ve 18) açısından en 

hassas ve en spesifik tarama testi olduğunu belirtmiştir. Ayrıca bu testin gebeliğin 9–10. 

haftasından itibaren herhangi bir zamanda yapılabileceği ve tüm gebelere —anne yaşı veya 

başlangıç riski fark etmeksizin— erken gebelik döneminde anlatılarak önerilmesi gerektiği 

vurgulanmıştır (67). 

 

2.2.2.2. Hücre Dışı Serbest Fetal DNA ile Cinsiyet Tayini 

 Fetal cinsiyetin invaziv işlemler olmadan doğum öncesinde belirlenmesi, mevcut altın 

standart olan invaziv prenatal testlere önemli bir alternatif sunmakta ve belirsiz genital yapıların 

bulunduğu durumlar, X’e bağlı kalıtılan hastalıklar ile konjenital adrenal hiperplazi gibi tek gen 

bozukluklarında önemli klinik avantajlar sağlamaktadır (46). Koryon villus örneklemesi ve 

amniyosentez gibi invaziv yöntemler, düşük riski taşıdığından, bu riskleri ortadan 

kaldırabilecek güvenilir non-invaziv yaklaşımlar tercih sebebi hâline gelmiştir.  

Fetal cinsiyet tayini, ultrasonografi ile 11. gebelik haftasından itibaren yapılabilse de bu 

yöntemin doğruluğu gebelik haftasına bağlı olarak değişkenlik göstermektedir. 13. haftadan 

itibaren ise ultrasonografik değerlendirmelerde yüksek doğruluk oranları bildirilmiştir (68). 

Ancak, hücre dışı serbest fetal DNA'nın maternal plazmada gösterilmesiyle birlikte fetal 

cinsiyetin çok daha erken dönemde, güvenilir şekilde belirlenmesi mümkün hâle gelmiştir. 

Y kromozomu, insan genomundaki 46 kromozomdan biri olup yalnızca erkeklerde 

bulunur ve erkek cinsiyetinin belirlenmesinde temel rol oynar. Dişi bireylerde bulunmayan bu 

kromozom, cinsiyete özgü bazı gen dizilerini içerir. Bunlar arasında tek kopyalı SRY (Sex 

Determining Region Y), DAZ (Deleted in Azoospermia) ailesi, çok kopyalı DYS14, AZF ve 
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ZFY gen dizileri yer alır (69). Bu diziler, gerçek zamanlı PCR (RT-PCR), dijital damlacık PCR 

(dd-PCR) ve masif paralel dizileme (MPS) gibi moleküler yöntemlerle analiz edilebilir. Elde 

edilen sonuçlarda Y kromozomu dizilerinin pozitif tespiti, erkek fetüsü; negatif sonuç ise dişi 

fetüsü işaret eder. Bu yöntemle fetal cinsiyetin yüksek duyarlılık ve özgüllükle belirlenebileceği 

pek çok çalışmayla gösterilmiştir (70,71). Ayrıca SRY, DYS14 ve DAZ gen dizilerinin 

kombinasyonunun kullanıldığı bir çalışmada, fetal cinsiyetin %100 duyarlılık, %99,5 

özgüllükle saptanabildiği bildirilmiştir (72).  

  

2.2.3. Non-İnvaziv Prenatal Test Metotları 

 Non-invaziv prenatal testlerin gelişiminde kullanılan dizileme teknolojilerinin evrimi 

önemli bir rol oynamıştır. Geleneksel yöntemler arasında yer alan polimeraz zincir reaksiyonu 

(PCR) ve jel elektroforezi tabanlı Sanger ve Maxam-Gilbert dizileme teknikleri, yüksek 

maliyetleri, uzun işlem süreleri ve düşük verimlilikleri nedeniyle klinik uygulamalarda yaygın 

olarak tercih edilmemektedir.  

İnsan Genom Projesi sürecinde dizileme teknolojilerinde önemli ilerlemeler 

kaydedilmiş ve bu çalışmalar neticesinde Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing, 

NGS) teknolojisinin temelleri atılmıştır. Pirosekanslama ve köprü amplifikasyonu gibi 

tekniklerin geliştirilmesiyle birlikte NGS, genetik analizlerde devrim niteliğinde bir değişim 

yaratmış ve non-invaziv prenatal testlerin uygulanabilirliğini büyük ölçüde artırmıştır (73,74). 

Yeni Nesil Dizileme teknolojisine dayanan Masif Paralel Dizileme (Massively Parallel 

Sequencing, MPS), maternal plazmadaki fetal ve maternal kaynaklı DNA'yı birlikte 

dizileyerek, özellikle trizomi 21 gibi sayısal kromozomal anomalileri yüksek duyarlılık ve 

özgüllükle tespit edebilme imkânı sunar. MPS'in daha maliyet etkin ve hedefe yönelik bir 

versiyonu olan Hedeflenmiş Masif Paralel Dizileme (targeted MPS, t-MPS) ise yalnızca belirli 

kromozomal bölgelerin dizilenmesi sayesinde okuma sayısını azaltmakta ve analiz sürecini 

daha ekonomik hâle getirmektedir (75).  

Bunlara ek olarak, Tek Nükleotid Polimorfizm (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) 

analizi, fetal ve maternal DNA profilleri arasındaki küçük farklılıkları değerlendirme esasına 

dayanır. Bu yöntem; triploidi, uniparental dizomi gibi karmaşık genetik anomalilerin prenatal 

tanısında da önemli avantajlar sunmaktadır (76). 
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Tablo 2. NIPT İçin Kullanılan Genetik Yöntemlerin Sınıflandırılması 

 

 

 

Non-invaziv prenatal tanıda kullanılan başlıca moleküler yöntemler arasında Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Yeni Nesil Dizileme (NGS) yer almaktadır. PCR, belirli genetik 

varyantlara veya mutasyonlara özgü hedeflemeyle yüksek doğruluk sağlayan bir yöntemdir; 

ancak yalnızca sınırlı sayıda mutasyonun analizine olanak tanıması nedeniyle kapsamlı 

taramalarda yetersiz kalabilir. Özellikle cinsiyet tayini ve kromozomal anomalilerin 

belirlenmesinde kantitatif floresan PCR (QF-PCR) yönteminin kullanımı giderek artmış olup, 

bu yöntem yüksek özgüllüğü ve tekrarlanabilirliği nedeniyle klinik olarak tercih edilmektedir 

(77).  

Standart PCR tekniklerine kıyasla daha hassas olan dijital damlacık PCR (dd-PCR), son 

yıllarda ön plana çıkmaktadır. dd-PCR teknolojisi, örneği binlerce mikrodamlacığa bölerek her 

bir damlacıkta bağımsız PCR reaksiyonu gerçekleştirilmesine olanak tanır. Bu yöntem, düşük 

yoğunluktaki hedef DNA'nın yüksek hassasiyetle tespiti, doğrudan kopya sayımı yapılabilmesi, 

standart eğriye gerek duyulmaması ve yüksek tekrarlanabilirlik gibi avantajlara sahiptir. 

Maternal plazmadaki hücre dışı serbest fetal DNA’nın düşük konsantrasyonda bulunması 

nedeniyle dd-PCR yöntemi bu alanda özellikle avantajlıdır (78,79). 

NGS teknolojisi ise daha kapsamlı genetik analiz olanağı sunar. Tek bir analizle çok 

sayıda genetik varyantın eş zamanlı taranabilmesi, özellikle monogenik hastalıkların erken 
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dönemde saptanmasına olanak tanımaktadır. Yeni nesil dizilemenin işlem süresi kısalmış, 

maliyeti azalmış ve klinik erişilebilirliği artmıştır. NGS tabanlı analizlerin, prenatal tanıda 

giderek daha yaygın bir şekilde kullanılmaya başlandığı gözlenmektedir (80).  

İleri düzey moleküler tekniklerden Rölatif Mutasyon Dozu (RMD) ve Rölatif Haplotip 

Dozu (RHDO), özellikle X'e bağlı kalıtılan hastalıklar ve otozomal resesif bozukluklarda 

yüksek doğrulukla prenatal tanı yapılmasını mümkün kılmaktadır. Bu teknikler, anne ve baba 

haplotiplerinin ayrıştırılması yoluyla fetüsteki spesifik genetik özelliklerin daha doğru şekilde 

saptanmasına olanak sağlar (81). 

Son yıllarda, yapısal fetal anomalilerin saptandığı olgularda Tüm Ekzom Dizileme 

(Whole Exome Sequencing, WES) kullanılarak prenatal tanının derinleştirilmesi yönünde 

çalışmalar yapılmıştır. Maternal plazmadan elde edilen hücre dışı serbest fetal DNA 

örneklerinin bu tür ileri dizileme teknikleri ile analiz edilmesi, invaziv yöntemlere olan 

gereksinimi azaltmakta ve daha erken dönemde tanı olanaklarını genişletmektedir (82).  

 

2.3.Soluk Havası 

 İnsan nefesinin hastalık tayininde kullanımı, tarihsel olarak oldukça eski dönemlere 

uzanmakta olup, ilk kayıtlara MÖ 5. yüzyılda Hipokrat tarafından rastlanmaktadır. Hipokrat’tan 

itibaren nefes kokusu, geleneksel tıpta bir teşhis aracı olarak değerlendirilmiş ve hepatik, 

üremik, aseton gibi tanımlamalarla sınıflandırılmıştır. Bu yaklaşım, hastalıklara özgü 

metabolitlerin nefes ile dış ortama atılabileceği fikrine dayanmaktadır (83). Orta Çağ’da İbn 

Sînâ (Avicenna), El-Kanun fi’t-Tıbb adlı eserinde nefesin kokusunu ve karakterini tanı aracı 

olarak tanımlamış; 16. yüzyılda ise Paracelsus, hastalıkların kimyasal nedenleriyle ilgilenmiş 

ve vücuttan çıkan gazların analiz edilebileceğini öne sürerek modern metabolik tanı 

yaklaşımlarına öncülük etmiştir (83).  

 Atmosferik hava temel olarak azot (%78) ve oksijen (%21) gazlarından oluşur. Geriye 

kalan yaklaşık %1’lik kısmı ise karbondioksit (CO₂), su buharı ve eser miktarda bulunan diğer 

gazlar (argon, metan, helyum vb.) oluşturmaktadır. Soluk alıp verme süreci sırasında, akciğerler 

oksijen alımını ve karbondioksit atılımını sağlayarak gaz değişimini gerçekleştirir. Bu değişim, 

gazların kısmi basınç farkına bağlı olarak yüksek yoğunluktan düşük yoğunluğa doğru difüzyon 

yoluyla ilerlemesiyle gerçekleşir. Bu fizyolojik süreç, akciğerin en küçük yapı birimi olan 

alveoller ile bunları çevreleyen pulmoner kapiller damar ağı arasında gerçekleşir (84).  
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2.3.1. Yoğunlaştırılmış Soluk Havası (EBC) 

Alt solunum yollarından örnek elde etmek için kullanılan geleneksel yöntemler arasında 

balgam toplama, balgam indüksiyonu, bronkoalveolar lavaj (BAL) ve bronkoskopi yer alır. 

Ancak bronkoskopinin invaziv doğası, daha az invaziv alternatiflere olan ilgiyi artırmıştır. 

1980’li yıllarda yapılan ilk çalışmalar, ekshale edilen soluk havasının sıvı formda 

toplanabileceğini ortaya koymuştur (8).  

Yoğunlaştırılmış soluk havası (EBC), ekshale edilen havanın soğutulup 

yoğuşturulmasıyla non-invaziv şekilde elde edilir. EBC’nin büyük kısmını (%99’dan fazlasını) 

su oluşturur. Bunun yanı sıra, hava yolu epitel hücrelerinden kaynaklanan sekresyonlar ve hava 

yolu yüzey sıvısının aerosolizasyonu sonucu oluşan partiküller de içerikte yer alır. Elde edilen 

kondensatın, periferalden ziyade merkezi hava yollarını daha çok yansıttığı bildirilmektedir 

(85,86). 

EBC’nin büyük ölçüde sudan oluşmasına rağmen, içeriğinde bugüne kadar 3500’den 

fazla bileşik tespit edilmiştir; bu sayı her geçen gün yapılan yeni araştırmalarla artmaktadır (83). 

EBC bileşenleri arasında uçucu organik bileşikler (Volatile Organic Compounds, VOC), uçucu 

olmayan moleküller, mikroorganizmalar ve nükleik asitler yer alır. VOC’ler arasında 

hidrokarbonlar, alkoller, aldehitler, ketonlar, esterler, karboksilik asitler, furanlar, eterler ve 

hidrojen peroksit gibi maddeler bulunur. Uçucu olmayan bileşikler ise iyonlar, amino asitler, 

proteinler, yüzey aktif maddeler ve makromolekülleri içerir. Ayrıca, soluk havasında bakteriler, 

virüsler ve mantarlar gibi çeşitli mikroorganizmaların da saptanabildiği bildirilmiştir (9).  

 

2.3.1.1. Yoğunlaştırılmış Soluk Havası Elde Etme 

Yoğunlaştırılmış soluk havası (EBC) toplama işlemi, verilen soluk havasının soğuk bir 

yüzeye çarparak yoğuşması prensibine dayanır. Bu işlem sırasında damlacıklar yüzeyde 

birikerek sıvı formda toplanır (Şekil 3). Toplama sırasında tükürük kontaminasyonundan 

kaçınılmalıdır. Genellikle 15 dakikalık bir soluma süresi sonunda 1–2 mL EBC elde 

edilebilmektedir (87).  
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Şekil 3. Yoğunlaştırılmış Soluk Havası Elde Etme Yöntemine Örnek Diyagram (87) 

 

 

Normal soluk alışverişinde aerosol parçacık yoğunluğu 0,1–4 parçacık/cm³ arasında 

değişmekte olup, ortalama çapları genellikle 0,3 μm'nin altındadır (88). Solunum yolundaki 

aerosol sayısı, havanın mevcut hızı ve hücre dışı astar sıvısının yüzey gerilimiyle ilişkilidir. 

Toplam soluk hacmi ve EBC hacmi arasında güçlü bir korelasyon gözlenmiştir. Ancak EBC 

hacmi; FEV₁ (bir saniyelik zorlu ekspiratuar hacim) ve FVC (zorlu vital kapasite) gibi akciğer 

fonksiyon testleriyle doğrudan ilişkili değildir (89). 

 Bu yöntemin yaygınlaşmasındaki temel zorluklardan biri, standardizasyon eksikliğidir. 

Bu nedenle Amerikan Toraks Derneği (ATS) ve Avrupa Solunum Derneği (ERS), EBC 

toplanması ve analiziyle ilgili öneriler yayınlamıştır. Soluk hacmi, nefes paterni, hava sıcaklığı, 

nem oranı ve soluk verme yolu (ağız/burun) gibi faktörler, EBC içeriğini önemli ölçüde 

etkileyebilir. Bu nedenle sabit bir soluma süresi yerine, toplamda yaklaşık 100 litre hava 

hacminin solunması önerilmektedir. Ayrıca, toplama işlemi oturur pozisyonda, burun klipsi 

kullanılarak yapılmalı; toplama süresi, sıcaklık gibi parametreler tutarlı biçimde 

kaydedilmelidir. 

Yoğuşturma cihazlarında tükürük filtresi ve çift giriş-çıkışlı ağızlık bulunmalıdır. 

Örnekleme sırasında kullanılan cihaz tipi, yoğunlaşma yüzeyinin malzemesi, ölü hacim, toplam 

solunan hacim, süre ve sıcaklık gibi tüm detaylar kayıt altına alınmalıdır. Katılımcılara ait 

bilgiler; üst solunum yolu hastalıkları, sigara alışkanlıkları ve kullanılan ilaçlar gibi 

değişkenleri kapsamalıdır (90).   
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Ticari EBC toplama cihazları; farklı soğutma sistemleri, yoğunlaşma yüzeyi malzemeleri 

ve fraksiyonlu toplama seçenekleriyle çeşitlilik göstermektedir. Örneğin: 

a) EcoScreen: -20°C’ye kadar soğutabilen, fraksiyonel toplama yapabilen bir sistemdir. 

b) RTube: Taşınabilir, tek kullanımlık bir cihaz olup soğutulmuş alüminyum yüzeyle çalışır. 

c) TurboDECCS: Peltier tipi elektrikli soğutma sistemine sahiptir. 

d) Anacon: Termoelektrik pompalı bir cihaz olup geniş sıcaklık aralığında yoğunlaşma sağlar 

(91). 

 

 

 
               a. EcoScreen                                      b. RTube                                          c. TurboDECCS 

 

Şekil 4. EBC Toplama Cihazları 

 

 

Bu cihazların yüzeyleri, biyobelirteçlerle reaksiyona girmemesi için genellikle inert 

malzemelerden yapılır. Soğutma genellikle -20°C’ye kadar yapılabilmektedir; ancak çok düşük 

sıcaklıklar, yüzeyde donma tabakası oluşturarak ısı transferini olumsuz etkileyebilir (92). Bu 

nedenle, cihaz kullanımında önceden belirlenmiş toplama hacmi, süresi ve sıcaklık gibi 

metodolojik faktörlerin dikkatle planlanması gerekir. 
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2.3.1.2. Yoğunlaştırılmış Soluk Havası Analizi ve Klinik Kullanımı 

Elde edilen EBC örneklerinde uçucu ve uçucu olmayan bileşiklerin analizinde çeşitli 

yöntemler kullanılmaktadır. ELISA kitleri, düşük hassasiyet ve özgüllükleri nedeniyle sınırlı 

kalmakta; daha hassas sonuçlar elde edebilmek adına spektrofotometri, spektroflorimetri, 

enzim bazlı analizler ve immünolojik testler (immunoassay) gibi yöntemlere başvurulmaktadır. 

Ancak bu tekniklerin geçerliliği, bileşiklerin kantitatif analizini mümkün kılan ileri düzey 

analitik yöntemler—örneğin kütle spektrometrisi (MS) ve yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi (HPLC)—ile desteklenmelidir (93). 

Astım, kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH) ve kistik fibrozis (KF) gibi kronik 

solunum yolu hastalıklarında inflamatuar biyobelirteçlerin tespitine yönelik birçok çalışma 

mevcuttur (90). Günümüzde ise araştırmalar, EBC'nin metabolomik, proteomik ve genomik 

içeriklerini incelemeye yönelmiş; bu sayede sadece solunum sistemi hastalıklarının değil, 

sistemik hastalıkların da erken tanısı hedeflenmiştir (94,95). 

Astımlı bireylerde yapılan EBC analizleri önemli bulgular sunmaktadır. Örneğin, EBC 

pH değeri astım alevlenmesi sırasında düşerken, inhale kortikosteroid tedavisi ile 

yükselmektedir (96). Ayrıca hidrojen peroksit (H₂O₂) ve lökotrienler gibi oksidatif stres 

belirteçlerinin seviyelerinin astımlı bireylerde arttığı ve bu artışın hastalık şiddetiyle ilişkili 

olduğu saptanmıştır (97).  

KOAH hastalarında da benzer şekilde, H₂O₂ ve 8-izoprostan düzeyleri gibi oksidatif 

stres göstergeleri artış göstermektedir. Bu artış, hastalık klinik olarak stabilken dahi hava yolu 

inflamasyonunun varlığına işaret eder. Özellikle sigara içimi ve akut alevlenmeler sonrasında 

bu belirteçlerdeki yükselme, hastalık takibinde biyobelirteç kullanımının potansiyelini 

göstermektedir (98). 

Kistik fibrozis hastalarında ise H₂O₂ seviyelerinde sağlıklı bireylere göre anlamlı bir 

fark saptanmamış; ancak nitrit ve 8-izoprostan düzeylerinde belirgin artış gözlenmiştir. Bu 

durum, oksidatif stresin erken göstergeleri olarak değerlendirilmiştir (99). 

Akciğer kanseri ile ilgili yapılan çalışmalarda, EBC’de saptanan biyobelirteçlerin 

hastalığın erken tanısı, prognozu ve tedavi takibinde değerli bilgiler sağladığı ortaya konmuştur. 

H₂O₂, İnterlökin-6 (IL-6), TNF-α ve VEGF gibi bileşiklerin düzeylerinin, hastalığın evresi ve 

tedaviye yanıt ile korele olduğu gösterilmiştir (93). Ayrıca EBC'den elde edilen DNA 

analizleriyle TP53, KRAS, EGFR gibi gen mutasyonları ve mikrosatellit instabilitesi gibi 

önemli genetik değişiklikler saptanabilmektedir (100).  
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Solunum sistemi dışındaki bazı hastalıklarda da EBC kullanımı araştırılmıştır. Örneğin, 

kronik böbrek hastalarında sistemik inflamasyon ve oksidatif stresle ilişkili olarak EBC'de pH, 

nitrit ve nitrat düzeylerinde artış gözlemlenmiştir. Bu düzeylerin hemodiyaliz sonrası azaldığı 

da raporlanmıştır (101).   Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) hastalarında EBC'de IL-6, IL-8 

ve IL-10 düzeylerinde artış tespit edilmiş ve bu artışın hastalık aktivitesiyle korelasyon 

gösterdiği belirlenmiştir (102). Ayrıca, EBC’de glukoz ve metabolit düzeylerinin analizi ile 

diyabetin erken tanısı ve tedavi sürecinin izlenmesine yönelik çalışmalar da umut vaat 

etmektedir (103). 
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Çalışmamız, tek merkezli ve prospektif bir çalışma olarak planlanmıştır. Çalışma 

kapsamında, Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Kadın Hastalıkları ve Doğum Anabilim Dalı’nda 

izlem altında bulunan gebeler değerlendirilmiştir. Rutin uygulanan fetal ultrasonografide 

fetüsün erkek cinsiyette olduğu belirlenen gebeler çalışmaya dahil edilecektir. Literatür 

taraması yapılarak diğer çalışmalardan elde edilen veriler göz önünde bulundurulmuş ve 

optimal örneklem büyüklüğü 30 olgu olarak belirlenmiştir. 30 olguya ulaşıldığında çalışma 

sonlandırılmıştır. 

Çalışma, Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Araştırmalar Etik Kurulu'ndan 

11.07.2024 tarihli, 24-7T/75 numaralı etik kurul onayının alınmasının ardından başlatılmıştır. 

Çalışma sürecinde hastaların tanı ve tedavi süreçlerine herhangi bir müdahale yapılmamıştır. 

Demografik ve klinik veriler, hasta dosyalarından temin edilmiştir. Çalışmaya katılmayı kabul 

eden olgulardan, bilgilendirilmiş onam formu alındıktan sonra yoğunlaştırılmış soluk havası 

örneği alınmıştır. 

 

3.1. Hasta Seçimi  

Araştırmada yer alan bireylerin/olguların seçilme ve dahil edilme kriterleri: 

• Gebe olmak (20 hafta ve üzeri), 

• Tekil gebelik, 

• Fetal ultrasonografide fetüsün erkek cinsiyette olduğunun belirlenmesi, 

• 18 yaş üzerinde olmak, 

• Soluk havası toplamaya engel sağlık sorunlarının olmaması, 

• Organ nakli, son 6 ayda kan transfüzyonu gibi Y kromozomu bulaşına neden olabilecek 

durumların olmaması. 

Araştırmada yer alan bireylerin/olguların dışlanma kriterleri: 

• Yeterli yoğunlaştırılmış soluk havası materyali elde edememe, 

• Doğum sonrası bebeğin dişi fenotipte görülmesi, 

• Çalışmanın herhangi bir aşamasında çalışmadan ayrılmayı isteyen katılımcılar. 
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3.2. Yoğunlaştırılmış Soluk Havası (EBC) Örneklerinin Toplanması 

Örnekler, Avrupa Solunum Derneği ve Amerikan Toraks Derneği tarafından oluşturulan 

EBC toplama kılavuzuna uygun olarak toplanmıştır. Katılımcılardan, işlem öncesinde son bir 

saat içinde yemek yememiş olmaları ve işleme başlamadan önce steril su ile ağızlarını 

çalkalamaları istenmiştir. Ayrıca, son bir saat içinde yüksek fiziksel efor sarf eden 

katılımcılardan örnek alınması ertelenmiştir. Y kromozomu bulaşını önlemek amacıyla, örnek 

toplama esnasında erkek personelin odada bulunmasına izin verilmemiştir. 

 EBC örnekleri, test tüpünü soğutmak amacıyla Pilot Çalışma Seti 22 (Pilot Study Kit 

22) kullanılarak toplanmıştır. Bu set, harici bir soğutma kaynağı ve etrafına geçirilen yalıtım 

kabuğundan oluşmaktadır. Örnek toplama işlemi, TurboDECCS sisteminde de kullanılan 

standart tek kullanımlık aparatlar ile gerçekleştirilmiştir (104) (Şekil 5). Soğutma kaynağı -20 

°C derecede muhafaza edilmiş ve işlem başlamadan hemen önce çıkarılmıştır. Örnek, tek 

kullanımlık toplama kitinin ağızlık kısmına nefes verilerek toplanmıştır. Katılımcılardan bu 

esnada zorlu soluklar oluşturmaması, normal tidal volümde soluk alıp vermesi istenmiştir. 20-

30 dakika arasında süren işlem sonucu yaklaşık 1-3 ml arasında EBC toplanmıştır. Elde edilen 

EBC örnekleri, bir sonraki aşamaya kadar saklanmak üzere hızlı bir şekilde -20 °C dolaplara 

transfer edilmiştir. 

  

 

 

 

Şekil 5. EBC Örneklerinin Toplanması (104) 

Solda merkezimizde EBC örneği toplanırken çekilmiş bir fotoğraf, sağda Pilot Çalışma Seti 22 (PSK22) 
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Şekil 6. EBC Toplama Video Örneği (QR Kod) 

EBC örneklerinin alınma sürecini gösteren videoya yukarıdaki QR kod ile ulaşabilirsiniz. Lütfen QR kodu mobil 

cihazınızla tarayarak videoyu izleyiniz. İnternet bağlantısı gereklidir. 

 

 

3.3. DNA İzolasyonu 

Olgulardan alınan EBC örnekleri Ege Üniversitesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

laboratuvarlarında çalışılmıştır. DNA izolasyonları, PureLink Genomic DNA Mini Kit 

(Thermo) kullanılarak, kit manueline göre gerçekleştirilmiştir (105).  

Elde edilen EBC örneklerinden DNA izolasyon basamakları: 

1. Termal blok 55°C sıcaklığa ayarlanmıştır. 

2. Her bir EBC örneğinin 400 μl’si steril bir mikrosantrifüj tüpüne alınmıştır. 

3. Örnek içeren her bir mikrosantrifüj tüpüne, 20 μl Proteinaz K ve 20 μl RNase A ilave 

edilmiştir. Kısa süreli vortekleme işleminden sonra tüpler, oda sıcaklığında yaklaşık 2 

dakika inkübasyona bırakılmıştır. 

4. İnkübasyon sürecinin tamamlanmasının ardından, her bir örneğe 400 μl Lysis/Binding 

Buffer ilave edilmiştir. Ardından, homojen bir çözelti oluşması amacıyla tüpler 

vortekslenerek iyice karıştırılmıştır. 

5. Örnekler, önceden 55°C sıcaklığa ayarlanan termal blokta 10 dakika boyunca inkübe 

edilmiştir. 

6. Termal bloktan alınan her bir lizata 400 μl %96-100 etanol eklenmiş ve vortekslenerek 

karıştırılmıştır. 

7. Elde edilen her bir lizattan 640 μl spin kolon tüplerine alınmıştır. Örneklere oda 

sıcaklığında, 10.000 × g'de, bir dakika boyunca santrifüj işlemi uygulanmıştır. 

8. Santrifüjden sonra tüpün altında toplanan sıvı kısım atılmıştır. 
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9. Lizatın tamamı bitene kadar 7 ve 8. basamaklar tekrar edilmiştir. 

10. Yeni bir toplama tüpüne yerleştirilen spin kolon üzerine etanol ile hazırlanmış 500 μl 

Wash Buffer 1 eklenmiştir. Ardından oda sıcaklığında bir dakika boyunca 10.000 × g'de 

santrifüj edilmiştir. 

11. Santrifüj sonrası toplama tüpü içinde toplanan sıvı kısımla beraber atılmıştır. Spin 

kolonlar temiz birer toplama tüpüne yerleştirilmiştir. 

12. Her bir spin kolona, etanol ile hazırlanmış 500 μl Wash Buffer 2 eklenmiştir. Oda 

sıcaklığında, 10.000 × g'de 3 dakika santrifüjlenmiştir. 

13. Yıkamaların ardından toplama tüpleri atılıp her bir spin kolon 1,5 ml hacimli steril bir 

mikro santrifüj tüpüne yerleştirilmiştir. 

14. Her bir spin kolona 25 μl Elution Buffer ilave edilerek oda sıcaklığında 1 dakika süreyle 

inkübasyona bırakılmıştır. Takiben, kolonlar yine oda sıcaklığında 13.000 rpm’de 1 

dakika süreyle santrifüjlenerek DNA elüsyonu gerçekleştirilmiştir. 

15. Daha fazla DNA elde etmek için, tekrar 25 μl Elution Buffer kullanılarak ikinci bir 

elüsyon adımı gerçekleştirilmiştir. Oda sıcaklığında 1 dakika inkübasyonun ardından, 

örnekler 13.000 rpm’de 1,5 dakika süreyle santrifüjlenerek elüsyon tamamlanmıştır. 

16. Sonuçta mikro santrifüj tüpü içinde saflaştırılmış DNA elde edilmiştir. 

 

DNA örneklerinin konsantrasyon ve saflık değerleri, Nanodrop spektrofotometresi 

(Thermo Scientific) kullanılarak 230/260 nm ve 260/280 nm dalga boylarında ölçülen 

absorbans değerleriyle belirlenmiştir. İzolasyonu tamamlanarak elde edilen DNA’ların saflığı, 

230, 260 ve 280 nm dalga boylarındaki absorbans oranları esas alınarak değerlendirilmiş; 

A260/A280 ve A230/A260 oranları 2,0’nin üzerinde olan ve konsantrasyonu ≥ 1 ng/μl olan 

örnekler, kaliteli ve saf DNA olarak kabul edilerek çalışmaya dâhil edilmiştir. İzole edilen DNA 

örnekleri, dijital damlacık PCR (dd-PCR) ile SRY analizleri yapılana kadar -20°C’de 

saklanmıştır. 

 

3.4. Dijital Damlacık PCR (dd-PCR) ile SRY Analizleri 

Çalışmaya dahil edilen 30 olgudan izole edilen DNA örneklerinde fetal DNA'nın 

varlığını tespit etmek amacıyla SRY dizi analizleri dd-PCR yöntemiyle yapılmıştır. Dijital 

damlacık PCR teknolojisi, PCR numunelerini yağ içinde su damlacıklarına bölmek için 

mikroakışkanlar ve tescilli yüzey aktif madde kimyalarının bir kombinasyonunu kullanır (79). 

Damlacıklar, içerdikleri şablon moleküllerin PCR amplifikasyonunu destekler ve çoğu standart 
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TaqMan prob tabanlı test için kullanılanlara benzer reaktifler ve iş akışları kullanır. PCR'ı 

takiben, orijinal numunedeki PCR-pozitif damlacıkların fraksiyonunu belirlemek için her 

damlacık analiz edilir veya okunur. Bu veriler daha sonra orijinal numunedeki hedef DNA 

şablonu konsantrasyonunu belirlemek amacıyla Poisson dağılımına dayalı istatistiksel 

yöntemler kullanılarak analiz edilir. 

 

3.4.1. Dijital Damlacık PCR (dd-PCR) Çalışma Prensibi   

3.4.1.1. Damlacık Oluşturma 

Damlacık oluşumundan önce, nükleik asit numuneleri (DNA) herhangi bir gerçek 

zamanlı deney için olduğu gibi hazırlanmıştır: PCR karışımı (damlacık üretimi için özel olarak 

geliştirilmiştir), SRY bölgesine özgü tarafımızdan tasarlanan primerler, spesifik floresan 

problar (FAM ve HEX veya VIC'li TaqMan probları). Numuneler daha sonra 20.000 nanolitre 

boyutlu damlacıklara bölmek için tescilli reaktifler ve mikroakışkanlar kullanan QX200 

Damlacık Üreticisine yerleştirilmiştir. QX200 Damlacık Oluşturucu tarafından oluşturulan 

damlacıklar, boyut ve hacim olarak aynıdır. 

 

PCR karışımının hazırlanma aşamaları: 

PCR karışımı, LightCycler® TaqMan® Master kiti kullanılarak kit manueline göre 

göre hazırlanmıştır. 

1. İlk olarak kullanılacak bütün reaktifler oda sıcaklığına getirilmiştir. Kısa bir vorteks 

işleminin ardından spin yapılmıştır. 

2. Kullanılacak Master Mix (5x kons.) hazırlanmıştır: Soğuk blok üzerinde enzim 

içeren vial 1a’den 10 μl alınıp reaksiyon karışımını içeren vial 1b’ye pipetlenmiştir. 

Yavaşça pipetaj yapılarak iyice karışması sağlanmıştır.  

3. SRY forward ve reverse primerler ve hidroliz probu (Probe 71) içeren solüsyon 10x 

konsantre halde olacak şekilde hazırlanmıştır. 

4. Soğuk blok üzerinde 200 μl’lik bir reaksiyon tüpüne örnek sayısına göre Tablo 3’te 

belirtilen şekilde karışım hazırlanmıştır. 

5. PCR’ın gerçekleşeceği dd-PCR için özel olarak üretilmiş çiplere her bir örnek için 

75 μl yağ [Generation Oil for Probes (RainSure®)] pipetlenmiştir. 

 

 



  25 

   Tablo 3. PCR Karışımı (Bir Reaksiyon için) 

Karışım içeriği Miktar 

Su 9 μl 

Primer-Prob karışımı (10x konsantre) 2 μl 

Master mix (5x konsantre) 4 μl 

Son hacim 15 μl 

 

 

6. Çiplerdeki PCR reaksiyonunun gerçekleşeceği kuyucuklara, hazırlanan PCR 

karışımından her bir örnek için 15’er μl pipetlenmiştir. 

7. Çip üzerindeki PCR karışımı içeren her bir kuyucuğa 5 μl DNA örneği eklenerek 

son hacim 20 μl’ye tamamlanmıştır. 

8. Her bir çip, çipler için özel olarak üretilmiş kapaklarla kapatılmıştır. 

 

3.4.1.2. Damlacıkların PCR Amplifikasyonu 

Çipler, herhangi bir uyumlu termal döngüleyicide PCR amplifikasyonu için toplamda 

16 kuyucuğa sahip 4 çip kapasiteli plakaya yerleştirilmiştir. Primer sıcaklıklarına göre PCR 

gerçekleştirilmiştir. 

3.4.1.3. Damlacık Okuma 

Damlacıklardaki nükleik asit hedefinin PCR amplifikasyonunu takiben, numuneler, iki 

renkli bir algılama sistemi (FAM ve HEX veya VIC'i saptamak üzere ayarlanmış) kullanarak 

her bir damlacığı ayrı ayrı analiz eden QX200 Damlacık Okuyucusuna yerleştirilmiştir. Aynı 

örnekte farklı hedefler analiz edilmiştir. Damlacık okuyucu ve beraberindeki QuantaSoft™ 

yazılımı ile, PCR pozitif (+) ve PCR negatif (-) damlacıklar sayılmıştır.  

3.4.1.4. Sonuç Analizi 

Hedef DNA'ya ait en az bir kopya içeren pozitif damlacıklar, negatif damlacıklara 

kıyasla daha yüksek floresan sinyali göstermektedir. Dijital damlacık PCR (dd-PCR) 

analizinde, QuantaSoft™ yazılımı numunelerde her bir florofor (örneğin HEX ve FAM) için 

negatif ve pozitif damlacıkların sayımını gerçekleştirerek veri analizini mümkün kılar. Pozitif 

damlacıkların fraksiyonu daha sonra kopya/µl birimlerinde girdi reaksiyon karışımındaki hedef 

DNA molekülünün mutlak ilk kopya sayısını belirlemek için bir Poisson dağılımına uyarlanır. 
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Şekil 7. Dijital Damlacık PCR (dd-PCR) Çalışma Basamakları (79) 
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3.5. İstatistiksel Analizler 

Çalışmada elde edilen verilerin analizleri RStudio yazılımı kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Tanımlayıcı istatistiklerde, sürekli değişkenler (örneğin yaş) için ortalama 

± standart sapma ya da medyan [minimum-maksimum] değerleri kullanılmıştır, kategorik 

değişkenler için ise frekans ve yüzde dağılımları sunulmuştur. Kategorik verilerin 

değerlendirilmesinde ki kare analizi veya Fisher’ın kesin testi kullanılmıştır. EBC'de hücre dışı 

serbest fetal DNA'nın varlığı, duyarlılık, seçicilik, pozitif prediktif değer (PPV), negatif 

prediktif değer (NPV) ve %95 güven aralığı (GA) ile değerlendirilmiştir. İstatistiksel 

değerlendirmeler, p<0.05 anlamlılık düzeyine göre yapılmıştır. 
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4.BULGULAR 

 

Çalışmamıza, fetal ultrasonografi ile erkek fetüs taşıdığı tespit edilen toplam 33 gebe 

dahil edilmiştir. Tüm gebelerden yoğunlaştırılmış soluk havası (EBC) örnekleri alınmıştır. 

Ancak, toplanan EBC miktarının yetersiz olması nedeniyle 3 olgu çalışma dışı bırakılmış ve 

toplam 30 gebeden elde edilen örnekler dijital damlacık PCR (dd-PCR) yöntemi ile analiz 

edilmiştir. 

Çalışmaya dahil edilen olguların ortalama yaşı 30,1 ± 6,1 yıl olarak belirlenmiştir. 

Örneklemenin yapıldığı dönemde gestasyonel yaşlar 33 ile 40 hafta arasında değişmekteydi. 

Olguların gebelik haftası ortalaması 37 hafta olarak saptanmıştır. Gebelerin altısı nullipar, 24’ü 

ise multipardır. Örneklem alımı ile eş zamanlı gerçekleştirilen ultrasonografilerde ortalama 

tahmini fetüs ağırlığı 3085 gram olarak ölçülmüştür. 

Örneklerin 11’i doğumhane yatışı esnasında, 19’u ise poliklinik kontrollerinde 

alınmıştır. Eşlik eden hastalıklara bakıldığında; 4 olguda gestasyonel diyabet, 5 olguda 

hipotiroidi, 3 olguda Rh uyuşmazlığı, 1 olguda over kisti ve 1 olguda bruselloz mevcuttu. 

Olguların 16’sı normal spontan vajinal doğumla sonuçlanırken, 14’ünde sezaryen doğum 

gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Tablo 4. Katılımcıların Tanımlayıcı Özellikleri 

 Ortalama ± SS Medyan Minimum 
değer 

Maksimum 
değer 

Yaş (yıl) 30,13 ± 6,16 29 20 44 

Gebelik Haftası 37,03 ± 1,85 37 33 40 

Fetüs Ağırlığı 

(gram) 

3085,57 ± 529,9 3105 2227 4280 

Vücut Kitle İndeksi 

(kg/m2) 

30,12 ± 6,6 29,65 20,4 47,5 

SS: standart sapma 
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Tablo 5. Olguların Klinik Verileri 

Olgu 
No 

Anne 
Yaşı 
(yıl) 

Parite VKİ 
(kg/m2) 

Örneklem 
Esnasında 
Gebelik 
Haftası 

Örneklem 
Esnasında 

Fetüs Ağırlığı 
(gr) 

Örnek Alım 
Yeri 

Doğum 
Yöntemi 

1 30 G3P1 33,7 37 2620 Doğumhane C/S 

2 44 G2P1 39 37 2580 Doğumhane C/S 

3 40 G5P3 32,4 38 3420 Doğumhane C/S 

4 25 G2P0 40,3 38 3110 Doğumhane C/S 

5 23 G2P1 34 38 3668 Poliklinik NSVD 

6 29 G1P0 20,6 40 3650 Doğumhane NSVD 

7 39 G5P3 31,1 39 3630 Doğumhane NSVD 

8 27 G2P0 26,4 39 3360 Poliklinik NSVD 

9 24 G3P2 28 37 3310 Doğumhane NSVD 

10 39 G4P1 32 36 2850 Poliklinik C/S 

11 32 G1P0 31,7 39 4280 Doğumhane C/S 

12 26 G2P1 30,4 35 2642 Poliklinik NSVD 

13 20 G1P0 21 40 3770 Doğumhane C/S 

14 35 G2P1 39,2 38 3960 Doğumhane C/S 

15 28 G3P1 22,3 34 2355 Poliklinik NSVD 

16 32 G3P2 20,4 37 3100 Poliklinik C/S 

17 28 G3P2 47,5 37 3300 Poliklinik NSVD 

18 42 G5P4 32 37 3282 Poliklinik NSVD 

19 26 G2P1 23,3 36 2729 Poliklinik NSVD 

20 32 G3P2 26,3 36 3700 Poliklinik NSVD 

21 30 G3P1 36,3 37 2986 Poliklinik C/S 

22 28 G4P3 24,2 36 2760 Poliklinik C/S 

23 34 G1P0 29,7 35 2608 Poliklinik C/S 

24 22 G1P0 25,2 34 2328 Poliklinik NSVD 

25 23 G2P1 29,6 33 2227 Poliklinik NSVD 

26 31 G3P2 28,1 35 2425 Poliklinik C/S 

27 29 G1P0 26,5 38 3222 Poliklinik NSVD 

28 25 G3P1 26,6 39 3240 Poliklinik NSVD 

29 26 G2P0 40 36 2565 Poliklinik NSVD 

30 35 G2P1 25,9 40 2890 Doğumhane C/S 

VKİ: Vücut kitle indeksi; G: gravida; P: parite; C/S: sezaryen doğum; NSVD: normal spontan vajinal 
doğum 
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Elde edilen 30 EBC örneğine DNA izolasyonu uygulanmıştır. Örneklerin ortalama 

DNA konsantrasyonu 17 ng/µl olarak belirlenmiştir. Tespit edilen DNA konsantrasyonları en 

düşük 3,3 ng/µl, en yüksek ise 34,1 ng/µl olarak ölçülmüştür. İzolasyonu sağlanan tüm DNA 

örneklerinde SRY dizilerinin mevcudiyeti, dijital damlacık PCR (dd-PCR) yöntemi 

kullanılarak değerlendirilmiştir. Çalışma sonucunda toplam örneklerin 11’inde (11/30; %36,6) 

pozitif sonuçlar elde edilmiştir. Örnek alınarak çalışmaya dahil edilen tüm gebelerin 

bebeklerinin (30/30), doğum sonrası muayenede fenotipik olarak erkek cinsiyette olduğu tespit 

edilmiştir. 
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Tablo 6. EBC Örneklerinden Elde Edilen DNA Konsantrasyonları ve dd-PCR ile SRY 
Sonuçları 

Olgu 
No 

Anne Yaşı 
(yıl) 

Örneklem 
Esnasında 
Gebelik 
Haftası 

Örneklem 
Esnasında Tahmini 
Fetüs Ağırlığı (gr) 

VKİ 
(kg/m2) 

DNA 
konsantrasyonu 

(ng/µl) 

dd-PCR 
SRY 
kopya 
sayısı 

Pozitif Sonuçlanan Olgular 

1 30 37 2620 33,7 14,7 1 

2 44 37 2580 39 13,7 7 

3 40 38 3420 32,4 25,4 4 

5 23 38 3668 34 15,8 2 

17 28 37 3300 47,5 30,2 1 

19 26 36 2729 23,3 7,7 5 

25 23 33 2227 29,6 3,3 1 

26 31 35 2425 28,1 16,6 3 

27 29 38 3222 26,5 31,5 3 

29 26 36 2565 40 6 6 

30 35 40 2890 25,9 7,5 3 

Negatif Sonuçlanan Olgular 

4 25 38 3110 40,3 18,2 - 

6 29 40 3650 20,6 17,7 - 

7 39 39 3630 31,1 12,6 - 

8 27 39 3360 26,4 8,3 - 

9 24 37 3310 28 12,5 - 

10 39 36 2850 32 15,9 - 

11 32 39 4280 31,7 17,6 - 

12 26 35 2642 30,4 33,6 - 

13 20 40 3770 21 27,8 - 

14 35 38 3960 39,2 13,3 - 

15 28 34 2355 22,3 15 - 

16 32 37 3100 20,4 18,5 - 

18 42 37 3282 32 34,1 - 

20 32 36 3700 26,3 17,8 - 

21 30 37 2986 36,3 21,2 - 

22 28 36 2760 24,2 15,9 - 

23 34 35 2608 29,7 14,7 - 

24 22 34 2328 25,2 8,1 - 

28 25 39 3240 26,6 15,2 - 

dd-PCR: Dijital damlacık PCR; ‘‘-’’: negatif 
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Şekil 8. Olgu 1-10’a ait dd-PCR Analizlerinin Grafikleri 

Her iki grafikte de olgular, soldan sağa doğru sırasıyla Olgu 1, Olgu 2, Olgu 5, Olgu 6, Olgu 7, Olgu 3, Olgu 4, 

Olgu 9, Olgu 10 ve Olgu 8 şeklinde dizilmiştir. Şekil 7, şekil 8 ve şekil 9’da solda dijital damlacık PCR 

sonuçlarının dağılım grafiği görülmektedir. Eşik değer kırmızı kesikli çizgi olarak ifade edilmektedir (Eşik değer 

1000 olarak belirlenmiştir). Eşik değerin üstünde kalan mavi noktalar artmış floresan gösteren PCR (+) 

damlacıkları, eşik değerin altında kalan siyah noktalar ise PCR (-) damlacıkları göstermektedir. Şekil 7, şekil 8 ve 

şekil 9’da sağda yer alan grafikler dd-PCR analizlerinin sütun grafiği şeklinde sonuçlarını içermektedir. Koyu 

mavi sütunlar PCR (+) damlacık sayısını, açık mavi sütunlar ise PCR (-) damlacık sayısını göstermektedir.  

 

 

 
Şekil 9. Olgu 11-20’ye ait dd-PCR Analizlerinin Grafikleri 

Her iki grafikte de olgular, soldan sağa doğru sırasıyla Olgu 12, Olgu 11, Olgu 13, Olgu 14, Olgu 15, Olgu 16, 

Olgu 17, Olgu 18, Olgu 19, Olgu 20 şeklinde dizilmiştir. 
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Şekil 10. Olgu 21-30’a ait dd-PCR Analizlerinin Grafikleri 

Her iki grafikte de olgular, soldan sağa doğru sırasıyla Olgu 21, Olgu 22, Olgu 23, Olgu 24, Olgu 25, Olgu 27, 

Olgu 28, Olgu 26, Olgu 29, Olgu 30 şeklinde dizilmiştir. 

 

 

Tablo 7. SRY pozitif ve SRY negatif görülen olguların çeşitli parametrelere göre 
karşılaştırılması 

 
SRY Ortalama ± SS Medyan 

[min-maks] 
Test istatistiği; 

p değeri 

Yaş (yıl) 
Negatif 29.95±5.98 29 [20-42] t=-0.214 

p=0.832 Pozitif 30.45±6.74 29 [23-44] 

Gebelik Haftası 
Negatif 37.16±1.89 37 [34-40] t=0.479 

p=0.636 Pozitif 36.82±1.83 37 [33-40] 

Fetüs Ağırlığı 
(gram) 

Negatif 3206.37±540.98 3240 [2328-4280] t=1.693 
p=0.102 Pozitif 2876.91±460.32 2729 [2227-3668] 

Maternal Kilo 
(kg) 

Negatif 76.21±17.21 73 [55-115] t=-0.739 
p=0.466 Pozitif 80.73±14.01 78 [64-100] 

Vücut Kitle 
İndeksi (kg/m2) 

Negatif 28.62±5.9 28 [20.4-40.3] t=-1.697 
p=0.101 Pozitif 32.73±7.2 32.4 [23.3-47.5] 

DNA 
Konsantrasyonu 

(ng/µl) 

Negatif 17.79±7.14 15.9 [8.1-34.1] U=78.5 
p=0.263 Pozitif 15.67±9.69 14.7 [3.3-31.5] 
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Anne Yaşı: SRY negatif grubun ortalama yaşı 29.95±5,98 yıl, pozitif grubun ise 

30.45±6,74 yıldır. Gruplar arasında anlamlı fark bulunmamıştır (t=–0.214, p=0.832). 

Gebelik Haftası: SRY negatif grupta 37.16±1,89 hafta, pozitif grupta 36.82±1,83 hafta 

olarak bulunmuş; fark anlamlı değildir (t=–0.479, p=0.636).   

Fetüs Ağırlığı: Negatif grupta ortalama 3206.37±540,98 gram pozitif grupta 

2876.91±460,32 gram olup fark istatistiksel olarak anlamlı değildir (t=–1.693, p=0.102).  

Maternal Kilo: Negatif grubun medyan kilosu 73 kg [55–115], pozitif grubun ise 78 

kg [64–100] olarak bulunmuştur (t=0.739, p=0.466). 

Vücut Kitle İndeksi (VKİ): Negatif grubun ortalaması 28.62±5.9, pozitif grubun ise 

32.73±7.2 olup fark istatistiksel olarak anlamlı değildir (t=–1.697, p=0.101).  

DNA Konsantrasyonu: Negatif grupta medyan DNA konsantrasyonu 15.9 ng/µl [1.8–

34.1], pozitif grupta ise 14.7 ng/µl [3.3–31.5] olarak bulunmuştur (U=78.5, p=0.263).  
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5.TARTIŞMA 

 

 Günümüzde tıbbi alanda yaşanan teknolojik ilerlemeler ve bilimsel araştırmaların artışı, 

erken tanı ve tarama testlerinin önemini artırmıştır. Her alanda olduğu gibi prenatal tanı 

alanında da yeni gelişmeler olmuş, gebelik sürecinde fetüse ait genetik bilgilerin daha güvenli, 

erken ve doğru bir şekilde elde edilmesi mümkün hale gelmiştir. Hücre dışı serbest fetal DNA 

(cffDNA) temelli non-invaziv prenatal test (NIPT), son yıllarda klinik uygulamalarda yerini 

almış ve giderek daha yaygın kullanılan bir tarama yöntemi haline gelmiştir. Hücre dışı serbest 

fetal DNA’nın anne kanından çalışılması invaziv işlemlere olan ihtiyacı azaltarak 

komplikasyon risklerini ortadan kaldırmaktadır (106).   

 İlk olarak akciğer hastalıklarının değerlendirilmesinde kullanılan yoğunlaştırılmış soluk 

havası (EBC) yöntemi, yeni gelişmelere açık bir alan olarak dikkat çekmektedir. EBC, non-

invaziv olması nedeniyle hasta konforunu artırmakta ve tekrarlanabilirliği ile klinik 

uygulamalarda avantaj sağlamaktadır. Sistemik hastalıklarda da EBC çalışmaları yapılmış ve 

birçok biyobelirteç tanımlanmıştır. Kanser hastalarında hücre dışı serbest DNA (cfDNA) artışı 

olduğu gösterilmiştir. Özellikle akciğer kanserinde EBC örneklerinin tanı ve takipte 

kullanılabileceğine yönelik yayınlar mevcuttur (107). 

Maternal plazma dışında amniyotik sıvı, maternal idrar gibi çeşitli vücut sıvılarında da 

cffDNA varlığının gösterilmesi bu alanda farklı çalışmaları akla getirmiştir. EBC örneklerinde 

hücre dışı serbest DNA’ların mevcudiyeti, prenatal dönemde fetüse ait cffDNA varlığı 

açısından da değerlendirme yapılmasının anlamlı olabileceğini düşündürmüştür. Ancak 

literatür incelendiğinde, EBC içerisinde cffDNA varlığına dair yapılmış çalışma sayısının 

oldukça sınırlı olduğu, hatta yalnızca bir yayının bu konuda bilgi sunduğu görülmektedir. Bu 

durum, konunun bilimsel açıdan oldukça yenilikçi ve araştırmaya açık bir alan olduğunu 

göstermektedir. Bu doğrultuda yapılacak kapsamlı çalışmalar, hem EBC'nin potansiyelini daha 

iyi anlamamıza olanak sağlayacak hem de prenatal tanıda yeni bir non-invaziv alternatif yöntem 

geliştirilmesine katkıda bulunacaktır.  

Prenatal dönemde maternal plazmada cffDNA temelli ilk çalışmalar cinsiyet tayinine 

yönelik olmuştur. Anne kanında bulunmayan Y kromozomu dizilerinin amplifikasyonu fetüsün 

erkek cinsiyette olduğuna işaret eder. Bu yöntem, özellikle X’e bağlı hastalıkların taranmasında 

klinik değer taşır. Bunun yanı sıra parmak ucundan alınan örneklerde cffDNA çalışılarak fetal 

cinsiyet tayini hizmeti sunan bazı ticari testlerin olduğu da bilinmektedir (71). Fetal cinsiyet 

tayini, olgu sayısının kısa sürede toplanabilmesi, analiz sürecinin görece kolay olması nedeniyle 

ilk olarak uygulanmıştır. Benzer şekilde düşünüldüğünde, plazmada yürütülen cffDNA 



  36 

çalışmalarının ilk adımlarında olduğu gibi, EBC örneklerinde yapılacak cffDNA analizlerinde 

de cinsiyet tayini ile başlanması bilimsel açıdan uygun ve uygulanabilir görülmektedir. Bu 

yaklaşım, hem EBC içerisinde cffDNA'nın varlığının kanıtlanması açısından ilk doğrulayıcı 

adım olabilir hem de daha ileri genetik analizlerin önünü açabilecek bir temel teşkil eder. 

Bu çalışmada, gebelerin soluk havasında (EBC) cffDNA varlığı kanıtlanmıştır. 

Ultrasonografik olarak erkek fetüs taşıdığı belirlenen 30 gebenin EBC örneklerinde yapılan 

SRY gen amplifikasyonu sonucunda, tespit oranı %36,6 (11/30) olarak bulunmuştur. Tıplamaz 

ve ark.ları (108) tarafından yapılan ve literatür taramalarında bu alanda yapılmış bulabildiğimiz 

tek çalışmada tespit oranı %18,8 olarak bildirilmiştir. Tespit oranımızın daha yüksek 

olmasında, çalışmaya dahil edilen olgu sayısının fazla olması etkili olabilir.  

Gebelikte genetik tarama amacıyla yoğunlaştırılmış soluk havasının kullanımı, invaziv 

yöntemlere alternatif oluşturan yenilikçi ve umut verici bir yaklaşımdır. Amniyosentez ve 

koryon villus örneklemesi gibi geleneksel yöntemler düşük riski taşımasına rağmen yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Buna karşın EBC analizi hem anne hem de fetüse ait biyobelirteçleri 

içermesi sayesinde, fetal sağlığa dair önemli bilgiler sunabilir. Bu çalışmada EBC'de SRY 

dizisinin tespit edilmesi, fetal cinsiyet belirlemede bu yöntemin potansiyelini ortaya koymakta 

ve invaziv olmayan prenatal testlere yönelik yeni bir perspektif sunmaktadır. 

Fernández-Martínez ve ark.ları (72) tarafından maternal plazmada yapılan çalışmalarda 

SRY, DYS14 ve DAZ gibi Y kromozomuna özgü dizilerin kombine olarak çalışılması ile tespit 

oranlarının arttığı bildirilmiştir. Bu çalışmada yalnızca SRY dizilerinin amplifikasyonunu 

kullanılmıştır. Y kromozomuna özgü diğer dizilerin kombine kullanımı ile yoğunlaştırılmış 

soluk havasında da daha yüksek tespit oranları elde edilebileceği düşünülmüştür.  

Non-invaziv prenatal test yöntemlerinde yanlış negatif sonuçların önlenmesinde, 

maternal plazmadaki fetal DNA oranı önemli bir parametre olarak değerlendirilmektedir ve bu 

oran "fetal fraksiyon" olarak adlandırılmaktadır. Literatürde, fetal fraksiyonu etkileyen çeşitli 

faktörler üzerine yapılmış çok sayıda çalışma bulunmaktadır. Hou ve ark.ları (109) tarafından 

yürütülen bir çalışmada, maternal yaş ile fetal fraksiyon arasında negatif bir korelasyon 

bildirilmiştir. Buna karşılık, Hestand ve ark.ları (110) tarafından gerçekleştirilen bir başka 

çalışmada ise maternal yaşın fetal fraksiyon üzerinde anlamlı bir etkisinin olmadığı ortaya 

konmuştur. Mevcut çalışmamızda, SRY negatif grubun ortalama yaşı 29,95 ± 5,98 yıl, SRY 

pozitif grubun ise 30,45 ± 6,74 yıl olarak belirlenmiş; gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark saptanmamıştır. Bu bulgular doğrultusunda, maternal yaşın fetal fraksiyon 

üzerindeki etkisinin daha kapsamlı ve kontrollü çalışmalarda incelenmesi gerekliliği ortaya 

çıkmaktadır. 



  37 

Hou ve ark.ları (109) tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada, gebelik haftası ile fetal 

fraksiyon arasında pozitif bir korelasyon saptanmıştır. Çalışmamızda, SRY negatif grubun 

ortalama gebelik haftası 37,16 ± 1,89 hafta, SRY pozitif grubun ise 36,82 ± 1,83 hafta olarak 

belirlenmiş; bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Çalışmaya dahil edilen olguların 

gebelik haftalarının 33 ile 40 hafta arasında sınırlı bir dağılım göstermesi nedeniyle, gruplar 

arasındaki farkın anlamlı düzeye ulaşmadığı düşünülmektedir. Fetal DNA 

konsantrasyonundaki değişimlerin daha geniş bir zaman diliminde ve farklı trimesterları 

kapsayacak şekilde izlenmesi, yöntemin hangi gebelik haftasında en yüksek verimle 

uygulanabileceğini ortaya koymak açısından önem taşımaktadır. 

Literatürde, fetal fraksiyon düzeyleri ile maternal kilo ve vücut kitle indeksi (VKİ) 

arasında negatif bir korelasyon olduğunu bildiren çok sayıda çalışma bulunmaktadır (109–111). 

Bu durumun altında yatan mekanizma, VKİ’si yüksek olan gebelerde plazma hacminin 

artmasına rağmen cffDNA miktarının sabit kalması şeklinde açıklanmaktadır. Ayrıca, adipoz 

dokusu fazla olan bireylerde inflamasyon ve doku nekrozuna bağlı olarak maternal dolaşımda 

artmış hücre dışı serbest DNA düzeyleri gözlenmekte, bu da fetal fraksiyonun düşmesine neden 

olabilmektedir. Mevcut çalışmada, SRY negatif grubun medyan kilosu 73 kg [55–115], pozitif 

grubun ise 78 kg [64–100] olarak bulunmuştur. VKİ açısından değerlendirildiğinde, SRY 

negatif grubun ortalaması 28,62 ± 5,9 iken, pozitif grubun ortalaması 32,73 ± 7,2 olup bu fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Bu sonuç örneklem büyüklüğü ve dağılım aralığı 

gibi faktörlerle ilişkili olabilir. 

Qiao ve ark.ları (112) tarafından gerçekleştirilen çalışmalarda, toplam cfDNA 

konsantrasyonunun fetal fraksiyon ile negatif korelasyon gösterdiği bildirilmiştir. Ayrıca, daha 

kısa cfDNA parçalarının analiz edilmesinin fetal fraksiyonu artırdığı vurgulanmıştır. Bu 

bulgular, yüksek cfDNA düzeylerinin maternal kaynaklı DNA oranını artırarak fetal DNA 

oranını seyreltme potansiyeline işaret etmektedir. Çalışmamızda, SRY negatif grupta medyan 

DNA konsantrasyonu 15,9 ng/µl [1,8–34,1], SRY pozitif grupta ise 14,7 ng/µl [3,3–31,5] olarak 

saptanmıştır. Gruplar arasında DNA konsantrasyonu açısından anlamlı bir fark gözlenmemekle 

birlikte, bu parametrenin fetal fraksiyon üzerindeki olası etkilerinin daha büyük örneklemlerle 

ve ileri analiz yöntemleriyle değerlendirilmesi gerektiği düşünülmektedir.  

Maternal yaş, maternal kilo, VKİ ve DNA konsantrasyonu gibi çeşitli faktörlerin fetal 

fraksiyon üzerindeki etkilerini inceleyen çok sayıda çalışma bulunmaktadır. Ancak 

yoğunlaştırılmış soluk havasındaki cffDNA varlığı ve kaynağına ilişkin literatürde yeterli veri 

bulunmamaktadır. Mevcut bilgiler doğrultusunda, bu ortamdaki cffDNA’nın sistemik 

dolaşımdan geçiş yoluyla oluştuğu olası bir mekanizma olarak değerlendirilmektedir (113). 
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Bununla birlikte, yoğunlaştırılmış soluk havasında fetal DNA varlığını ortaya koyan herhangi 

bir çalışmanın bulunmaması nedeniyle, çalışmamızda elde edilen bulgular yalnızca maternal 

plazmadaki fetal fraksiyon ile karşılaştırmalı olarak tartışılmıştır.  

Maternal plazma, hücre dışı serbest DNA açısından daha yüksek konsantrasyon ve 

moleküler stabiliteye sahipken; EBC’nin yapısı daha seyreltik olup, genellikle daha küçük 

boyutlu ve parçalanmış DNA fragmentleri içermektedir. Ayrıca EBC'deki DNA’lar, solunum 

yollarından, epitel hücrelerden veya sistemik dolaşımdan difüze olan moleküllerden 

kaynaklanabilir. Bu yapısal farklar, DNA izolasyon verimini ve elde edilen verilerin kalitesini 

doğrudan etkilemektedir. Dolayısıyla, EBC'de fetal DNA tayini için daha hassas analitik 

yaklaşımlara ihtiyaç duyulmaktadır. 

Maternal plazmadaki cffDNA ile yoğunlaştırılmış soluk havasındaki fetal DNA 

arasında bir ilişki bulunması muhtemeldir; ancak bu ilişkinin derecesi ve doğrusal bir orantı 

içinde olup olmadığı henüz bilimsel olarak kesinlik kazanmamıştır. Bu nedenle, iki ortam 

arasında fetal DNA oranlarının doğrudan benzer düzeylerde olduğunu söylemek şu aşamada 

mümkün değildir. Çalışmamızdaki verilerle fetal fraksiyonu etkilediği bilinen faktörlerin 

istatistiksel olarak anlamlı bir benzerlik göstermemesi, bu belirsizliğin bir sonucu olarak 

değerlendirilmiştir. Bu çalışma, yoğunlaştırılmış soluk havasındaki fetal DNA analizine ilişkin 

literatürde öncü nitelikte olup, konunun daha iyi anlaşılabilmesi için örneklem büyüklüğünün 

artırılması ve ileri yöntemlerin kullanıldığı ek araştırmaların yapılması gerekliliği ortaya 

konmuştur. 

Yoğunlaştırılmış soluk havasında genetik materyal tespiti, özellikle DNA, miRNA ve 

diğer nükleik asitlerin varlığı, çeşitli çalışmalarda ortaya konmuştur. Bu materyallerin, sistemik 

dolaşıma karışan hücre dışı serbest DNA’lar veya hücrelerden salınan ekstraselüler veziküller 

(örneğin ekzomlar) aracılığıyla akciğerlere ulaştığı düşünülmektedir. Literatürde genel kabul 

gören görüşe göre, bu yapılar akciğer kapillerinden alveollere geçiş yaparak alveoler astar 

sıvısına karışmakta ve daha sonra ekshale edilen havayla dış ortama atılmaktadır (114). 

Akciğerlerde büyük bir kapiller ağ olması bu görüşü desteklemektedir. Bu bulgular, solunum 

havasının kanser hastalarında biyopsi amacıyla, gebelerde prenatal taramada kullanım 

potansiyelini ortaya koymaktadır. 

Gebelikte, özellikle gestasyonel diyabet gibi komplikasyonlarda, maternal plazmada 

belirli mikroRNA (miRNA) düzeylerinin anlamlı şekilde değiştiği ve bu değişimlerin gebeliğin 

erken dönemlerinden itibaren gözlenebildiği gösterilmiştir(115). Bu miRNA’lar, sadece 

metabolik düzenlemelerle değil, aynı zamanda inflamasyon ve hücresel stres yanıtlarıyla da 

ilişkilidir. Literatürde, bazı miRNA'ların EBC gibi non-invaziv örneklerde de tespit 
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edilebildiğine dair ön veriler bulunmaktadır (116). Bu bulgular, sistemik dolaşımda artan bazı 

küçük ve stabil moleküllerin, solunum epitel bariyerini aşarak EBC'de de izlenebilir 

olabileceğini düşündürmektedir. Bu bağlamda, gestasyonel diyabetle ilişkili olarak maternal 

plazmada düzeyleri artan miRNA’ların EBC örneklerinde de araştırılması, hastalığın erken tanı 

ve takibinde yenilikçi bir non-invaziv yaklaşımın temelini oluşturabilir. Ayrıca, bu tür 

moleküllerin EBC'deki varlığının gösterilmesi, sistemik metabolik durumların solunum 

biyobelirteçleriyle ne ölçüde yansıtılabildiğine dair önemli fizyopatolojik bilgiler sağlayabilir. 

Gebelikte yaygın olarak kullanılan β-hCG, PAPP-A ve AFP gibi biyobelirteçler, yüksek 

moleküler ağırlıkları nedeniyle EBC örneklerinde tespit edilemeyebilir. Ancak bu 

biyobelirteçlerin EBC'de bulunabilirliğine yönelik doğrudan bir çalışma literatürde mevcut 

değildir. Bu durum, EBC'nin yalnızca uçucu ve düşük molekül ağırlıklı bileşenleri taşıyabildiği 

hipotezini desteklemekle birlikte, konunun deneysel verilerle doğrulanması gerekliliğini ortaya 

koymaktadır. Öte yandan, preeklampsi gibi oksidatif stresin belirgin olduğu gebelik 

komplikasyonlarında, plazmada hidrojen peroksit (H₂O₂) ve 8-izoprostan gibi oksidatif stres 

belirteçlerinin arttığı çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (117). Bu bağlamda, oksidatif stresle 

ilişkili düşük moleküllü belirteçlerin EBC örneklerinde araştırılması, hem non-invaziv tanı 

olanaklarının geliştirilmesi hem de gebelikteki fizyopatolojik süreçlerin daha iyi anlaşılması 

açısından önemli bir potansiyel taşımaktadır. 

Elektronik burun, farklı gazlara duyarlı sensör dizileri ve bu sensörlerden elde edilen 

yanıtları işleyen yapay zekâ algoritmalarını kullanan bir cihazdır. Yoğunlaştırılmış soluk 

havasında bulunan uçucu organik bileşikler (VOC), bireyin metabolik ve fizyolojik durumuna 

bağlı olarak değişkenlik gösterebilir. VOC profili; inflamasyon, sistemik hastalıklar ve 

hormonal değişiklikler gibi birçok durumdan etkilenmektedir. Bikov ve ark.ları tarafından 2011 

yılında yayınlanan bir çalışmada, elektronik burun teknolojisi kullanılarak gebelik sırasında 

soluk havasının kimyasal bileşiminde anlamlı değişiklikler olduğu gösterilmiştir. Bu çalışmada, 

78 gebe ve 52 gebe olmayan kadının soluk havası örnekleri analiz edilmiş; gebelik süresince 

VOC paternlerinde özgün değişimler gözlemlenmiştir (118).  

Fetal DNA'nın anne solunum sistemine geçiş mekanizmaları henüz tam olarak 

aydınlatılamamış olsa da gebeliğe özgü VOC paternleri ile EBC’deki fetal DNA düzeyi 

arasında potansiyel bir ilişki olabileceği hipotezi dikkate değerdir. Özellikle fetal-maternal 

alışveriş ya da plasental fonksiyon ile ilişkili belirli VOC’lerin tanımlanması durumunda, 

elektronik burun gibi non-invaziv teknolojiler fetal DNA'nın varlığına veya miktarına dair 

dolaylı göstergeler sunabilir. Bu yaklaşım, fetal DNA analizlerinin ön tarama aşamasında ya da 

kalite kontrol süreçlerinde tamamlayıcı bir araç olarak elektronik burun kullanımının mümkün 
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olabileceğini göstermektedir. Dolayısıyla, EBC tabanlı analizlerde elektronik burun 

teknolojisinin entegrasyonu, yöntemin hem duyarlılığını hem de klinik uygulanabilirliğini 

artırabilecek multidisipliner bir araştırma alanı sunmaktadır. 

EBC örneklerinin elde edilmesinde çeşitli sistemler kullanılmaktadır. EcoScreen, 

RTube, TurboDECCS ve Anacon gibi farklı ticari cihazlar bulunsa da bu sistemler temel olarak 

bir soğutma ünitesi ve toplama tüplerinden oluşmaktadır. Her bir sistemin kendine özgü avantaj 

ve dezavantajları mevcuttur. Bu çalışmada EBC toplama amacıyla Pilot Çalışma Seti 22 tercih 

edilmiş; TurboDECCS sisteminde kullanılan tek kullanımlık aparatlar ile örnekleme 

gerçekleştirilmiştir. Önümüzdeki yıllarda yoğunlaştırılmış soluk havası analizlerine yönelik 

çalışmaların artacağı ve bu yöntemin klinik uygulamalarda da yer bulacağı öngörülmektedir. 

Bu doğrultuda, EBC toplamak için tekrarlanabilir, mobil ve düşük maliyetli sistemlerin 

geliştirilmesi gerekliliği ortaya çıkmaktadır. Merkezimizde bu ihtiyaca yönelik olarak mobil ve 

tek kullanımlık bir cihaz geliştirme çalışmaları sürdürülmekte olup, ilgili patent başvuru süreci 

devam etmektedir. 

Yoğunlaştırılmış soluk havası ile çalışmaların artmasına karşın bu yöntemin klinik 

uygulamaya geçebilmesi için bazı önemli kısıtlılıkların giderilmesi gerekmektedir. Bunların 

başında, EBC örneklerinin alım sürecine ilişkin bir standardizasyonun henüz sağlanamamış 

olması gelmektedir. Numune toplama cihazları, soluk süresi, çevresel koşullar ve depolama 

protokolleri gibi birçok değişken, analiz edilen DNA miktarını ve kalitesini doğrudan 

etkilemektedir. Bu nedenle, bu alandaki metodolojik farklılıklar çalışmalardan elde edilen 

sonuçların karşılaştırılabilirliğini azaltmakta ve güvenilirliğini sınırlamaktadır. Gelecekte bu 

tekniklerin optimize edilmesi, örnekleme protokollerinin uluslararası düzeyde standardize 

edilmesi ve daha hassas analiz yöntemlerinin geliştirilmesi ile fetal DNA tespitinde daha tutarlı 

ve doğru sonuçlar elde edilmesi mümkün olacaktır (90,119). 

Çalışmamızın kısıtlılıklarından biri, yalnızca erkek fetüs taşıyan gebelerde çalışma 

yapılmış olmasıdır. Kız fetüs taşıyan gebelerde EBC analizlerinin yapılması ve SRY geninin 

negatif olarak gösterilmesi, analizlerimizin güvenilirliğini artıracaktır. Ayrıca fetal 

ultrasonografi ile erkek olarak değerlendirilen fetüslerin doğum sonrası erkek cinsiyette olduğu 

yalnızca fenotipik olarak doğrulanmıştır. Ancak cinsiyet gelişim bozuklukları gibi durumlar 

göz önünde bulundurulduğunda bu doğrulama yeterli olmayabilir. Doğum esnasında kordon 

kanı ya da doğum sonrasında bebeklerden plazma örnekleri alınarak Y kromozomunun 

saptanması elde edilen sonuçların doğruluğunu güçlendirecektir.  

Non-invaziv genetik testlerin daha kolay, erişilebilir ve erken dönemde yapılabilir hale 

gelmesi, beraberinde bazı etik soruları da gündeme getirmektedir. Özellikle fetal cinsiyetin çok 



  41 

erken dönemde belirlenmesi, bazı toplumsal baskılar ve etik dışı uygulamaları teşvik edebilir. 

Bu nedenle, EBC gibi örnekleme yöntemleriyle yapılan fetal DNA analizlerinin etik boyutu 

dikkatle değerlendirilmelidir. Testin amacı, zamanlaması ve bilgilendirilmiş onam süreçleri, bu 

teknolojilerin etik ve sorumlu bir şekilde uygulanmasını sağlayacak şekilde yapılandırılmalıdır 

(120). 

Elde edilen bulgular cesaret verici olmakla birlikte, EBC’nin klinik kullanımı için bazı 

teknik engellerin aşılması gerekmektedir. Özellikle maternal nefeste fetal DNA'nın düşük 

yoğunlukta bulunması, dijital PCR ve yeni nesil dizileme (NGS) gibi yüksek hassasiyetli 

teknikleri zorunlu kılmaktadır. Ancak, mevcut teknolojinin sınırlamaları göz önünde 

bulundurulduğunda, gelecekte geliştirilecek daha ileri düzey PCR tabanlı sistemler ile bu 

hassasiyetin daha da artırılması mümkün olacaktır.  

Alınan EBC örneklerinde hem maternal hem fetal DNA'nın bulunması, ayırt 

edilebilirliği zorlaştırmaktadır. Bu bağlamda DNA ekstraksiyon ve analiz yöntemlerinin 

geliştirilmesi kritik öneme sahiptir. SRY dizilerinin tespit edilmesi önemli bir ilerleme olmakla 

birlikte, EBC'nin kromozomal anormallikler ve kalıtsal hastalıklar gibi diğer genetik 

bozuklukların saptanmasında da kullanılabilmesi için kapsamlı araştırmalara ihtiyaç vardır. Bu 

teknoloji daha da geliştirilip doğrulanırsa, erken ve güvenli prenatal tanıda devrim niteliğinde 

katkılar sağlayabilir. 
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6.SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

• Bu çalışmada, gebelerin yoğunlaştırılmış soluk havası (EBC) örneklerinde hücre dışı 

serbest fetal DNA’nın (cffDNA) varlığı araştırılmış ve erkek fetüs taşıyan olguların 

%36,6’sında SRY geni başarıyla tespit edilmiştir. Elde edilen bulgular, EBC'nin fetal 

cinsiyet tayininde potansiyel bir non-invaziv örnekleme yöntemi olarak 

değerlendirilebileceğini göstermektedir. 

• Maternal yaş, kilo, VKİ, gebelik haftası ve DNA konsantrasyonu gibi faktörlerin fetal 

fraksiyonu etkilediği bilinmekle birlikte, çalışmadaki veriler bu faktörlerle EBC’deki 

cffDNA tespiti arasında anlamlı ilişki göstermemiştir.  

• Ancak EBC örneklerinin alımında standardizasyonun olmaması, DNA miktarının düşük 

olması ve maternal-fetal DNA ayrımının zorlukları, yöntemin klinik kullanımı önünde 

önemli engeller oluşturmaktadır.  

• Kız fetüs taşıyan gebelerde EBC analizleri yapılarak negatif kontrol grubu oluşturulmalı, 

böylece testlerin özgüllüğü artırılmalıdır. 

• Doğum sonrası bebeklerden plazma örnekleri alınarak genetik doğrulamalar yapılmalı, 

böylece prenatal tespitlerin güvenilirliği artırılmalıdır. 

• EBC yöntemi ile kromozomal anormallikler ve genetik hastalıkların non-invaziv tanısına 

yönelik kapsamlı çalışmalar yapılmalıdır. 

• Gelecekte yapılacak çalışmaların; örnekleme ve analiz protokollerinin standardize edilmesi, 

Y kromozomuna özgü farklı dizilerin kombine kullanımı ve daha hassas teknolojilerin 

entegrasyonu yönünde ilerlemesi önerilmektedir.  

• Sonuç olarak, bu öncü çalışma soluk havası örneklerinin yalnızca solunum sistemi 

hastalıklarının tanısında değil, prenatal genetik tarama gibi disiplinler arası alanlarda da 

kullanılabileceğini göstermekte ve geleceğin tanısal yaklaşımlarına yönelik yeni ufuklar 

açmaktadır. 
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EKLER 

Ek 1. Etik Kurul Onay Belgesi (2 Sayfa) 
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Ek 2. Olgu Rapor Formu  
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Ek 3. Gönüllü Onam Formu (3 Sayfa) 
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Ek 4. Tez Çalışması Orijinallik Raporu (5 Sayfa) 
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