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OZET

Giris ve Amac: Son yillarda, teknolojik gelismelerin etkisiyle prenatal tarama ve tani
testlerinde Onemli ilerlemeler kaydedilmis; anne ile fetiis arasindaki biyolojik gegislerin
degerlendirilmesine yonelik ¢calismalar 6nem kazanmistir. Maternal plazmada hiicre dis1 serbest
fetal DNA'nin (cffDNA) gosterilmesi, non-invaziv prenatal testlerin (NIPT) gelismesine olanak
saglamistir. cffDNA’nin amniyotik sivi ve idrar gibi farkli viicut sivilarinda da tespit
edilebilmesi, alternatif Ornekleme yontemlerinin arastirllmasina zemin hazirlamistir.
Yogunlastirilmis soluk havasi (EBC), basta akciger hastaliklar1 olmak iizere gesitli klinik
durumlarda kullanilan non-invaziv bir biyolojik drnekleme yontemidir. Soluk havasinda DNA
ve RNA gibi genetik materyallerin saptanabiliyor olmasi, bu yontemin gebelikte de potansiyel
bir tan1 arac1 olarak degerlendirilebilecegini diislindiirmektedir. Bu ¢alismada, gebelerin EBC

orneklerinde fetal DNA varliginin arastirilmast amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calisma, tek merkezli ve prospektif bir tasarimla
gerceklestirilmis olup, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dali’nda takip edilen ve ultrasonografide erkek fetiis tasidigi saptanan 30 gebe
degerlendirilmistir. Etik kurul onaymin ardindan, katilimcilardan bilgilendirilmis onam
alinarak, Amerikan Toraks Dernegi kilavuzlarina uygun sekilde yogunlastirilmis soluk havasi
(EBC) ornekleri toplanmistir. Elde edilen 6rneklerden DNA izolasyonu yapilmis; kalite ve
miktar kontroliiniin ardindan, fetal DNA varliginin ve erkek cinsiyetin belirlenmesine yonelik
olarak dijital damlacik PCR (dd-PCR) yontemiyle SRY dizi analizi gerceklestirilmistir. Erkek
cinsiyet, SRY geninin dd-PCR ile saptanmasiyla dogrulanmistir. Sonuclar, tanimlayict

istatistiklerle ve %95 giiven araliginda degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen olgularin ortalama yas1 30,1+6,1 yil olarak
belirlenmistir. Orneklemenin yapildig1 esnada gestasyonel yaslar 33 hafta ile 40 hafta arasinda
degismekteydi. Olgularin gebelik haftasi ortalama 37 hafta olarak saptanmstir. Orneklem alimi
ile es zamanli gergeklestirilen ultrasonografilerde ortalama fetiis agirlign 3085 gram

Ol¢iilmiistiir.

Elde edilen 30 EBC 6rnegine DNA izolasyonu uygulanmistir. Elde edilen 6rneklerin
ortalama DNA konsantrasyonu 17 ng/ul olarak sonug¢lanmistir. Analiz edilen 6rneklerde DNA

konsantrasyonu en diisiik 3,3 ng/ul, en yiiksek ise 34,1 ng/ul olarak belirlenmistir. izolasyonu

il



saglanan tim DNA Orneklerinde, SRY dizilerinin varligi dijital damlacik PCR (dd-PCR)
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Calisma sonucunda toplam 6rneklerin 11’inde (11/30;
%36,6) SRY dizisi pozitif olarak sonuglanmistir. Ornek alinarak c¢alismaya dahil edilen tiim
gebelerin bebeklerinin (30/30), dogum sonras1 muayenede fenotipik olarak erkek cinsiyette

oldugu goriilmiistiir.

Sonug¢: Bu calisma, EBC 6rneklerinde fetal DNA varligini ortaya koyarak noninvaziv
prenatal tanida yeni bir yaklasimim miimkiin olabilecegini gostermistir. SRY geninin %36,6
oraninda tespit edilmesi, yOntemin uygulanabilirli§ini desteklemektedir. Ancak,
standardizasyon eksiklikleri ve teknik sinirliliklar g6z oOniine alindiginda, fetal genomun
saptanmasinda daha hassas yOntemlerin gelistirilmesine ve ileri diizey calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: prenatal tani; cffDNA; yogunlastirilmis soluk havasi; dd-PCR; SRY
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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/pl. The lowest DNA concentration obtained
from the samples was 3.3 ng/ul and the highest DNA concentration was 34.1 ng/ul. 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;



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.GIRIS VE AMAC

Tarama ve erken tani testleri alanindaki ¢aligmalar, teknolojik gelismelerin de katkisiyla
yogunlagmis ve giiniimiiz tibbinda 6nemli bir yer edinmistir. Hastaliklarin erken taninmasi ve
bu sayede saglikli bir toplumun olusturulmasi, ana hedeflerden biri olmustur. Gebelik siirecinde

de bu amagla prenatal tarama ve tani testlerine siklikla bagvurulmaktadir.

Prenatal tarama ve tani testleri dogumdan once bebek hakkinda bilgi elde edilmesini
saglayan ¢esitli yontemleri igerir. 1950’lerde ilk kez amniyosentezle fetal cinsiyet tayini
yaptlmistir (1). 1970’lerde anne kaninda alfa-fetoprotein’in (AFP) diisiik seviyelerde
saptanmasi, fetal kromozomal anomalilerle iliskilendirilmistir (2). Bu calismalarla birlikte
prenatal tani ve tarama testleri alaninda hizla yeni gelismeler ortaya koyulmustur.
Amniyosentez ve koryon villiis Orneklemesi gibi invaziv bazi yontemler zaman iginde
kullanima girmistir (3). AFP, insan koryonik gonadotropin (B-hCG), ankonjuge 6striol (uE3),
gebelikle iligkili plazma protein A (PAPP-A) ve inhibin A gibi biyobelirtecler ile prenatal

tarama yontemleri gelistirilmistir (4).

Gebelikte anne ile fetiis arasinda iki yonlii bir gecis oldugu bilinmektedir. 1969 yilinda
Walknowska ve ark.lar1 tarafindan, erkek fetiis tasiyan gebe kadinlarin plazmasinda 46,XY
karyotipine sahip fetal lenfositlerin varligi gosterilmistir (5). 1997 yilinda Lo ve ark.lar
tarafindan, ilk kez maternal serum ve plazmada hiicre dis1 serbest fetal DNA (cffDNA)
bulundugu gosterilmistir (6). Hiicre dis1 serbest fetal DNA temel alinarak yapilan ¢alismalar

giderek yayginlasan non-invaziv prenatal test (NIPT)’in gelistirilmesine olanak saglamistir (7).

Soluk havasinin viicudun sagligi ve fizyolojisi konusunda bilgi verdigi, antik tip
uygulamalarindan bu yana bilinmektedir. Diyabet, bobrek yetmezligi gibi hastaliklarda nefes
kokusundaki degisiklikler fark edilmistir. Bu bilgiler 1s181inda, ilk kez 1980’lerde soluk havasi
ile ilgili ¢aligmalar baslamistir (8). Soluk havasinda azot, oksijen, karbondioksit (CO2), nitrik
oksit (NO) ve su buhart disinda pek ¢ok organik ve inorganik ugucu bilesigin bulundugu
bilinmektedir. Bu zamana kadar ekshale soluk havasinda tespit edilen maddeler ugucu organik
bilesik (VOC) tiirleri, hidrokarbonlar, alkoller, aldehitler, ketonlar, esterler, karboksilik asitler,
sitokinler, DNA’lar, RNA’lar, proteinlerdir (9).

Yogunlastirilmis soluk havasi (Exhaled Breath Condensate, EBC) verilen nefesin soguk
bir yiizeyle temas ettirilerek yogusmasi ve sivi formda toplanmasiyla elde edilir (10). Igeriginin
biiylik bir kismint su buhari olusturmaktadir. Solunum sisteminin bir yansimasi olarak kabul

edilen EBC, oncelikle kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), astim ve akciger kanseri

1



gibi hastaliklarda kullanim alani bulmustur (11,12). Ayrica diyabet, bobrek hastaliklar1 ve kalp

yetmezligi gibi bir¢ok farkli alanda da soluk havasi ¢caligmalari mevcuttur (13—15).

Hiicre dis1 serbest fetal DNA (cffDNA) temelli calismalar ¢ogunlukla maternal plazma
iizerinde yogunlagmistir. Ancak amniyotik s1vi, maternal serebrospinal siv1 ve idrar gibi cesitli
viicut sivilarinda da cffDNA  bulunduguna yonelik yayinlar mevcuttur (16—-18).
Yogunlastirilmis soluk havasinda DNA, RNA ve diger niikleik asitlerin gosterilmesi, EBC'nin
sadece akciger hastaliklariyla sinirli kalmayan potansiyelini ortaya koymustur. Bu bilgiler ve
maternal plazma disindaki viicut sivilarinda cffDNA tespit edilebilmesi, soluk havasinda da
cffDNA bulunabilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir. Bu ¢calisma ile gebelerin yogunlastirilmis

soluk havasi 6rneklerinde fetal DNA varliginin arastirilmast amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prenatal Tam ve Tarama

Dogum oOncesi tarama ve tan1 yontemleri, modern saglik hizmetlerinde 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bu testler, anne karninda gelisimini siirdiiren fetiis hakkinda degerli bilgiler
saglamasi nedeniyle ¢ok onemlidir. EUROCAT (Avrupa Konjenital Anomalilerin Gozetimi)
tarafindan yapilan 22 iilkede ytiriitiilen ve yilda 1,5 milyon dogumu kapsayan bir incelemede,
major konjenital anomali oran1 %2,39 olarak bildirilmistir (19). Fetiislerde genetik bozukluklar
ve konjenital anomaliler gibi, dogum sonrasi mortalite ve morbidite riskini artirabilecek
durumlarin erken dénemde saptanmasi; anne-baba adaylarina daha kapsamli bir danigmanlik
verilmesini saglar. Ayrica dogum sonrasi erken degerlendirme ve bu sayede erken miidahale

imkanlarinin saglanmasini miimkiin kilar.

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

invaziv prenatal tani testleri (20).

» Invaziv testler; amniyosentez, koryon villiis érneklemesi (CVS) ve kordosentez gibi
yontemlerden olusur.

* Non-invaziv testler ise maternal plazmada biyokimyasal parametrelerin
degerlendirilmesi, fetilisiin radyolojik goriintiileme teknikleri ile incelenmesi,

maternal kan 6rneklerinde fetal DNA analizi gibi ¢ok ¢esitli yontemleri igerir.

2.1.1. invaziv Prenatal Tam Testleri

Amniyosentez, kordosentez ve koryon villus 6rneklemesi (CVS) gibi invaziv prenatal
tan1 yontemleri, fetiislerdeki kromozomal anomalileri ve genetik bozukluklar1 tespit etmek i¢in

uzun suredir altin standart olarak kabul edilmektedir.

Amniyosentez, annenin karin bdlgesinden ince bir igne yardimiyla amniyotik s1vi 6rnegi
alinarak fetiisiin genetik yapisinin analiz edilmesini saglar. 11k olarak 1950’lerde fetal cinsiyet
tayini amaciyla kullanilmis ve sonraki yillarda kullanim alanlar1 genislemistir (1). Genellikle
gebeligin 15-20. haftalar1 arasinda uygulanir ve kromozomal hastaliklar1 (Down sendromu,

Trizomi 18, vb.) tespit etmek i¢in kullanilir (21).

Koryon villiis 6rneklemesi (CVS) ise gebeligin daha erken dénemlerinde, 10-13.

haftalar arasinda yapilan bir testtir. Bu yontemde, annenin karin bolgesinden veya vajinal



yoldan plasentadan koryon villus dokusu 6rnegi alinir (22). Invaziv yéntemlerin en énemli
dezavantaji digiik riskini artirmalaridir. CVS, amniyosenteze kiyasla daha erken donemde
uygulanabilmesi agisindan avantaj saglasa da diisiik riski agisindan daha dikkatli degerlendirme

gerektirir (23).

Tablo 1. Prenatal Tan1 ve Tarama Testleri (20)

Non-invaziv Testler invaziv Testler
Fetal Goriintiileme Fetiis Goriintileme
« Fetal Ultrasonografi « Fetoskopi
« Fetal Ekokardiyografi « Embriyoskopi

* Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG)
* Rontgenogram

Fetal Doku Ornekleriyle Genetik Testler

Biyokimyasal Testler * Amniyosentez
« Koryon Villiis Doku Incelemesi
« ikili Tarama Testi « Kordosentez
o PAP-A, B-hCG ve NT 6l¢lim » Kas, karaciger, bobrek gibi organ biyopsileri

« Uglii Tarama Testi
o AFP, B-hCG, Ostriol Ol¢iimii
« Dortlii Tarama Testi
o AFP, B-hCG, Ostriol, inhibin A Olgiimii

Maternal Kanda Fetal Hiicre ve DNA
Analizi

PAPP-A: Gebelikle Iliskili Plazma Protein A, B-hCG: Insan Koryonik Gonodotropin, NT: Ense kalinlig,
AFP: Alfa fetoprotein

2.1.2. Non-invaziv Prenatal Tarama Testleri

1970’11 yillarda, anne kaninda diisiik alfa-fetoprotein (AFP) seviyelerinin fetal
kromozomal anomalilerle iligkilendirilmesi, non-invaziv prenatal tarama testleri alaninda
gelismeleri baslatan kivilcim olmustur (2). Calismalarin artmasiyla birlikte biyokimyasal

belirteclerin tarama testleri olarak kullanim1 yayginlagmistir. Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji



Dernegi (American College of Obstetricians and Gynecologists- ACOG), tiim gebelere
gebeligin 20. haftasindan dnce tarama testlerinin yapilmasi ve gereklilik halinde tani testlerinin

uygulanmasini 6nermektedir (24).

Ikili tarama testi, gebeligin 11-14. haftalari arasinda gergeklestirilir ve gebelikle iligkili
plazma proteini-A (PAPP-A) ile insan koryonik gonadotropini (B-hCG) diizeylerinin
dl¢limiiniin yan1 sira ultrasonografi ile ense kalmligi (NT) degerlendirilir. Uglii tarama testi,
15-20. haftalar arasinda yapilir ve alfa-fetoprotein (AFP), B-hCG ve Ostriol seviyeleri ile
degerlendirilir. Dortlii tarama testi ise ti¢lii testin kapsamini genisleterek inhibin-A
biyobelirtecini ekler ve ayn1 haftalar arasinda yapilir. Bu testler gebeligin farkli donemlerinde
Down sendromu, Trizomi 18 ve noral tiip defekti gibi genetik bozukluklarin riskini

degerlendirmeye olanak tanir (25).

Goriintiileme teknikleri, prenatal taramanin 6nemli bir bilesenidir. Ozellikle
ultrasonografi, fetiisiin gelisimini izlemek, dogumsal anomalileri tespit etmek ve gebelik
stirecini yonetmek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Ultrasonografinin en yaygin kullanim
alanlarindan biri fetal anomalilerin (kardiyak anomaliler, beyin anomalileri) saptanmasidir (26).
Gebeligin ikinci trimesterinde kullanilan fetal ense kalinligi (NT) dl¢limii, fetal andploidilerin
taramasinda kullanilmaktadir. Ayrica 3D ve 4D ultrasonografi yontemleriyle fetiisiin ayrintili
anatomik degerlendirmesi yapilabilir. Fetal ekokardiyografi ile dogumsal kalp hastaliklar
acisindan tarama yapilabilir (27). Manyetik rezonans goriintileme (MRG) ise 6zellikle beyin

gelisimi ve karmasik yapisal anomalilerin degerlendirilmesinde etkili bir yontemdir (28).

Genel uygulama, invaziv olmayan prenatal testler ile tarama yapilip sonrasinda invaziv
testler ile prenatal taniya ulasma seklinde gerceklesmektedir. Invaziv testler yiiksek dogruluk
oranina sahiptir; fakat diisiik, erken dogum gibi komplikasyonlar nedeniyle bu testlerin se¢ilmis
vakalarda kullanimi uygun goriilmektedir. Bu sebeple, non-invaziv bir tani1 yontemi olan

maternal kanda fetal DNA analizi temelli testler onem kazanmustir.

2.2. Non-invaziv Prenatal Tan1

Invaziv testlerin maliyet ve komplikasyon gibi dezavantajlari, farkli prenatal tani
yontemlerinin gelistirilmesine neden olmustur. Bu dogrultuda, maternal kanda fetal hiicreler ve

serbest fetal DNA'ya dayali yeni teknikler gelistirilmistir (29).



2.2.1. Maternal Plazmada Fetal Hiicreler

1893 yilinda patolog Schmorl, eklampsi nedeniyle 6len gebelerin akcigerlerinde fetiis
kaynakli sinsityal trofoblastlar1 gdstermistir (30). Bu, maternal dolagimda fetal hiicrelerin
varligimi gosteren ilk calisma olmus; ancak uzun bir siire bu alanda yeni bir gelisme
kaydedilememistir. 1959 yilinda Douglas ve ark.lar1, uterin ven ile pulmoner arter arasindaki
dolasimda trofoblastlar1 gdstermistir (31). 1969’da ise Walknowska ve ark.lari, erkek fetiis
tastyan gebe kadinlarin plazmasinda 46, XY karyotipine sahip fetal lenfositlerin varliini ortaya
koymustur (5).

Maternal dolagimdaki fetal hiicreler, genetik tanmi igin biiylik potansiyel tasir. Bu
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde veya sitoplazmalarinda yer alan genetik bilgi, 6zellikle anne veya
babanin tasidigi fetal genetik kusurlart belirlemede faydalhidir. Ciinkii fetal hiicreler,
ebeveynlerin hiicreleriyle kolayca karigtirllamaz. Ancak, fetal hiicrelerin dolasimdaki sikligi
olduke¢a diisiiktiir. Bu nedenle, fetal hiicrelerin etkili bir sekilde izole edilmesi, arastirma ve

gelistirme gerektiren bir konu olmustur (32).

Maternal kanda; lenfositler, trofoblastlar, eritroblastlar ve hematopoetik kok hiicreler
gibi ¢esitli fetal hiicre tipleri bulunmaktadir (33). Her bir hiicre tipinin kendine 6zgii 6zellikleri
oldugundan, bunlarin ayristirilmast farkli zorluklar dogurabilir ve analizlerin dogrulugunu
etkileyebilir. 2000°1i yillarin basindan itibaren bu alandaki ¢aligmalar artmis; mikroakiskan
hiicre ayirma gibi yeni teknolojiler gelistirilmistir. Ancak hala pratik ve yaygm sekilde
kullanilabilecek ayristirma yontemlerinin eksikligi, fetal hiicre temelli prenatal tanimin geri

planda kalmasina neden olmustur (32,34).

2.2.2. Maternal Plazmada Hiicre Dis1 Serbest Fetal DNA

Kanda hiicre dis1 niikleik asitlerin varligi ilk kez 1948 yilinda bildirilmistir (35). Bu
kesfin ardindan, hiicre dis1 serbest DNA’ya (cfDNA) dayali testlerin gelistirilmesi dnemli bir
arastirma alani haline gelmistir. 1970’lere gelindiginde, kanser hastalarinda saglikli bireylere
kiyasla cfDNA miktarlarinda belirgin artis oldugu saptanmustir. Ozellikle metastatik olgularda
cfDNA konsantrasyonunun anlamli sekilde arttigi; tedavi sonrasi ise bu seviyelerde belirgin

diisiis yasandig1 goriilmiistiir (36,37).

Hiicre dig1 serbest DNA'nin kaynagi heniiz tam olarak netlik kazanmamis olsa da iki ana
goriis one ¢cikmaktadir: i1ki, hiicre yikimi sonucunda olustugu; ikincisi ise canli hiicrelerin aktif

olarak DNA salgiladig1 yoniindedir. cfDNA salinimi; hiicre nekrozu, apoptoz, piropitozis,



travma ve aktif salinim gibi ¢esitli mekanizmalarla ger¢eklesebilir. Apoptozda DNA genellikle
160-180 baz cifti (bp) uzunlugunda kiiciik parcalara ayrilirken; piropitoziste farkli bir hiicre
olim mekanizmas1 s6z konusudur. cfDNA, eksozomlar, mikrovezikiiller ve apoptotik
cisimcikler gibi vezikiiller icerisinde de tasinabilir. Kanser, sepsis, steril inflamasyon, yas ve

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

Kanser hastalarinda ¢fDNA varliginin gosterilmesi, bu konudaki arastirmalarin farkli
alanlara yayilmasma neden olmustur. 1997 yilina gelindiginde Lo ve ark.lar1 buradan yola
cikarak gebelikteki benzer durumu inceleyen g¢aligmalarini yayinladi. Erkek fetiis tasiyan
gebelerin plazma ve serum orneklerinde fetiis kaynakli Y kromozomuna ait dizileri saptayarak,
hiicre dis1 serbest fetal DNA’y1 (cffDNA) tanimlamiglardir (6). Bu ¢alismay1 izleyen yil,
cffDNA’nin gebeligin 7. haftasi gibi erken bir donemde dahi tespit edilebildigi; gebelik
ilerledik¢e maternal plazmadaki fetal DNA oraninin arttii rapor edilmistir (erken dénemde
%3,4; ge¢c donemde %6,2) (40). Bu bulgular, fetal DNA’nin maternal plazma ve serumda
kolaylikla tespit edilebilecegini ve non-invaziv prenatal tan1 alaninda degerli bir biyobelirteg

oldugunu ortaya koymustur.

Fetal DNA’nin kaynag1 hala tam olarak netlesmemis olsa da mevcut fizyolojik ve klinik
bilgiler, dolagimdaki niikleik asitlerin ¢ogunun plasentadan tiiredigini; bir kismimnin ise fetal
hematopoetik sistemden geldigini gostermektedir (41). Plasentanin fetiis kaynakli bolimii olan
trofoblastlar, apoptoz ve aponekrozis sonucu maternal dolagima fetal DNA salmaktadir. Ayrica,
amniyon sivisinda maternal plazmaya gore yaklasik 200 kat daha fazla fetal DNA bulunmasi
nedeniyle, buradan difiizyon yoluyla gecisin de fetal DNA kaynagi olabilecegi 6ne siirtilmiistiir

(42).
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Sekil 1. Hiicre Dis1 Serbest Fetal DNA’nin Maternal Dolasima Katilmasi (43)

Gebelik haftasi ilerledikge, cffDNA konsantrasyonlarinin da arttifi gosterilmistir.
Yapilan ¢aligmalarda, fetal DNA oraninin gebeligin 10 ila 21. haftalar1 arasinda her hafta
yaklasik %0,1; 21. haftadan sonra ise haftalik yaklasik %1 oraninda arttig1 bildirilmistir (44).
Gebeligin sonlanmasinin ardindan ise cffDNA’nin maternal dolasimdan hizli bir sekilde
temizlendigi goriilmiistiir. Dogumdan sonraki ikinci saatte maternal plazmada fetal DNAnin
oOlgiilemez diizeylere indigi gdsterilmis; bu bulgular dogrultusunda cffDNA’nin yar1 dmriiniin
yaklasik 16,3 dakika oldugu belirlenmistir (45). Bu gelismeler, cffDNA’nin fetiise ait genetik
bilgileri gebeligin erken doneminde saptamaya olanak saglayan, degisimleri dinamik olarak
yansitan ve invaziv tan1 yontemlerine duyulan ihtiyaci azaltabilecek yenilik¢i bir prenatal tani

araci olma potansiyelini ortaya koymustur.

2.2.2.1. Hiicre Dis1 Serbest Fetal DNA’nin Klinik Kullanim Alanlar:

Hiicre dis1 serbest fetal DNA (cffDNA) alanindaki c¢alismalarin hiz kazanmasiyla
birlikte non-invaziv prenatal testler (NIPT) gelistirilmistir. Bu testlerin ilk kullanim alani fetal
cinsiyet tayini olmus; X’e baghh kalhtilan hastaliklarda disi fetiislerin hastaliktan
etkilenmeyecegi géz oniine alindiginda, invaziv testlere duyulan ihtiyag¢ yaklasik %50 oraninda
azalmustir (46). Ultrasonografi ile cinsiyet tayini yiiksek dogruluk oranina sahip olsa da ancak
11. haftadan itibaren yapilabilirken, NIPT ile 7. haftadan itibaren fetal cinsiyet belirlenebilir.
Ayrica konjenital adrenal hiperplazi riski tasiyan gebeliklerde, disi fetiislerde dig genital



organlarin virilizasyonunu Onlemek amaciyla erken donemde deksametazon tedavisi

uygulanabilir (47,48).

Yenidoganin alloimmiin hemolitik hastalig1 en sik Rh antijenine kars1 gelismektedir.
Fetal Rh(D) genotipinin invaziv olmayan yontemlerle tayini, 6zellikle Rh(D) duyarli kadinlarda
onemlidir. Eger fetlis Rh(D) negatifse, ek tani testlerine veya anti-D immiin globulin tedavisine

gerek kalmaz. Boylece gereksiz kan tirtinii kullanimi 6nlenmis olur (49,50).

Preeklampsi, yalnizca gebelere 6zgli multisistemik bir hastalik olup, gelismis tilkelerde
maternal ve fetal 6liim ile morbiditenin en 6nemli nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir
(51). Cesitli caligmalar, semptomatik preeklampsi gelisen kadinlarda fetal DNA seviyelerinin
bes kat arttigin1 gostermistir. Ayrica bu seviyelerin preeklampsi gelismesi muhtemel gebelerde
de yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu durum, cffDNA'nin preeklampsi gelisimi i¢in prediktif bir
belirte¢ olarak kullanilma potansiyelini artirmaktadir (52,53).

Maternal serumda cffDNA seviyelerindeki artisin, erken dogumun bir belirteci
olabilecegi; ayrica plasenta previa, hiperemesis gravidarum gibi durumlarda da bu artisin

gozlenebilecegi bildirilmistir (41).

Monogenik hastaliklarda, 6zellikle de novo mutasyonlarla ortaya ¢ikan ya da otozomal
dominant kalitilan hastaliklarda NIPT kullanimi daha kolaydir. Kisa uzuvlu bir fetiiste maternal
plazmadan akondroplazi saptandigi; bir baska vakada ise cffDNA ile triniikleotid tekrarlari
iceren myotonik distrofi varliginin gosterildigi bildirilmistir (54,55). Ayrica kistik fibrozis, beta
talasemi gibi hastaliklar i¢cin de maternal plazmada cffDNA analiziyle tan1 konulabildigi

raporlanmistir (56,57).

Trizomi 21 (Down sendromu) olgulari, yliksek morbidite orani ve yayginligi nedeniyle
prenatal tanida Onemli yer tutar. Trizomi 21’li fetiislerde maternal kanda fetal DNA
diizeylerinin yiiksek oldugu gosterilmistir (58). Tek degiskenli analizlerde bu testin tespit orani
%?21 olarak belirlenmistir. Ancak dortlii tarama testi (AFP, Ostriol, f-hCG, inhibin A) ile fetal
DNA analizinin birlikte kullanilmasi, Down sendromu tespit oranini %81’den %86’ya
cikarmistir (59). Ayrica trizomi 13 ve trizomi 18 ile ilgili de benzer ¢aligmalar yapilmis fakat

sonuclar trizomi 21’e kiyasla daha diisiik kalmigtir.

Bu alanda ¢aligmalar devam etmis ve 2008 yilina gelindiginde fetal andploidilerin non-
invaziv tanisma yonelik yeni yaymlar bildirilmistir (60). 2011 yili itibariyle non-invaziv
prenatal test klinik kullanima girmis ve biiylik ¢alisma gruplarint iceren yayinlar ortaya
konmustur (61). Fetal andploidi tespitinde karsilagilan temel zorluk, maternal plazmada hiicre

dis1 serbest DNA’nin biiylik ¢ogunlugunun anne kaynakli olmasidir. Bu nedenle andploidi



tanist, ilgili kromozomun hafif asir1 temsilinin hassas sekilde belirlenmesine dayanir (48) (Sekil
2). Bu alanda yapilan bir meta-analiz, tekil gebeliklerde trizomi 21'li fetiislerin %99’ undan
fazlasinin, trizomi 18’lilerin %98’inin ve trizomi 13’lilerin %99’unun NIPT ile tespit

edilebildigini gostermistir (62).

Maternal kan

. Ve
ornegi ﬂ

Maternal ve fetal
hiicre digi serbest W
DNA M - :

Massively Parallel CCCTTAGCGCTTTAACGTACGTAAAACCCTT
Sequencing (MPS) AACGTACGTAAAAACGGGGTCAAAGGTTCCC
ile siralanan GACTTAAAATCGGAATCGATGCCCAAACTT
hiicresiz DNA GAATCGATGCCCAAACGGGGTCAAAGTTCCC
(T R R R R NN
Hizalama ve B R N B B B B | (R B N B R B B |
sayma YT I R R R R R (T R R R R NN
T E R R N RN (T R R R R N
YT R R R R N -EEEEEEEe
Kromozom 21 Kromozom 21
Anéploidi yok Andéploidi

Sekil 2. Istenilen Kromozomda Fetal DNA’nin Asir1 Temsiliyle Andploidi Tayini (48)
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Konvansiyonel prenatal invaziv yontemlerle NIPT arasinda yiiksek diizeyde uyum
bulunmasina ragmen, yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglar goriilebilmektedir. Bu hatalarin
en sik nedeni sinirli plasental mozaisizmdir (63). Ayrica maternal plazmada analiz edilen hiicre
dis1 serbest DNA’nin biiyiik bir kisminin anne kaynakli olmasi da uyumsuz sonuglara yol
acabilmektedir. Bununla birlikte, maternal malignitelerin NIPT sonuglarini etkileyebilecegi
bildirilmis; bu durum, cfDNA’nin kanser taramasinda da potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegi diisiincesini dogurmustur (64). Maternal obezite ve erken gebelik haftasiyla
iligkili olarak fetal DNA konsantrasyonunun diisiik olmasi da yanlis negatif sonuclara neden

olabilecek diger faktorlerdir (65,66).

Amerikan Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Uzmanlar1 Dernegi (ACOG) ile Maternal-Fetal
Tip Dernegi (SMFM), Ekim 2020’de yayimladiklar1 Uygulama Biilteni No. 226°da, hiicre dis1
serbest DNA temelli NIPT’in, yaygin fetal andploidiler (trizomi 21, 13 ve 18) agisindan en
hassas ve en spesifik tarama testi oldugunu belirtmigtir. Ayrica bu testin gebeligin 9-10.
haftasindan itibaren herhangi bir zamanda yapilabilecegi ve tiim gebelere —anne yas1 veya
baslangi¢ riski fark etmeksizin— erken gebelik doneminde anlatilarak Onerilmesi gerektigi

vurgulanmistir (67).

2.2.2.2. Hiicre Dis1 Serbest Fetal DNA ile Cinsiyet Tayini

Fetal cinsiyetin invaziv iglemler olmadan dogum o6ncesinde belirlenmesi, mevcut altin
standart olan invaziv prenatal testlere Gnemli bir alternatif sunmakta ve belirsiz genital yapilarin
bulundugu durumlar, X’e bagli kalitilan hastaliklar ile konjenital adrenal hiperplazi gibi tek gen
bozukluklarinda 6nemli klinik avantajlar saglamaktadir (46). Koryon villus 6rneklemesi ve
amniyosentez gibi invaziv yontemler, diisiik riski tasidigindan, bu riskleri ortadan

kaldirabilecek giivenilir non-invaziv yaklagimlar tercih sebebi haline gelmistir.

Fetal cinsiyet tayini, ultrasonografi ile 11. gebelik haftasindan itibaren yapilabilse de bu
yontemin dogrulugu gebelik haftasina bagli olarak degiskenlik gostermektedir. 13. haftadan
itibaren ise ultrasonografik degerlendirmelerde yiiksek dogruluk oranlari bildirilmistir (68).
Ancak, hiicre dis1 serbest fetal DNA'nin maternal plazmada gosterilmesiyle birlikte fetal

cinsiyetin ¢ok daha erken donemde, giivenilir sekilde belirlenmesi miimkiin hale gelmistir.

Y kromozomu, insan genomundaki 46 kromozomdan biri olup yalnizca erkeklerde
bulunur ve erkek cinsiyetinin belirlenmesinde temel rol oynar. Disi bireylerde bulunmayan bu
kromozom, cinsiyete 6zgii baz1 gen dizilerini igerir. Bunlar arasinda tek kopyalt SRY (Sex

Determining Region Y), DAZ (Deleted in Azoospermia) ailesi, ¢ok kopyalt DYS14, AZF ve
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ZFY gen dizileri yer alir (69). Bu diziler, gercek zamanli PCR (RT-PCR), dijital damlacik PCR
(dd-PCR) ve masif paralel dizileme (MPS) gibi molekiiler yontemlerle analiz edilebilir. Elde
edilen sonuglarda Y kromozomu dizilerinin pozitif tespiti, erkek fetiisii; negatif sonug ise disi
fetiisii isaret eder. Bu yontemle fetal cinsiyetin yliksek duyarlilik ve 6zgiilliikle belirlenebilecegi
pek cok caligmayla gosterilmistir (70,71). Ayrica SRY, DYS14 ve DAZ gen dizilerinin
kombinasyonunun kullanildigi bir caligmada, fetal cinsiyetin %100 duyarlilik, %99,5
ozgiilliikle saptanabildigi bildirilmistir (72).

2.2.3. Non-invaziv Prenatal Test Metotlar

Non-invaziv prenatal testlerin gelisiminde kullanilan dizileme teknolojilerinin evrimi
onemli bir rol oynamustir. Geleneksel yontemler arasinda yer alan polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve jel elektroforezi tabanli Sanger ve Maxam-Gilbert dizileme teknikleri, yiiksek
maliyetleri, uzun islem siireleri ve diisiik verimlilikleri nedeniyle klinik uygulamalarda yaygin

olarak tercih edilmemektedir.

Insan Genom Projesi siirecinde dizileme teknolojilerinde 6nemli ilerlemeler
kaydedilmis ve bu caligmalar neticesinde Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing,
NGS) teknolojisinin temelleri atilmistir. Pirosekanslama ve koprii amplifikasyonu gibi
tekniklerin gelistirilmesiyle birlikte NGS, genetik analizlerde devrim niteliginde bir degisim

yaratmis ve non-invaziv prenatal testlerin uygulanabilirligini biiyiik 6l¢tide artirmistir (73,74).

Yeni Nesil Dizileme teknolojisine dayanan Masif Paralel Dizileme (Massively Parallel
Sequencing, MPS), maternal plazmadaki fetal ve maternal kaynakli DNA'y1r birlikte
dizileyerek, ozellikle trizomi 21 gibi sayisal kromozomal anomalileri yiliksek duyarhilik ve
ozgiilliikle tespit edebilme imkani1 sunar. MPS'in daha maliyet etkin ve hedefe yonelik bir
versiyonu olan Hedeflenmis Masif Paralel Dizileme (targeted MPS, t-MPS) ise yalnizca belirli
kromozomal bélgelerin dizilenmesi sayesinde okuma sayisint azaltmakta ve analiz siirecini

daha ekonomik hale getirmektedir (75).

Bunlara ek olarak, Tek Niikleotid Polimorfizm (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
analizi, fetal ve maternal DNA profilleri arasindaki kiiciik farkliliklar1 degerlendirme esasina
dayanir. Bu yontem; triploidi, uniparental dizomi gibi karmasik genetik anomalilerin prenatal

tanisinda da 6nemli avantajlar sunmaktadir (76).
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Tablo 2. NIPT I¢in Kullanilan Genetik Yéntemlerin Siniflandiriimasi

Kromozomal Anomaliler || Monogenik Bozukluklar

Masif Paralel Dizileme (Massively . Lo .
) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
parallel shotgun sequencing , MPSS)

Hedeflenmis Masif Paralel Dizileme
(Targeted massively parallel Yeni Nesil Dizileme (NGS)
sequencing , t-MPS)

Tek niikleotid polimorfizmi (Single o
) ) Rolatif Mutasyon Dozu (RMD)
nucleotide polymorphism , SNP)

Non-invaziv prenatal tanida kullanilan baslica molekiiler yontemler arasinda Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Yeni Nesil Dizileme (NGS) yer almaktadir. PCR, belirli genetik
varyantlara veya mutasyonlara 6zgii hedeflemeyle yiiksek dogruluk saglayan bir yontemdir;
ancak yalnizca sinirli sayida mutasyonun analizine olanak tanimasi nedeniyle kapsamli
taramalarda yetersiz kalabilir. Ozellikle cinsiyet tayini ve kromozomal anomalilerin
belirlenmesinde kantitatif floresan PCR (QF-PCR) yonteminin kullanim1 giderek artmis olup,
bu yontem yliksek 6zgiilliigli ve tekrarlanabilirligi nedeniyle klinik olarak tercih edilmektedir

(77).

Standart PCR tekniklerine kiyasla daha hassas olan dijital damlacik PCR (dd-PCR), son
yillarda 6n plana ¢ikmaktadir. dd-PCR teknolojisi, 6rnegi binlerce mikrodamlaciga bolerek her
bir damlacikta bagimsiz PCR reaksiyonu gerceklestirilmesine olanak tanir. Bu yontem, diisiik
yogunluktaki hedef DNA'nin yiiksek hassasiyetle tespiti, dogrudan kopya sayimi yapilabilmesi,
standart egriye gerek duyulmamas: ve yiiksek tekrarlanabilirlik gibi avantajlara sahiptir.
Maternal plazmadaki hiicre dist serbest fetal DNA’nin diisikk konsantrasyonda bulunmasi

nedeniyle dd-PCR ydntemi bu alanda 6zellikle avantajlidir (78,79).

NGS teknolojisi ise daha kapsamli genetik analiz olanagi sunar. Tek bir analizle ¢ok

sayida genetik varyantin es zamanl taranabilmesi, 6zellikle monogenik hastaliklarin erken
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donemde saptanmasina olanak tanimaktadir. Yeni nesil dizilemenin islem siiresi kisalmis,
maliyeti azalmis ve klinik erisilebilirligi artmistir. NGS tabanli analizlerin, prenatal tanida

giderek daha yaygin bir sekilde kullanilmaya baslandig1 gézlenmektedir (80).

Ileri diizey molekiiler tekniklerden Rélatif Mutasyon Dozu (RMD) ve Rélatif Haplotip
Dozu (RHDO), o6zellikle X'e bagl kalitilan hastaliklar ve otozomal resesif bozukluklarda
yiiksek dogrulukla prenatal tan1 yapilmasint miimkiin kilmaktadir. Bu teknikler, anne ve baba
haplotiplerinin ayrigtirilmasi yoluyla fetiisteki spesifik genetik 6zelliklerin daha dogru sekilde

saptanmasina olanak saglar (81).

Son yillarda, yapisal fetal anomalilerin saptandigi olgularda Tiim Ekzom Dizileme
(Whole Exome Sequencing, WES) kullanilarak prenatal taninin derinlestirilmesi yoniinde
caligmalar yapilmigtir. Maternal plazmadan elde edilen hiicre dis1 serbest fetal DNA
orneklerinin bu tiir ileri dizileme teknikleri ile analiz edilmesi, invaziv yontemlere olan

gereksinimi azaltmakta ve daha erken donemde tan1 olanaklarini genisletmektedir (82).

2.3.Soluk Havasi

Insan nefesinin hastalik tayininde kullanim, tarihsel olarak oldukca eski donemlere
uzanmakta olup, ilk kayitlara MO 5. yiizyilda Hipokrat tarafindan rastlanmaktadir. Hipokrat’tan
itibaren nefes kokusu, geleneksel tipta bir teshis araci olarak degerlendirilmis ve hepatik,
iremik, aseton gibi tanimlamalarla simiflandirilmistir. Bu yaklagim, hastaliklara 6zgii
metabolitlerin nefes ile dis ortama atilabilecegi fikrine dayanmaktadir (83). Orta Cag’da Ibn
Sina (Avicenna), El-Kanun fi’t-Tibb adli eserinde nefesin kokusunu ve karakterini tani araci
olarak tanimlamais; 16. ylizyilda ise Paracelsus, hastaliklarin kimyasal nedenleriyle ilgilenmis
ve viicuttan c¢ikan gazlarin analiz edilebilecegini One silirerek modern metabolik tani

yaklagimlarina onciiliik etmistir (83).

Atmosferik hava temel olarak azot (%78) ve oksijen (%21) gazlarindan olusur. Geriye
kalan yaklagik %1°lik kismi ise karbondioksit (CO-), su buhar1 ve eser miktarda bulunan diger
gazlar (argon, metan, helyum vb.) olusturmaktadir. Soluk alip verme siireci sirasinda, akcigerler
oksijen alimini ve karbondioksit atilimini saglayarak gaz degisimini gerceklestirir. Bu degisim,
gazlarin kismi basing farkina bagli olarak yiiksek yogunluktan diisiik yogunluga dogru difiizyon
yoluyla ilerlemesiyle gergeklesir. Bu fizyolojik siire¢, akcigerin en kiiciik yap1 birimi olan

alveoller ile bunlar1 ¢cevreleyen pulmoner kapiller damar ag1 arasinda gergeklesir (84).

14



2.3.1. Yogunlastirilmis Soluk Havas1 (EBC)

Alt solunum yollarindan 6rnek elde etmek i¢in kullanilan geleneksel yontemler arasinda
balgam toplama, balgam indiiksiyonu, bronkoalveolar lavaj (BAL) ve bronkoskopi yer alir.
Ancak bronkoskopinin invaziv dogasi, daha az invaziv alternatiflere olan ilgiyi artirmistir.
1980°’li yillarda yapilan ilk calismalar, ekshale edilen soluk havasmin sivi formda

toplanabilecegini ortaya koymustur (8).

Yogunlastirilmis  soluk havasi (EBC), ekshale edilen havanin sogutulup
yogusturulmasiyla non-invaziv sekilde elde edilir. EBC’nin biiyiik kismini (%99’dan fazlasini)
su olusturur. Bunun yani sira, hava yolu epitel hiicrelerinden kaynaklanan sekresyonlar ve hava
yolu yiizey sivisinin aerosolizasyonu sonucu olusan partikiiller de igerikte yer alir. Elde edilen
kondensatin, periferalden ziyade merkezi hava yollarin1 daha ¢ok yansittig1 bildirilmektedir

(85,36).

EBC’nin biiylik 6l¢iide sudan olugmasina ragmen, iceriginde bugiine kadar 3500’den
fazla bilesik tespit edilmistir; bu say1 her gecen giin yapilan yeni arastirmalarla artmaktadir (83).
EBC bilesenleri arasinda ugucu organik bilesikler (Volatile Organic Compounds, VOC), ugucu
olmayan molekiiller, mikroorganizmalar ve niikleik asitler yer alir. VOC’ler arasinda
hidrokarbonlar, alkoller, aldehitler, ketonlar, esterler, karboksilik asitler, furanlar, eterler ve
hidrojen peroksit gibi maddeler bulunur. Ugucu olmayan bilesikler ise iyonlar, amino asitler,
proteinler, ylizey aktif maddeler ve makromolekiilleri igerir. Ayrica, soluk havasinda bakteriler,

viriisler ve mantarlar gibi ¢esitli mikroorganizmalarin da saptanabildigi bildirilmistir (9).

2.3.1.1. Yogunlastirilmis Soluk Havasi Elde Etme

Yogunlastirilmis soluk havast (EBC) toplama islemi, verilen soluk havasinin soguk bir
yiizeye carparak yogusmasi prensibine dayanir. Bu islem sirasinda damlaciklar yiizeyde
birikerek sivi formda toplanir (Sekil 3). Toplama sirasinda tiikiiriik kontaminasyonundan
kacinilmalidir. Genellikle 15 dakikalik bir soluma siiresi sonunda 1-2 mL EBC elde
edilebilmektedir (87).
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Sekil 3. Yogunlastirilmis Soluk Havasi Elde Etme Y&ntemine Ornek Diyagram (87)

Normal soluk aligveriginde aerosol parc¢acik yogunlugu 0,14 parcacik/cm?® arasinda
degismekte olup, ortalama caplar1 genellikle 0,3 pm'nin altindadir (88). Solunum yolundaki
aerosol sayisi, havanin mevcut hiz1 ve hiicre dis1 astar sivisinin yiizey gerilimiyle iligkilidir.
Toplam soluk hacmi ve EBC hacmi arasinda giiglii bir korelasyon gozlenmistir. Ancak EBC
hacmi; FEV: (bir saniyelik zorlu ekspiratuar hacim) ve FVC (zorlu vital kapasite) gibi akciger
fonksiyon testleriyle dogrudan iliskili degildir (89).

Bu yontemin yayginlagsmasindaki temel zorluklardan biri, standardizasyon eksikligidir.
Bu nedenle Amerikan Toraks Dernegi (ATS) ve Avrupa Solunum Dernegi (ERS), EBC
toplanmasi ve analiziyle ilgili 6neriler yayinlamistir. Soluk hacmi, nefes paterni, hava sicakligi,
nem orani ve soluk verme yolu (agiz/burun) gibi faktorler, EBC igerigini 6nemli olcilide
etkileyebilir. Bu nedenle sabit bir soluma siiresi yerine, toplamda yaklagik 100 litre hava
hacminin solunmasi 6nerilmektedir. Ayrica, toplama iglemi oturur pozisyonda, burun klipsi
kullanilarak yapilmali; toplama siiresi, sicaklik gibi parametreler tutarli bi¢imde

kaydedilmelidir.

Yogusturma cihazlarinda tiikiiriik filtresi ve ¢ift giris-cikish agizlik bulunmalidir.
Ornekleme sirasinda kullanilan cihaz tipi, yogunlagma yiizeyinin malzemesi, 6lii hacim, toplam
solunan hacim, siire ve sicaklik gibi tiim detaylar kayit altina alinmalidir. Katilimeilara ait
bilgiler; iist solunum yolu hastaliklari, sigara aligkanliklar1 ve kullanilan ilaglar gibi

degiskenleri kapsamalidir (90).
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Ticari EBC toplama cihazlari; farkli sogutma sistemleri, yogunlagma yiizeyi malzemeleri

ve fraksiyonlu toplama segenekleriyle ¢esitlilik gdstermektedir. Ornegin:

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

b) RTube: Tagmabilir, tek kullanimlik bir cihaz olup sogutulmus aliiminyum yiizeyle calisir.
c) TurboDECCS: Peltier tipi elektrikli sogutma sistemine sahiptir.

d) Anacon: Termoelektrik pompali bir cihaz olup genis sicaklik araliginda yogunlasma saglar

91).

a. EcoScreen b. RTube ¢. TurboDECCS

i

(T

|

Sekil 4. EBC Toplama Cihazlar1

Bu cihazlarin yiizeyleri, biyobelirteglerle reaksiyona girmemesi icin genellikle inert
malzemelerden yapilir. Sogutma genellikle -20°C’ye kadar yapilabilmektedir; ancak ¢ok diistiik
sicakliklar, ylizeyde donma tabakasi olusturarak 1s1 transferini olumsuz etkileyebilir (92). Bu
nedenle, cihaz kullaniminda onceden belirlenmis toplama hacmi, siiresi ve sicaklik gibi

metodolojik faktorlerin dikkatle planlanmas1 gerekir.
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2.3.1.2. Yogunlastirilmis Soluk Havasi Analizi ve Klinik Kullanimi

Elde edilen EBC 6rneklerinde ugucu ve ugucu olmayan bilesiklerin analizinde cesitli
yontemler kullanilmaktadir. ELISA Kkitleri, diisiik hassasiyet ve 6zgiilliikleri nedeniyle sinirl
kalmakta; daha hassas sonuglar elde edebilmek adina spektrofotometri, spektroflorimetri,
enzim bazl1 analizler ve immiinolojik testler (immunoassay) gibi yontemlere bagvurulmaktadir.
Ancak bu tekniklerin gecerliligi, bilesiklerin kantitatif analizini miimkiin kilan ileri diizey
analitik yontemler—ornegin kiitle spektrometrisi (MS) ve yiiksek performansh sivi

kromatografisi (HPLC)—ile desteklenmelidir (93).

Astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve kistik fibrozis (KF) gibi kronik
solunum yolu hastaliklarinda inflamatuar biyobelirteclerin tespitine yonelik birgok caligma
mevcuttur (90). Gilinlimiizde ise arastirmalar, EBC'nin metabolomik, proteomik ve genomik
iceriklerini incelemeye yoOnelmis; bu sayede sadece solunum sistemi hastaliklarinin degil,

sistemik hastaliklarin da erken tanis1 hedeflenmistir (94,95).

Astiml1 bireylerde yapilan EBC analizleri dnemli bulgular sunmaktadir. Ornegin, EBC
pH degeri astim alevlenmesi sirasinda diiserken, inhale kortikosteroid tedavisi ile
yiikselmektedir (96). Ayrica hidrojen peroksit (H20:) ve lokotrienler gibi oksidatif stres
belirteclerinin seviyelerinin astimli bireylerde arttigi ve bu artigin hastalik siddetiyle iliskili

oldugu saptanmistir (97).

KOAH hastalarinda da benzer sekilde, H-O: ve 8-izoprostan diizeyleri gibi oksidatif
stres gostergeleri artis gostermektedir. Bu artis, hastalik klinik olarak stabilken dahi hava yolu
inflamasyonunun varlhigina isaret eder. Ozellikle sigara i¢imi ve akut alevlenmeler sonrasinda
bu belirteclerdeki yiikselme, hastalik takibinde biyobelirte¢ kullaniminin potansiyelini
gostermektedir (98).

Kistik fibrozis hastalarinda ise H20- seviyelerinde saglikli bireylere gére anlamli bir
fark saptanmamis; ancak nitrit ve 8-izoprostan diizeylerinde belirgin artis gézlenmistir. Bu

durum, oksidatif stresin erken gostergeleri olarak degerlendirilmistir (99).

Akciger kanseri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, EBC’de saptanan biyobelirteglerin
hastaligin erken tanisi, prognozu ve tedavi takibinde degerli bilgiler sagladigi ortaya konmustur.
H:0:, interlokin-6 (IL-6), TNF-a ve VEGF gibi bilesiklerin diizeylerinin, hastaligin evresi ve
tedaviye yanit ile korele oldugu gosterilmistir (93). Ayrica EBC'den elde edilen DNA
analizleriyle TP53, KRAS, EGFR gibi gen mutasyonlar1 ve mikrosatellit instabilitesi gibi
onemli genetik degisiklikler saptanabilmektedir (100).
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Solunum sistemi disindaki bazi hastaliklarda da EBC kullanimi arastirilmistir. Ornegin,
kronik bobrek hastalarinda sistemik inflamasyon ve oksidatif stresle iliskili olarak EBC'de pH,
nitrit ve nitrat diizeylerinde artis gdzlemlenmistir. Bu diizeylerin hemodiyaliz sonras1 azaldig:
da raporlanmistir (101). Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) hastalarinda EBC'de IL-6, IL-8
ve IL-10 diizeylerinde artis tespit edilmis ve bu artisin hastalik aktivitesiyle korelasyon
gosterdigi belirlenmistir (102). Ayrica, EBC’de glukoz ve metabolit diizeylerinin analizi ile

diyabetin erken tanist ve tedavi siirecinin izlenmesine yonelik calismalar da umut vaat

etmektedir (103).
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3.GEREC VE YONTEM

Calismamiz, tek merkezli ve prospektif bir ¢alisma olarak planlanmistir. Caligma
kapsaminda, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’nda
izlem altinda bulunan gebeler degerlendirilmistir. Rutin uygulanan fetal ultrasonografide
fetiisiin erkek cinsiyette oldugu belirlenen gebeler calismaya dahil edilecektir. Literatiir
taramasi1 yapilarak diger ¢alismalardan elde edilen veriler géz onlinde bulundurulmus ve
optimal 6rneklem biiylikliigii 30 olgu olarak belirlenmistir. 30 olguya ulasildiginda ¢aligsma

sonlandirilmistir.

Calisma, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu'ndan
11.07.2024 tarihli, 24-7T/75 numaral etik kurul onayinin alinmasinin ardindan baslatilmistir.
Calisma siirecinde hastalarin tan1 ve tedavi siireglerine herhangi bir miidahale yapilmamustir.
Demografik ve klinik veriler, hasta dosyalarindan temin edilmistir. Caligmaya katilmay1 kabul
eden olgulardan, bilgilendirilmis onam formu alindiktan sonra yogunlastirilmig soluk havasi

ornegi alinmigtir.

3.1. Hasta Secimi

Arastirmada yer alan bireylerin/olgularin se¢ilme ve dahil edilme kriterleri:

e Gebe olmak (20 hafta ve tizeri),

o Tekil gebelik,

e Fetal ultrasonografide fetiisiin erkek cinsiyette oldugunun belirlenmesi,

e 18 yas lizerinde olmak,

e Soluk havasi toplamaya engel saglik sorunlarinin olmamasi,

e Organ nakli, son 6 ayda kan transfiizyonu gibi Y kromozomu bulagina neden olabilecek

durumlarin olmamasi.
Arastirmada yer alan bireylerin/olgularin diglanma kriterleri:

e Yeterli yogunlastirilmis soluk havasi materyali elde edememe,
e Dogum sonrasi bebegin disi fenotipte goriilmesi,

e (Calismanin herhangi bir asamasinda ¢alismadan ayrilmayi isteyen katilimeilar.
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3.2. Yogunlastirilmis Soluk Havasi (EBC) Orneklerinin Toplanmasi

Ornekler, Avrupa Solunum Dernegi ve Amerikan Toraks Dernegi tarafindan olusturulan
EBC toplama kilavuzuna uygun olarak toplanmistir. Katilimcilardan, islem 6ncesinde son bir
saat icinde yemek yememis olmalar1 ve isleme baslamadan oOnce steril su ile agizlarini
calkalamalar1 istenmistir. Ayrica, son bir saat i¢inde yiiksek fiziksel efor sarf eden
katilimcilardan 6rnek alinmasi ertelenmistir. Y kromozomu bulagin1 6nlemek amaciyla, 6rnek

toplama esnasinda erkek personelin odada bulunmasina izin verilmemistir.

EBC o6rnekleri, test tliplinii sogutmak amaciyla Pilot Calisma Seti 22 (Pilot Study Kit
22) kullanilarak toplanmistir. Bu set, harici bir sogutma kaynagi ve etrafina gegirilen yalitim
kabugundan olusmaktadir. Ornek toplama islemi, TurboDECCS sisteminde de kullanilan
standart tek kullanimlik aparatlar ile gergeklestirilmistir (104) (Sekil 5). Sogutma kaynagi -20
°C derecede muhafaza edilmis ve islem baslamadan hemen 6nce c¢ikarilmistir. Ornek, tek
kullanimlik toplama kitinin agizlik kismina nefes verilerek toplanmistir. Katilimeilardan bu
esnada zorlu soluklar olusturmamasi, normal tidal voliimde soluk alip vermesi istenmistir. 20-
30 dakika arasinda siiren islem sonucu yaklasik 1-3 ml arasinda EBC toplanmistir. Elde edilen
EBC ornekleri, bir sonraki agsamaya kadar saklanmak {izere hizli bir sekilde -20 °C dolaplara

transfer edilmistir.

Sekil 5. EBC Orneklerinin Toplanmasi (104)

Solda merkezimizde EBC 6rnegi toplanirken ¢ekilmis bir fotograf, sagda Pilot Calisma Seti 22 (PSK22)
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Sekil 6. EBC Toplama Video Ornegi (QR Kod)

EBC orneklerinin alinma siirecini gosteren videoya yukaridaki QR kod ile ulasabilirsiniz. Liitfen QR kodu mobil

cihazinizla tarayarak videoyu izleyiniz. Internet baglantis1 gereklidir.

3.3. DNA izolasyonu

Olgulardan alinan EBC o&rnekleri Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda ¢alisilmistir. DNA izolasyonlari, PureLink Genomic DNA Mini Kit
(Thermo) kullanilarak, kit manueline gore gerceklestirilmistir (105).

Elde edilen EBC 6rneklerinden DNA izolasyon basamaklart:

1. Termal blok 55°C sicakliga ayarlanmistir.

2. Her bir EBC 6rneginin 400 pl’si steril bir mikrosantrifiij tiipline alinmstir.

3. Ornek iceren her bir mikrosantrifiij tiipiine, 20 ul Proteinaz K ve 20 ul RNase A ilave
edilmigstir. Kisa siireli vortekleme isleminden sonra tiipler, oda sicakliginda yaklasik 2
dakika inkiibasyona birakilmigtir.

4. Inkiibasyon siirecinin tamamlanmasinin ardindan, her bir &rnege 400 pl Lysis/Binding
Buffer ilave edilmistir. Ardindan, homojen bir ¢ozelti olusmasi amactyla tiipler
vortekslenerek iyice karistirtlmistir.

5. Ornekler, énceden 55°C sicakliga ayarlanan termal blokta 10 dakika boyunca inkiibe
edilmistir.

6. Termal bloktan alinan her bir lizata 400 pl %96-100 etanol eklenmis ve vortekslenerek
karistirilmastir.

7. Elde edilen her bir lizattan 640 pl spin kolon tiiplerine almmustir. Orneklere oda
sicakliginda, 10.000 x g'de, bir dakika boyunca santrifiij islemi uygulanmstir.

8. Santrifiijden sonra tiipiin altinda toplanan siv1 kisim atilmstir.
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9. Lizatin tamamu bitene kadar 7 ve 8. basamaklar tekrar edilmistir.

10. Yeni bir toplama tiipiine yerlestirilen spin kolon iizerine etanol ile hazirlanmig 500 pl
Wash Buffer 1 eklenmistir. Ardindan oda sicakliginda bir dakika boyunca 10.000 x g'de
santrifiij edilmistir.

11. Santriflij sonras1 toplama tiipii icinde toplanan sivi kisimla beraber atilmistir. Spin
kolonlar temiz birer toplama tiipiine yerlestirilmistir.

12. Her bir spin kolona, etanol ile hazirlanmis 500 pul Wash Buffer 2 eklenmistir. Oda
sicakliginda, 10.000 x g'de 3 dakika santrifiijlenmistir.

13. Yikamalarin ardindan toplama tiipleri atilip her bir spin kolon 1,5 ml hacimli steril bir
mikro santrifiij tiipline yerlestirilmistir.

14. Her bir spin kolona 25 pl Elution Buffer ilave edilerek oda sicakliginda 1 dakika siireyle
inkiibasyona birakilmigtir. Takiben, kolonlar yine oda sicakliginda 13.000 rpm’de 1
dakika stireyle santrifiijlenerek DNA eliisyonu gergeklestirilmistir.

15. Daha fazla DNA elde etmek i¢in, tekrar 25 pl Elution Buffer kullanilarak ikinci bir
eliisyon adimi gergeklestirilmistir. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyonun ardindan,
ornekler 13.000 rpm’de 1,5 dakika siireyle santrifiijlenerek eliisyon tamamlanmaistir.

16. Sonugta mikro santrifiij tiipii icinde saflastirilmis DNA elde edilmistir.

DNA orneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri, Nanodrop spektrofotometresi
(Thermo Scientific) kullanilarak 230/260 nm ve 260/280 nm dalga boylarinda 6lgiilen
absorbans degerleriyle belirlenmistir. izolasyonu tamamlanarak elde edilen DNA’larin saflig1,
230, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans oranlar1 esas alinarak degerlendirilmis;
A260/A280 ve A230/A260 oranlar1 2,0’nin iizerinde olan ve konsantrasyonu > 1 ng/ul olan
ornekler, kaliteli ve saf DNA olarak kabul edilerek ¢alismaya dahil edilmistir. Izole edilen DNA
ornekleri, dijital damlacik PCR (dd-PCR) ile SRY analizleri yapilana kadar -20°C’de

saklanmistir.

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

Calismaya dahil edilen 30 olgudan izole edilen DNA orneklerinde fetal DNA'nin
varligini tespit etmek amaciyla SRY dizi analizleri dd-PCR yontemiyle yapilmistir. Dijital
damlacik PCR teknolojisi, PCR numunelerini yag i¢inde su damlaciklarina bdlmek igin
mikroakigkanlar ve tescilli yiizey aktif madde kimyalarinin bir kombinasyonunu kullanir (79).

Damlaciklar, icerdikleri sablon molekiillerin PCR amplifikasyonunu destekler ve ¢ogu standart

23



TagMan prob tabanli test i¢in kullanilanlara benzer reaktifler ve is akislari kullanir. PCR"
takiben, orijinal numunedeki PCR-pozitif damlaciklarin fraksiyonunu belirlemek i¢in her
damlacik analiz edilir veya okunur. Bu veriler daha sonra orijinal numunedeki hedef DNA
sablonu konsantrasyonunu belirlemek amaciyla Poisson dagilimina dayali istatistiksel

yontemler kullanilarak analiz edilir.

3.4.1. Dijital Damlacik PCR (dd-PCR) Calisma Prensibi

3.4.1.1. Damlacik Olusturma

Damlacik olusumundan o6nce, niikleik asit numuneleri (DNA) herhangi bir gercek
zamanli deney i¢in oldugu gibi hazirlanmistir: PCR karigimi (damlacik iiretimi i¢in 6zel olarak
gelistirilmistir), SRY bolgesine 6zgli tarafimizdan tasarlanan primerler, spesifik floresan
problar (FAM ve HEX veya VIC'li TagMan problar1). Numuneler daha sonra 20.000 nanolitre
boyutlu damlaciklara bolmek i¢in tescilli reaktifler ve mikroakigskanlar kullanan QX200
Damlacik Ureticisine yerlestirilmistir. QX200 Damlacik Olusturucu tarafindan olusturulan

damlaciklar, boyut ve hacim olarak aynidir.

PCR karigiminin hazirlanma agamalart:

PCR karisimi, LightCycler® TagMan® Master kiti kullanilarak kit manueline gore
gore hazirlanmistir.

1. 1lk olarak kullamlacak biitiin reaktifler oda sicakligina getirilmistir. Kisa bir vorteks
isleminin ardindan spin yapilmstir.

2. Kullanilacak Master Mix (5x kons.) hazirlanmistir: Soguk blok {izerinde enzim
iceren vial 1a’den 10 pl alinip reaksiyon karigimini igeren vial 1b’ye pipetlenmistir.
Yavagea pipetaj yapilarak iyice karigmasi saglanmigtir.

3. SRY forward ve reverse primerler ve hidroliz probu (Probe 71) i¢eren soliisyon 10x
konsantre halde olacak sekilde hazirlanmistir.

4. Soguk blok tizerinde 200 pl’lik bir reaksiyon tiipiine 6rnek sayisina gére Tablo 3’te
belirtilen sekilde karisim hazirlanmistir.

5. PCR’m gergeklesecegi dd-PCR i¢in 6zel olarak tiretilmis ¢iplere her bir 6rnek i¢in
75 ul yag [Generation Oil for Probes (RainSure®)] pipetlenmistir.
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Tablo 3. PCR Karisimi (Bir Reaksiyon i¢in)

Karigim igerigi Miktar
Su 9l
Primer-Prob karisimi (10x konsantre) 2 ul
Master mix (5x konsantre) 4 ul
Son hacim 15 ul

6. Ciplerdeki PCR reaksiyonunun gergeklesecegi kuyucuklara, hazirlanan PCR
karigimindan her bir 6rnek i¢in 15’er pl pipetlenmistir.

7. Cip tizerindeki PCR karisimi igeren her bir kuyucuga 5 ul DNA 6rnegi eklenerek
son hacim 20 pl’ye tamamlanmaistir.

8. Her bir ¢ip, ¢ipler i¢in 6zel olarak iiretilmis kapaklarla kapatilmistir.

3.4.1.2. Damlaciklarin PCR Amplifikasyonu

Cipler, herhangi bir uyumlu termal dongiileyicide PCR amplifikasyonu i¢in toplamda
16 kuyucuga sahip 4 ¢ip kapasiteli plakaya yerlestirilmistir. Primer sicakliklarina gére PCR
gerceklestirilmistir.

3.4.1.3. Damlacik Okuma

Damlaciklardaki niikleik asit hedefinin PCR amplifikasyonunu takiben, numuneler, iki
renkli bir algilama sistemi (FAM ve HEX veya VIC'i saptamak {izere ayarlanmis) kullanarak
her bir damlacig1 ayr1 ayri analiz eden QX200 Damlacik Okuyucusuna yerlestirilmistir. Ayn1
ornekte farkli hedefler analiz edilmistir. Damlacik okuyucu ve beraberindeki QuantaSoft™

yazilimi ile, PCR pozitif (+) ve PCR negatif (-) damlaciklar sayilmistir.

3.4.1.4. Sonuc¢ Analizi

Hedef DNA'ya ait en az bir kopya igeren pozitif damlaciklar, negatif damlaciklara
kiyasla daha yiliksek floresan sinyali gostermektedir. Dijital damlacik PCR (dd-PCR)
analizinde, QuantaSoft™ yazilimi numunelerde her bir florofor (6rnegin HEX ve FAM) i¢in
negatif ve pozitif damlaciklarin sayimini gergeklestirerek veri analizini miimkiin kilar. Pozitif
damlaciklarin fraksiyonu daha sonra kopya/ul birimlerinde girdi reaksiyon karisimindaki hedef

DNA molekiiliiniin mutlak ilk kopya sayisini belirlemek i¢in bir Poisson dagilimina uyarlanir.
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3.5. istatistiksel Analizler

Calismada elde edilen verilerin analizleri RStudio yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tanimlayicr istatistiklerde, siirekli degiskenler (6rnegin yas) i¢in ortalama
+ standart sapma ya da medyan [minimum-maksimum] degerleri kullanilmistir, kategorik
degiskenler icin ise frekans ve ylizde dagilimlari sunulmustur. Kategorik verilerin
degerlendirilmesinde ki kare analizi veya Fisher’in kesin testi kullanilmigtir. EBC'de hiicre dis1
serbest fetal DNA'nin varligi, duyarlilik, secicilik, pozitif prediktif deger (PPV), negatif
prediktif deger (NPV) ve %95 giiven araligi (GA) ile degerlendirilmistir. Istatistiksel

degerlendirmeler, p<0.05 anlamlilik diizeyine gore yapilmigtir.
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4.BULGULAR

Calismamiza, fetal ultrasonografi ile erkek fetiis tasidig: tespit edilen toplam 33 gebe
dahil edilmigtir. Tiim gebelerden yogunlastirilmis soluk havasi (EBC) 6rnekleri alinmistir.
Ancak, toplanan EBC miktarinin yetersiz olmasi nedeniyle 3 olgu ¢alisma dis1 birakilmis ve
toplam 30 gebeden elde edilen 6rnekler dijital damlacik PCR (dd-PCR) yontemi ile analiz

edilmistir.

Calismaya dahil edilen olgularin ortalama yas1 30,1 + 6,1 yil olarak belirlenmistir.
Orneklemenin yapildig1 donemde gestasyonel yaslar 33 ile 40 hafta arasinda degismekteydi.
Olgularin gebelik haftasi ortalamasi 37 hafta olarak saptanmistir. Gebelerin altist nullipar, 24’
ise multipardir. Orneklem alimi ile es zamanh gerceklestirilen ultrasonografilerde ortalama

tahmini fetiis agirligi 3085 gram olarak 6l¢iilmiistiir.

Orneklerin 11°i dogumhane yatis1 esnasinda, 19°u ise poliklinik kontrollerinde
alimmigtir. Eglik eden hastaliklara bakildiginda; 4 olguda gestasyonel diyabet, 5 olguda
hipotiroidi, 3 olguda Rh uyusmazligi, 1 olguda over kisti ve 1 olguda bruselloz mevcuttu.
Olgularin 16’s1 normal spontan vajinal dogumla sonuglanirken, 14’linde sezaryen dogum

gerceklestirilmistir.

Tablo 4. Katilimcilarin Tanimlayic1 Ozellikleri

Ortalama + SS Medyan Minimum Maksimum
deger deger
Yas (yil) 30,13+ 6,16 29 20 44
Gebelik Haftas1 37,03 1,85 37 33 40
Fetiis Agirligt 3085,57 £529,9 3105 2227 4280
(gram)
Viicut Kitle Indeksi 30,12+ 6,6 29,65 20,4 47,5
(kg/m?)

SS: standart sapma
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Tablo 5. Olgularin Klinik Verileri

Olgu Anne  Parite VKi Orneklem Orneklem Ornek Alim Dogum
No Yas1 (kg/m?) Esnasinda Esnasinda Yeri Y ontemi
(yil) Gebelik Fetiis Agirhig
Haftasi (gr)
1 30 G3P1 33,7 37 2620 Dogumhane C/S
2 44 G2P1 39 37 2580 Dogumhane C/S
3 40 G5P3 324 38 3420 Dogumhane C/S
4 25 G2P0 40,3 38 3110 Dogumhane C/S
5 23 G2P1 34 38 3668 Poliklinik NSVD
6 29 G1PO 20,6 40 3650 Dogumbhane NSVD
7 39 G5P3 31,1 39 3630 Dogumbhane NSVD
8 27 G2P0 26,4 39 3360 Poliklinik NSVD
9 24 G3P2 28 37 3310 Dogumbhane NSVD
10 39 G4P1 32 36 2850 Poliklinik C/S
11 32 G1PO 31,7 39 4280 Dogumhane C/S
12 26 G2P1 30,4 35 2642 Poliklinik NSVD
13 20 GI1PO 21 40 3770 Dogumhane C/S
14 35 G2P1 39,2 38 3960 Dogumhane 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 Dogumhane C/S

VKI: Viicut kitle indeksi; G: gravida; P: parite; C/S: sezaryen dogum; NSVD: normal spontan vajinal

dogum
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Elde edilen 30 EBC 6rnegine DNA izolasyonu uygulanmustir. Orneklerin ortalama
DNA konsantrasyonu 17 ng/ul olarak belirlenmistir. Tespit edilen DNA konsantrasyonlar1 en
diisiik 3,3 ng/ul, en yiiksek ise 34,1 ng/pl olarak &lgiilmiistiir. izolasyonu saglanan tiim DNA
orneklerinde SRY dizilerinin mevcudiyeti, dijital damlactk PCR (dd-PCR) yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir. Calisma sonucunda toplam 6rneklerin 11’inde (11/30; %36,6)
pozitif sonuglar elde edilmistir. Ornek alinarak calismaya dahil edilen tiim gebelerin
bebeklerinin (30/30), dogum sonras1 muayenede fenotipik olarak erkek cinsiyette oldugu tespit

edilmisgtir.
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Tablo 6. EBC Orneklerinden Elde Edilen DNA Konsantrasyonlar1 ve dd-PCR ile SRY

Sonuglari
Olgu  Anne Yagt  Orneklem Orneklem VKi DNA dd-PCR
No (y1) Esnasinda  Esnasinda Tahmini  (kg/m?)  konsantrasyonu SRY
Gebelik Fetlis Agirligt (gr) (ng/pl) kopya
Haftasi sayis1
Pozitif Sonuclanan 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 233 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 Sonuclanan 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 223 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 242 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 damlacik PCR; “‘-*’: negatif
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Sekil 8. Olgu 1-10’a ait dd-PCR Analizlerinin Grafikleri

Her iki grafikte de olgular, soldan saga dogru sirasiyla Olgu 1, Olgu 2, Olgu 5, Olgu 6, Olgu 7, Olgu 3, Olgu 4,
Olgu 9, Olgu 10 ve Olgu 8 seklinde dizilmistir. Sekil 7, sekil 8 ve sekil 9°da solda dijital damlacik PCR
sonuglarmin dagilim grafigi gorilmektedir. Esik deger kirmizi kesikli ¢izgi olarak ifade edilmektedir (Esik deger
1000 olarak belirlenmistir). Esik degerin iistiinde kalan mavi noktalar artmis floresan gosteren PCR (+)
damlaciklari, esik degerin altinda kalan siyah noktalar ise PCR (-) damlaciklar1 gostermektedir. Sekil 7, sekil 8 ve
sekil 9°da sagda yer alan grafikler dd-PCR analizlerinin siitun grafigi seklinde sonuglarini igermektedir. Koyu

mavi siitunlar PCR (+) damlacik sayisini, agik mavi siitunlar ise PCR (-) damlacik sayisini gostermektedir.

Anpitude

S Macal Nagtatocay  Macux Moy Macud J 100 4 > o - - - A 2 I- |
012 01 013 014 015 016 017 018 019 020 012 on 013 ol4 015 016 o017 o1s 019 020

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

Her iki grafikte de olgular, soldan saga dogru sirastyla Olgu 12, Olgu 11, Olgu 13, Olgu 14, Olgu 15, Olgu 16,
Olgu 17, Olgu 18, Olgu 19, Olgu 20 seklinde dizilmistir.
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Sekil 10. Olgu 21-30’a ait dd-PCR Analizlerinin Grafikleri

Maoay  Macuay Macgal Macupl  Macuy  Maca) Macepl _Macual Maceal Macgal 1004 - v v v .
021 02 023 024 025 027 028 026 029 030 021 022 023 024 025

Her iki grafikte de olgular, soldan saga dogru sirastyla Olgu 21, Olgu 22, Olgu 23, Olgu 24, Olgu 25, Olgu 27,
Olgu 28, Olgu 26, Olgu 29, Olgu 30 seklinde dizilmistir.

Tablo 7. SRY pozitif ve SRY negatif goriilen olgularin ¢esitli parametrelere gore
karsilastirilmasi

SRY Ortalama < SS Medyan Test 1steitls‘F1g1;

[min-maks] p degeri

Negatif 29.95+5.98 29 [20-42] —0214

Yas (yil Pozitif 30.4546.74 29 [23-44] p=0.832

Negatif 37.16+1.89 37 [34-40] _

Gebelik Haftas1 s t_0'479

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

Fetiis Agirh Negatif 3206.37+540.98 3240 [2328-4280] —1.693

(gram) Pozitif 2876.91+460.32 2729 [2227-3668] p=0.102

Maternal Kilo Negatif 76.21+17.21 73 [55-115] 0739

(kg) Pozitif 80.73+14.01 78 [64-100] p=0.466

Viieut Kitle Negatif 28.62+5.9 28 [20.4-40.3] 1697

indeksi (kg/m2) Pozitif 32.73+7.2 32.4[23.3-47.5] p=0.101
DNA Negatif 17.79+7.14 15.9 [8.1-34.1] B

Konsantrasyonu U=78.5

(ng /Hl)y Pozitif 15.6749 69 14.7 [3.3-31.5] p=0.263
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Anne Yasi: SRY negatif grubun ortalama yasi 29.95+5,98 yil, pozitif grubun ise
30.45+6,74 yildir. Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir (t=0.214, p=0.832).

Gebelik Haftasi: SRY negatif grupta 37.16+1,89 hafta, pozitif grupta 36.82+1,83 hafta
olarak bulunmus; fark anlamli degildir (t=0.479, p=0.636).

Fetiis Agirh@i: Negatif grupta ortalama 3206.37+540,98 gram pozitif grupta
2876.91+460,32 gram olup fark istatistiksel olarak anlamli degildir (t=1.693, p=0.102).

Maternal Kilo: Negatif grubun medyan kilosu 73 kg [55-115], pozitif grubun ise 78
kg [64—100] olarak bulunmustur (t=0.739, p=0.466).

Viicut Kitle Indeksi (VKI): Negatif grubun ortalamas1 28.62+5.9, pozitif grubun ise
32.73+7.2 olup fark istatistiksel olarak anlamli degildir (t=1.697, p=0.101).

DNA Konsantrasyonu: Negatif grupta medyan DNA konsantrasyonu 15.9 ng/ul [1.8—
34.1], pozitif grupta ise 14.7 ng/ul [3.3-31.5] olarak bulunmustur (U=78.5, p=0.263).
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5.TARTISMA

Glinlimiizde tibbi alanda yasanan teknolojik ilerlemeler ve bilimsel arastirmalarin artisi,
erken tani ve tarama testlerinin 6nemini artirmistir. Her alanda oldugu gibi prenatal tani
alaninda da yeni gelismeler olmus, gebelik siirecinde fetiise ait genetik bilgilerin daha giivenli,
erken ve dogru bir sekilde elde edilmesi miimkiin hale gelmistir. Hiicre dis1 serbest fetal DNA
(cffDNA) temelli non-invaziv prenatal test (NIPT), son yillarda klinik uygulamalarda yerini
almig ve giderek daha yaygin kullanilan bir tarama yontemi haline gelmistir. Hiicre dis1 serbest
fetal DNA’nin anne kanindan c¢alisilmasi invaziv islemlere olan ihtiyac1 azaltarak

komplikasyon risklerini ortadan kaldirmaktadir (106).

[lk olarak akciger hastaliklarinin degerlendirilmesinde kullanilan yogunlastiriimis soluk
havasi (EBC) yontemi, yeni gelismelere acik bir alan olarak dikkat ¢cekmektedir. EBC, non-
invaziv olmasi nedeniyle hasta konforunu artirmakta ve tekrarlanabilirligi ile klinik
uygulamalarda avantaj saglamaktadir. Sistemik hastaliklarda da EBC calismalar1 yapilmis ve
bir¢ok biyobelirte¢ tanimlanmistir. Kanser hastalarinda hiicre dig1 serbest DNA (cfDNA) artist
oldugu gosterilmistir. Ozellikle akciger kanserinde EBC &rneklerinin tan1 ve takipte

kullanilabilecegine yonelik yayinlar mevcuttur (107).

Maternal plazma disinda amniyotik s1vi, maternal idrar gibi ¢esitli viicut sivilarinda da
cffDNA varliginin gosterilmesi bu alanda farkli caligmalari akla getirmistir. EBC 6rneklerinde
hiicre dis1 serbest DNA’larin mevcudiyeti, prenatal donemde fetiise ait cffDNA varlig
acisindan da degerlendirme yapilmasinin anlamli olabilecegini diislindiirmiistiir. Ancak
literatiir incelendiginde, EBC igerisinde cffDNA varligina dair yapilmis ¢alisma sayisinin
oldukga siirlt oldugu, hatta yalnizca bir yaymin bu konuda bilgi sundugu goriilmektedir. Bu
durum, konunun bilimsel acidan oldukga yenilik¢i ve arastirmaya acik bir alan oldugunu
gostermektedir. Bu dogrultuda yapilacak kapsamli ¢caligmalar, hem EBC'nin potansiyelini daha
iyi anlamamiza olanak saglayacak hem de prenatal tanida yeni bir non-invaziv alternatif yontem

gelistirilmesine katkida bulunacaktir.

Prenatal donemde maternal plazmada cffDNA temelli ilk ¢aligmalar cinsiyet tayinine
yonelik olmustur. Anne kaninda bulunmayan Y kromozomu dizilerinin amplifikasyonu fetiisiin
erkek cinsiyette olduguna igaret eder. Bu yontem, 6zellikle X’e bagli hastaliklarin taranmasinda
klinik deger tagir. Bunun yani sira parmak ucundan alinan 6rneklerde cffDNA c¢aligilarak fetal
cinsiyet tayini hizmeti sunan bazi ticari testlerin oldugu da bilinmektedir (71). Fetal cinsiyet
tayini, olgu sayisinin kisa siirede toplanabilmesi, analiz siirecinin gorece kolay olmasi nedeniyle

ilk olarak uygulanmistir. Benzer sekilde diisliniildiigiinde, plazmada yiiriitilen cffDNA
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caligmalarinin ilk adimlarinda oldugu gibi, EBC 6rneklerinde yapilacak cffDNA analizlerinde
de cinsiyet tayini ile baglanmasi bilimsel agidan uygun ve uygulanabilir goriilmektedir. Bu
yaklasim, hem EBC igerisinde cffDNA'nin varliginin kanitlanmasi agisindan ilk dogrulayici

adim olabilir hem de daha ileri genetik analizlerin 6niinii agabilecek bir temel teskil eder.

Bu calismada, gebelerin soluk havasinda (EBC) cffDNA varligi kanitlanmstir.
Ultrasonografik olarak erkek fetiis tagidigi belirlenen 30 gebenin EBC 6rneklerinde yapilan
SRY gen amplifikasyonu sonucunda, tespit oran1 %36,6 (11/30) olarak bulunmustur. Tiplamaz
ve ark.lar1 (108) tarafindan yapilan ve literatiir taramalarinda bu alanda yapilmig bulabildigimiz
tek calismada tespit oram1 %18,8 olarak bildirilmistir. Tespit oranimizin daha yiiksek

olmasinda, calismaya dahil edilen olgu sayisinin fazla olmasi etkili olabilir.

Gebelikte genetik tarama amaciyla yogunlastirilmis soluk havasinin kullanimi, invaziv
yontemlere alternatif olusturan yenilik¢i ve umut verici bir yaklagimdir. Amniyosentez ve
koryon villus 6rneklemesi gibi geleneksel yontemler diisiik riski tasimasina ragmen yaygin
olarak kullanilmaktadir. Buna karsin EBC analizi hem anne hem de fetiise ait biyobelirtecleri
icermesi sayesinde, fetal sagliga dair 6nemli bilgiler sunabilir. Bu calismada EBC'de SRY
dizisinin tespit edilmesi, fetal cinsiyet belirlemede bu yontemin potansiyelini ortaya koymakta

ve invaziv olmayan prenatal testlere yonelik yeni bir perspektif sunmaktadir.

Fernandez-Martinez ve ark.lar1 (72) tarafindan maternal plazmada yapilan ¢aligmalarda
SRY, DYS14 ve DAZ gibi Y kromozomuna 6zgii dizilerin kombine olarak caligilmasi ile tespit
oranlarinin arttigr bildirilmistir. Bu calismada yalnizca SRY dizilerinin amplifikasyonunu
kullanilmistir. 'Y kromozomuna 6zgii diger dizilerin kombine kullanimi ile yogunlastirilmis

soluk havasinda da daha yiiksek tespit oranlar1 elde edilebilecegi diisiiniilmiistiir.

Non-invaziv prenatal test yontemlerinde yanlis negatif sonuglarin Onlenmesinde,
maternal plazmadaki fetal DNA orani 6nemli bir parametre olarak degerlendirilmektedir ve bu
oran "fetal fraksiyon" olarak adlandirilmaktadir. Literatiirde, fetal fraksiyonu etkileyen ¢esitli
faktorler lizerine yapilmis ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Hou ve ark.lar1 (109) tarafindan
yiiriitiilen bir ¢alismada, maternal yas ile fetal fraksiyon arasinda negatif bir korelasyon
bildirilmigtir. Buna karsilik, Hestand ve ark.lar1 (110) tarafindan gerceklestirilen bir bagka
calismada ise maternal yasin fetal fraksiyon {izerinde anlamli bir etkisinin olmadig1 ortaya
konmugstur. Mevcut calismamizda, SRY negatif grubun ortalama yas1 29,95+ 5,98 yil, SRY
pozitif grubun ise 30,45+ 6,74 yil olarak belirlenmis; gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamistir. Bu bulgular dogrultusunda, maternal yasin fetal fraksiyon
tizerindeki etkisinin daha kapsamli ve kontrollii ¢aligmalarda incelenmesi gerekliligi ortaya

cikmaktadir.
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Hou ve ark.lar1 (109) tarafindan gercgeklestirilen bir calismada, gebelik haftasi ile fetal
fraksiyon arasinda pozitif bir korelasyon saptanmistir. Calismamizda, SRY negatif grubun
ortalama gebelik haftas1 37,16 = 1,89 hafta, SRY pozitif grubun ise 36,82 + 1,83 hafta olarak
belirlenmis; bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Calismaya dahil edilen olgularin
gebelik haftalarinin 33 ile 40 hafta arasinda smirli bir dagilim gostermesi nedeniyle, gruplar
arasindaki  farkin  anlamli  diizeye ulagsmadigt  disliniilmektedir. Fetal DNA
konsantrasyonundaki degisimlerin daha genis bir zaman diliminde ve farkli trimesterlar
kapsayacak sekilde izlenmesi, yontemin hangi gebelik haftasinda en yiiksek verimle

uygulanabilecegini ortaya koymak agisindan 6nem tagimaktadir.

Literatiirde, fetal fraksiyon diizeyleri ile maternal kilo ve viicut kitle indeksi (VKI)
arasinda negatif bir korelasyon oldugunu bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (109—-111).
Bu durumun altinda yatan mekanizma, VKI’si yiiksek olan gebelerde plazma hacminin
artmasina ragmen cffDNA miktarinin sabit kalmas1 seklinde acgiklanmaktadir. Ayrica, adipoz
dokusu fazla olan bireylerde inflamasyon ve doku nekrozuna bagl olarak maternal dolagimda
artmis hiicre dis1 serbest DNA diizeyleri gozlenmekte, bu da fetal fraksiyonun diigmesine neden
olabilmektedir. Mevcut ¢alismada, SRY negatif grubun medyan kilosu 73 kg [55-115], pozitif
grubun ise 78 kg [64-100] olarak bulunmustur. VKI agisindan degerlendirildiginde, SRY
negatif grubun ortalamasi 28,62 + 5,9 iken, pozitif grubun ortalamasi 32,73 + 7,2 olup bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonug¢ 6rneklem biiyiikliigii ve dagilim araligi

gibi faktorlerle iliskili olabilir.

Qiao ve ark.lann (112) tarafindan gerceklestirilen calismalarda, toplam cfDNA
konsantrasyonunun fetal fraksiyon ile negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Ayrica, daha
kisa cfDNA parcalarinin analiz edilmesinin fetal fraksiyonu artirdigi vurgulanmistir. Bu
bulgular, yiiksek cfDNA diizeylerinin maternal kaynakli DNA oranini artirarak fetal DNA
oranini seyreltme potansiyeline isaret etmektedir. Calismamizda, SRY negatif grupta medyan
DNA konsantrasyonu 15,9 ng/ul [1,8-34,1], SRY pozitif grupta ise 14,7 ng/ul [3,3-31,5] olarak
saptanmigtir. Gruplar arasinda DNA konsantrasyonu ac¢isindan anlaml bir fark gézlenmemekle
birlikte, bu parametrenin fetal fraksiyon {izerindeki olasi etkilerinin daha biiyiik 6rneklemlerle

ve ileri analiz yontemleriyle degerlendirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Maternal yas, maternal kilo, VKI ve DNA konsantrasyonu gibi ¢esitli faktdrlerin fetal
fraksiyon Tlizerindeki etkilerini inceleyen c¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Ancak
yogunlagtirilmis soluk havasindaki cffDNA varlig1 ve kaynagina iliskin literatiirde yeterli veri
bulunmamaktadir. Mevcut bilgiler dogrultusunda, bu ortamdaki cffDNA’nin sistemik

dolasimdan gecis yoluyla olustugu olas1 bir mekanizma olarak degerlendirilmektedir (113).
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Bununla birlikte, yogunlastirilmis soluk havasinda fetal DNA varligini ortaya koyan herhangi
bir ¢alismanin bulunmamasi nedeniyle, ¢aligmamizda elde edilen bulgular yalnizca maternal

plazmadaki fetal fraksiyon ile karsilastirmali olarak tartigilmistir.

Maternal plazma, hiicre dis1 serbest DNA agisindan daha yiiksek konsantrasyon ve
molekiiler stabiliteye sahipken; EBC’nin yapist daha seyreltik olup, genellikle daha kiiciik
boyutlu ve parcalanmis DNA fragmentleri igermektedir. Ayrica EBC'deki DNA’lar, solunum
yollarindan, epitel hiicrelerden veya sistemik dolasimdan difiize olan molekiillerden
kaynaklanabilir. Bu yapisal farklar, DNA izolasyon verimini ve elde edilen verilerin kalitesini
dogrudan etkilemektedir. Dolayisiyla, EBC'de fetal DNA tayini i¢in daha hassas analitik
yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Maternal plazmadaki cffDNA ile yogunlastirilmig soluk havasindaki fetal DNA
arasinda bir iliski bulunmast muhtemeldir; ancak bu iliskinin derecesi ve dogrusal bir oranti
icinde olup olmadigi heniiz bilimsel olarak kesinlik kazanmamistir. Bu nedenle, iki ortam
arasinda fetal DNA oranlarinin dogrudan benzer diizeylerde oldugunu sdylemek su asamada
miimkiin degildir. Caligmamizdaki verilerle fetal fraksiyonu etkiledigi bilinen faktorlerin
istatistiksel olarak anlamli bir benzerlik gostermemesi, bu belirsizligin bir sonucu olarak
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma, yogunlastirilmis soluk havasindaki fetal DNA analizine iligkin
literatiirde oncii nitelikte olup, konunun daha iyi anlagilabilmesi i¢in drneklem biiyiikliigiiniin
artirtlmas1 ve ileri yontemlerin kullanildigi ek aragtirmalarin yapilmasi gerekliligi ortaya

konmustur.

Yogunlastirilmig soluk havasinda genetik materyal tespiti, 6zellikle DNA, miRNA ve
diger niikleik asitlerin varligi, ¢esitli caligsmalarda ortaya konmustur. Bu materyallerin, sistemik
dolasima karigan hiicre dist serbest DNA’lar veya hiicrelerden salinan ekstraseliiler vezikiiller
(6rnegin ekzomlar) araciligiyla akcigerlere ulagtigr diistiniilmektedir. Literatiirde genel kabul
gbren goriise gore, bu yapilar akciger kapillerinden alveollere gecis yaparak alveoler astar
stvisina karigsmakta ve daha sonra ekshale edilen havayla dis ortama atilmaktadir (114).
Akcigerlerde biiyiik bir kapiller ag olmas1 bu goriisii desteklemektedir. Bu bulgular, solunum
havasinin kanser hastalarinda biyopsi amaciyla, gebelerde prenatal taramada kullanim
potansiyelini ortaya koymaktadir.

Gebelikte, 6zellikle gestasyonel diyabet gibi komplikasyonlarda, maternal plazmada
belirli mikroRNA (miRNA) diizeylerinin anlamli sekilde degistigi ve bu degisimlerin gebeligin
erken donemlerinden itibaren gozlenebildigi gosterilmistir(115). Bu miRNA’lar, sadece
metabolik diizenlemelerle degil, ayn1 zamanda inflamasyon ve hiicresel stres yanitlariyla da

iligkilidir. Literatiirde, bazt miRNA'larin EBC gibi non-invaziv Orneklerde de tespit
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edilebildigine dair 6n veriler bulunmaktadir (116). Bu bulgular, sistemik dolagimda artan bazi
kiiciik ve stabil molekiillerin, solunum epitel bariyerini asarak EBC'de de izlenebilir
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu baglamda, gestasyonel diyabetle iliskili olarak maternal
plazmada diizeyleri artan miRNA’larin EBC 6rneklerinde de arastirilmasi, hastaligin erken tani
ve takibinde yenilik¢i bir non-invaziv yaklagimin temelini olusturabilir. Ayrica, bu tiir
molekiillerin EBC'deki varliginin gosterilmesi, sistemik metabolik durumlarin solunum

biyobelirtegleriyle ne 6l¢iide yansitilabildigine dair 6nemli fizyopatolojik bilgiler saglayabilir.

Gebelikte yaygin olarak kullanilan B-hCG, PAPP-A ve AFP gibi biyobelirtecler, yiiksek
molekiiler agirliklar1 nedeniyle EBC Orneklerinde tespit edilemeyebilir. Ancak bu
biyobelirteglerin EBC'de bulunabilirligine yonelik dogrudan bir calisma literatiirde mevcut
degildir. Bu durum, EBC'nin yalnizca ugucu ve diisiik molekiil agirlikl bilesenleri tasiyabildigi
hipotezini desteklemekle birlikte, konunun deneysel verilerle dogrulanmasi gerekliligini ortaya
koymaktadir. Ote yandan, preeklampsi gibi oksidatif stresin belirgin oldugu gebelik
komplikasyonlarinda, plazmada hidrojen peroksit (H20:) ve 8-izoprostan gibi oksidatif stres
belirteclerinin arttig1 ¢esitli ¢caligmalarda gosterilmistir (117). Bu baglamda, oksidatif stresle
iligkili diisitk molekiillii belirteglerin EBC 6rneklerinde arastirilmasi, hem non-invaziv tani
olanaklarinin gelistirilmesi hem de gebelikteki fizyopatolojik siireglerin daha iyi anlagilmasi

acisindan onemli bir potansiyel tagimaktadir.

Elektronik burun, farkli gazlara duyarl sensor dizileri ve bu sensdrlerden elde edilen
yanitlar1 isleyen yapay zeka algoritmalarini kullanan bir cihazdir. Yogunlastirilmis soluk
havasinda bulunan ugucu organik bilesikler (VOC), bireyin metabolik ve fizyolojik durumuna
bagli olarak degiskenlik gosterebilir. VOC profili; inflamasyon, sistemik hastaliklar ve
hormonal degisiklikler gibi bir¢ok durumdan etkilenmektedir. Bikov ve ark.lar1 tarafindan 2011
yilinda yayinlanan bir ¢aligmada, elektronik burun teknolojisi kullanilarak gebelik sirasinda
soluk havasinin kimyasal bilesiminde anlamli degisiklikler oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada,
78 gebe ve 52 gebe olmayan kadinin soluk havasi 6rnekleri analiz edilmis; gebelik siiresince

VOC paternlerinde 6zgiin degisimler gozlemlenmistir (118).

Fetal DNA'nin anne solunum sistemine gecis mekanizmalart heniiz tam olarak
aydinlatilamamis olsa da gebelige 6zgii VOC paternleri ile EBC’deki fetal DNA diizeyi
arasinda potansiyel bir iliski olabilecegi hipotezi dikkate degerdir. Ozellikle fetal-maternal
aligveris ya da plasental fonksiyon ile iligkili belirli VOC’lerin tanimlanmasi durumunda,
elektronik burun gibi non-invaziv teknolojiler fetal DNA'nin varlifina veya miktara dair
dolayli gostergeler sunabilir. Bu yaklasim, fetal DNA analizlerinin 6n tarama asamasinda ya da

kalite kontrol siireglerinde tamamlayici bir arag olarak elektronik burun kullaniminin miimkiin
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olabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla, EBC tabanli analizlerde elektronik burun
teknolojisinin entegrasyonu, yontemin hem duyarliligini hem de klinik uygulanabilirligini

artirabilecek multidisipliner bir aragtirma alan1 sunmaktadir.

EBC orneklerinin elde edilmesinde g¢esitli sistemler kullanilmaktadir. EcoScreen,
RTube, TurboDECCS ve Anacon gibi farkl: ticari cihazlar bulunsa da bu sistemler temel olarak
bir sogutma linitesi ve toplama tiiplerinden olugmaktadir. Her bir sistemin kendine 6zgii avantaj
ve dezavantajlari mevcuttur. Bu ¢calismada EBC toplama amaciyla Pilot Caligsma Seti 22 tercih
edilmis; TurboDECCS sisteminde kullanilan tek kullanimlik aparatlar ile Ornekleme
gerceklestirilmistir. Oniimiizdeki yillarda yogunlastirilmis soluk havasi analizlerine y&nelik
caligmalarin artacagi ve bu yontemin klinik uygulamalarda da yer bulacagi 6ngdriilmektedir.
Bu dogrultuda, EBC toplamak i¢in tekrarlanabilir, mobil ve diisiik maliyetli sistemlerin
gelistirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Merkezimizde bu ihtiyaca yonelik olarak mobil ve
tek kullanimlik bir cihaz gelistirme ¢alismalart siirdiiriillmekte olup, ilgili patent bagvuru siireci

devam etmektedir.

Yogunlastirilmis soluk havasi ile ¢alismalarin artmasina karsin bu yontemin klinik
uygulamaya gegebilmesi i¢in baz1 6nemli kisithiliklarin giderilmesi gerekmektedir. Bunlarin
basinda, EBC orneklerinin alim siirecine iliskin bir standardizasyonun heniiz saglanamamis
olmasi gelmektedir. Numune toplama cihazlari, soluk siiresi, ¢evresel kosullar ve depolama
protokolleri gibi birgok degisken, analiz edilen DNA miktarin1 ve kalitesini dogrudan
etkilemektedir. Bu nedenle, bu alandaki metodolojik farkliliklar ¢aligmalardan elde edilen
sonuglarin karsilagtirilabilirligini azaltmakta ve giivenilirligini sinirlamaktadir. Gelecekte bu
tekniklerin optimize edilmesi, 6rnekleme protokollerinin uluslararasi diizeyde standardize
edilmesi ve daha hassas analiz yontemlerinin gelistirilmesi ile fetal DNA tespitinde daha tutarl

ve dogru sonuglar elde edilmesi miimkiin olacaktir (90,119).

Calismamizin kisitliliklarindan biri, yalnizca erkek fetiis tasiyan gebelerde caligma
yapilmis olmasidir. Kiz fetiis tagiyan gebelerde EBC analizlerinin yapilmasi ve SRY geninin
negatif olarak goOsterilmesi, analizlerimizin giivenilirligini artiracaktir. Ayrica fetal
ultrasonografi ile erkek olarak degerlendirilen fetiislerin dogum sonrasi erkek cinsiyette oldugu
yalnizca fenotipik olarak dogrulanmigtir. Ancak cinsiyet gelisim bozukluklar1 gibi durumlar
g6z oniinde bulunduruldugunda bu dogrulama yeterli olmayabilir. Dogum esnasinda kordon
kant ya da dogum sonrasinda bebeklerden plazma Ornekleri alinarak Y kromozomunun

saptanmasi elde edilen sonuglarin dogrulugunu gii¢clendirecektir.

Non-invaziv genetik testlerin daha kolay, erisilebilir ve erken donemde yapilabilir hale

gelmesi, beraberinde bazi etik sorular1 da giindeme getirmektedir. Ozellikle fetal cinsiyetin ¢ok
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erken donemde belirlenmesi, bazi toplumsal baskilar ve etik dis1 uygulamalar tesvik edebilir.
Bu nedenle, EBC gibi 6rnekleme yontemleriyle yapilan fetal DNA analizlerinin etik boyutu
dikkatle degerlendirilmelidir. Testin amaci, zamanlamasi ve bilgilendirilmis onam siire¢leri, bu
teknolojilerin etik ve sorumlu bir sekilde uygulanmasini saglayacak sekilde yapilandirilmalidir

(120).

Elde edilen bulgular cesaret verici olmakla birlikte, EBC’nin klinik kullanimi i¢in bazi
teknik engellerin asilmas1 gerekmektedir. Ozellikle maternal nefeste fetal DNA'min diisiik
yogunlukta bulunmasi, dijital PCR ve yeni nesil dizileme (NGS) gibi yiiksek hassasiyetli
teknikleri zorunlu kilmaktadir. Ancak, mevcut teknolojinin sinirlamalart goz Oniinde
bulunduruldugunda, gelecekte gelistirilecek daha ileri diizey PCR tabanli sistemler ile bu

hassasiyetin daha da artirilmast miimkiin olacaktir.

Alman EBC o6rneklerinde hem maternal hem fetal DNA'nin bulunmasi, ayirt
edilebilirligi zorlastirmaktadir. Bu baglamda DNA ekstraksiyon ve analiz yontemlerinin
gelistirilmesi kritik 6neme sahiptir. SRY dizilerinin tespit edilmesi dnemli bir ilerleme olmakla
birlikte, EBC'nin kromozomal anormallikler ve kalitsal hastaliklar gibi diger genetik
bozukluklarin saptanmasinda da kullanilabilmesi i¢in kapsamli arastirmalara ihtiyag vardir. Bu
teknoloji daha da gelistirilip dogrulanirsa, erken ve giivenli prenatal tanida devrim niteliginde

katkilar saglayabilir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu calismada, gebelerin yogunlastirilmis soluk havasi (EBC) oOrneklerinde hiicre dist
serbest fetal DNA’nin (cffDNA) varlig1 arastirilmis ve erkek fetiis tasiyan olgularin
%36,6’sinda SRY geni basariyla tespit edilmistir. Elde edilen bulgular, EBC'nin fetal
cinsiyet tayininde potansiyel bir non-invaziv  Ornekleme ydntemi olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Maternal yas, kilo, VKI, gebelik haftas1 ve DNA konsantrasyonu gibi faktorlerin fetal
fraksiyonu etkiledigi bilinmekle birlikte, ¢alismadaki veriler bu faktorlerle EBC’deki
cffDNA tespiti arasinda anlaml iligki gostermemistir.

Ancak EBC orneklerinin aliminda standardizasyonun olmamasi, DNA miktarinin diisiik
olmasi ve maternal-fetal DNA ayriminin zorluklari, yontemin klinik kullanimi &niinde
onemli engeller olusturmaktadir.

Kiz fetiis tasiyan gebelerde EBC analizleri yapilarak negatif kontrol grubu olusturulmali,
bdylece testlerin 6zgiilliigli artirilmalidir.

Dogum sonrasi bebeklerden plazma ornekleri aliarak genetik dogrulamalar yapilmali,
bdylece prenatal tespitlerin giivenilirligi artirilmalidir.

EBC yontemi ile kromozomal anormallikler ve genetik hastaliklarin non-invaziv tanisina
yonelik kapsamli ¢aligmalar yapilmalidir.

Gelecekte yapilacak ¢aligmalarin; 6rnekleme ve analiz protokollerinin standardize edilmesi,
Y kromozomuna 6zgili farkli dizilerin kombine kullanimi1 ve daha hassas teknolojilerin
entegrasyonu yoniinde ilerlemesi onerilmektedir.

Sonug¢ olarak, bu Oncii ¢alisma soluk havasi Orneklerinin yalnizca solunum sistemi
hastaliklarinin tanisinda degil, prenatal genetik tarama gibi disiplinler arasi alanlarda da
kullanilabilecegini gostermekte ve gelecegin tanisal yaklasimlarina yonelik yeni ufuklar

acmaktadir.
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Ek 2. Olgu Rapor Formu

Gebelerde Soluk Havasindan Elde Edilen Biyolojik Materyalde Fetal DNA Tayini

1) Yas:
2) Bebek Cinsiyet:
3) Gebelik Haftas::
4) Dogum Sekli:
5) Annenin Ek Hastalig:
6) ikili test:
Uglii test:
7) Prenatal genetik tani:
8) Amniyosentez:

9) Koryon Villus Ornekleme:

10) Soluk havasindan elde edilen materyal miktari (cc):

11) izole edilen DNA miktar::

Tarih:
OLGU RAPOR FORMU
[ Kiz L] Erkek
[ NSVY oc/s
[J Yok OVar s
[ Yok OVar
[0 Yok OVar
[J Yok (I V7 T SO
[l Yok [lvar
L1 Yok U var

12) Yapilan Genetik Degerlendirme:

L) QF-PCR

[J Sanger Dizi Analizi
[1 NGS

) dd-PCR

13) Degerlendirme Sonucu:
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Ek 3. Goniillii Onam Formu (3 Sayfa)

BILGILENDIRILMIS OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu galigmaya katilmak (izere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu galigmada yer almayi kabul etmeden énce galismanin ne
amagla yapiimak istendigini anlamaniz ve kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglirce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel
hazirlanmig bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar isteyiniz.

Bu ¢aligmanin adi ne?
Gebelerde Soluk Havasindan Elde Edilen Biyolojik Materyalde Fetal DNA Tayini

Bu galigmanin amaci ne?

Gebelerin soluk havasinda, anne karnindaki bebege ait bazi genetik materyaller oldugu disiiniimektedir. Gebelerin soluk
havasindan sivi halde érnek elde edilecektir. Bu sivi drnekten yapilacak tetkiklerle, gebelerin soluk havasinda anne karnindaki
bebege ait genetik materyal varligi tayin ediimeye caligilacaktir. Bu sayede dogum 6ncesinde bebege ait genetik tetkiklerin
caligilabilecegi yeni bir yontem gelistiriimesine temel olusturmak amaglanmistir.

Size nasil bir uygulama yapilacak?

Digi buzla kapl 6rnek toplama kabi igerisine bir hat vasitasiyla nefesinizi vermeniz yeteri olacaktir. Bu esnada verdiginiz
soluk havasinin yogusmasi ve sivi bir materyal elde edilmesi saglanacaktir.

Farkl tedaviler igin aragtirma gruplarina rastgele atanma olasiligi nedir?
Tedavinizi etkileyecek bir uygulama yapilmayacaktir.

Ne kadar zamaninizi alacak?
15 dakika

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi kagtir?
30

Sizden alinacak biyolojik materyallere (kan, idrar ve doku érnekleriniz) ne olacak ve analizler nerede yapilacak?
(Analizlerin yurtdiginda yapilmasi durumunda biyolojik materyallerin nereye gonderilecegdi agiklanmali),
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Bagkanhg

Sizden beklenen nedir? Sizin sorumluluklarimiz nelerdir?

Teminini sagladigimiz 6rnek toplama kabina uzanan bir hat vasitasiyla, 15 dk siresince kap igerisine nefes vermek. Bu
sayede soluk havasindan érnek elde ediimesine yardimci olmak. Herhangi bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir.

Calismaya katilmak size ne yarar saglayacak?

Caligma esnasinda size bir yarar saglamayacaktir. Bu ¢aligmanin bilime katkisi sayesinde, sonraki gebeliklerinizde
bebeginizde genetik hastalik siphesi gelismesi durumunda herhangi bir girisimsel isleme gerek duyulmaksizin dogacak
bebeginize genetik degerlendirme yapilma imkani ortaya gikabilecektir.

Aragtirmaya katihiminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar nelerdir?
Yoktur

Caligmaya katilmak size herhangi bir zarar verebilir mi?

Hayir, tani ve tedavi siirecinde herhangi bir farklilik olmayacak.

Eger katilmak istemezseniz ne olur?

Calismaya katilmak istemezseniz veya galismaya katilmaniz halinde,galigmanin herhangi bir agamasinda galigmadan ayriimak
isterseniz,ceza almayacaksiniz, higbir hukuki yaptinmla kargilagsmayacaksiniz veya ¢aligmaya baslamadan dnce sahip oldugunuz
haklarinizi kaybetmeyeceksiniz. Verileriniz kullaniimayacaktir.

Size uygulanabilecek olan alternatif yontemler nelerdir?
Tani ve tedavi slirecinde herhangi bir farklilik olmayacak.
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Bu galigmaya katildigim igin bana herhangi bir licret 6denecek mi?

Hayir

Bu galigmaya katildigim igin ben herhangi bir Gicret 6deyecek miyim?

Yapilacak her tir tetkik, fizik muayene ve diger aragtirma masrafian size
veya glivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kuruluga ddetiimeyecektir.

Bu galigmada size ait hangi kigisel veriler ve kigisel saglik verileri kullanilacaktir?

Bu galigmada sizin yaginiz, dogacak bebeginizin cinsiyeti, dogum haftasi, dogum sekli, ikil/Ggla
test yapilip yapiimadigi, bebeginiz anne karninda iken yapildiysa genetik tetkik sonuglari kullanilacaktir.

Bilgilerin gizliligi:

Tum kigisel ve tibbi bilgileriniz gizli kalacak, sadece bilimsel amaglaria
kullanilacaktir. Aragtirma sonuglannin yayimlanmasi halinde dahi kimliginiz gizli kalacaktir. Kimliginizi ortaya ¢ikaracak kayitlar gizli
tutulacak, kamuoyuna agiklanamayacak; aragtirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi kimliginiz gizli kalacaktir. Aragtirma
kapsaminda toplanacak kigisel verilerin, 6698 sayil Kisisel Verilerin Korunmasi Kanunu?na uygun toplanip islenecek,
toplamaligleme amacindan bagka bir amag igin kullaniimayacak ve paylagiimayacak, gonillinin olurunu ger gekmesi,
aragtirmanin sonlanmasi veya kigisel verilerin iglenmesinin son bulmasiyla veriler imha edilecek ve toplanan kigisel verilerin
destekleyici, sézlesmeli aragtirma kuruluglar: ve igtirakleri ile paylagiimayacak, s6z konusu hizmet, Kisisel Saglik Verileri Hakkinda
Yonetmelik, lyi Klinik Uygulamalar Kilavuzu ve yiriirlikteki mevzuata uygun yiritiilecektir.

Bu galigmanin sorumlusunun iletigim bilgileri

1- Adi, soyad: MUHSIN 6ZGUR GOGULU
2- Ulasgilabilir telefon numaras:: |
3- Gorev yeri: Cocuk Saghg: ve Hastaliklan Anabilim Dali
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Caligmaya Katilma Onayu:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baglanmadan énce gondillilye verilmesi gereken bilgileri gosteren okudum ve sézli
olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari arastiriclya sordum, yazil ve sozli olarak bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Galismaya katiimay isteyip istemedigime karar vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar
altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gegirilmesi, transfer edilmesi ve igslenmesi konusunda aragtirma yuritliclstne yetki veriyor
ve sOz konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini higbir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir gonalliilik igerisinde
kabul ediyorum. Klinik aragtirma kapsaminda elde edilen tim kisisel verilerim ile tim kigisel saglik verilerimin, bilimsel ¢aligmalarda
kullaniimasini kabul ediyorum. Arastirmaya gondillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak
arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. “Bilgilerin gizliligi” bashg: altinda belirtilen kogullari kabul ediyorum.

Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi haklari kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bilgilendirilmis gondilli olurunun imzali ve tarihli bir kopyasinin bana verilecegini biliyorum.

GONULLUNUN IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TELEFON

TARIH

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin veli veya vasinin IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TELEFON

TARIH

Arastirma ekibinde yer alan ve arastirma hakkinda bilgilendirmeyi yapan yetkin bir aragtirmacinin IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TELEFON

TARIH
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Ek 4. Tez Calismasi Orijinallik Raporu (5 Sayfa)
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7% Genel Benzerlik

Her veri tabani igin ¢akisan kaynaklar da dahil tim eslesmelerin kombine toplami.

On Siradaki Kaynaklar

5% @ Iinternet kaynaklari
4% M Yaynlar

3% 2 Gonderilen caligmalar (Ogrenci Makaleleri)

Butiinliik Bayraklari
inceleme igin 0 Biitiinlik Bayrag!
Sistemimizin algoritmalari bir belgede, onu normal bir génderiden ayirabilecek her
Herhangi bir stipheli metin maniptlasyonu belirlenmedi. tlrld tutarsizhgi derinlemesine inceler. Tuhaf bir sey fark edersek incelemeniz igin
bayrak ekleriz.

Bir Bayrak mutlaka bir sorun oldugunu géstermez. Ancak daha fazla inceleme icin
dikkatinizi vermenizi 6neririz.
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Bu belge,giivenli elektronik imza ile imzalanmisgtir.
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On Siradaki Kaynaklar

5% @ internet kaynaklari
4% W& Yayinlar

3% 2 Gonderilen calismalar (Ogrenci Makaleleri)

On Siradaki Kaynaklar

Gonderi icinde en yliksek eslesme sayisina sahip kaynaklar. Cakisan kaynaklar gérintilenmeyecektir.

° Ogrenci makaleleri

Ege Universitesi

o internet

acikbilim.yok.gov.tr

o Yayin

Kivangli, igten. "24-28. Gebelik Haftalarinda Doppler Akim Degisikliskleri ile Mater...

o Ogrenci makaleleri

Marmara University

° internet

www.researchgate.net

° internet

dergipark.org.tr

o internet

www.doktortakvimi.com

o Ogrenci makaleleri

University of Cape Town

° internet

clinlabint.com

o internet

www.utsakcongress.com

o Ogrenci makaleleri

Biilent Ecevit Universitesi
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o Yayin

Doruk Cevdi KATLAN, Feride SOYLEMEZ. "Cell-Free Fetal DNA in Prenatal Screenin...

o Ogrenci makaleleri

Baskent University

o internet

tahek.esfam.org

o internet

uroturk.org.tr

o internet

www.rusmedreview.com

internet

dspace.ankara.edu.tr

e internet

pdfs.semanticscholar.org

o Yayin

Aral, Cenk. "Mitokondriyal DNA degisimlerinin Kanser Ile iliskisinin arastirilmasi."...

e internet

behcetuzdergisi.com

@ -

Yilmaz, Demet. "MTNR1B Geni Nukleotit Polimorfizmlarinin Nonalkolik Yagli Kara...

e internet

avesis.ankara.edu.tr

e internet

jawoo.com

o internet

www.egitimajansi.com

e Yayin

Alexander K. Hafez, Amber ). Zimmerman, Grigorios Papageorgiou, Jayapriya Cha...
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6 Yayin

Ataca, Evrim. "Ras Mutant Metastatik Kolorektal Kanserli Hastalarin Retrospektif ...

internet

koreascience.or.kr

e internet

kuey.net

o internet

www.ndsl.kr

e Yayin

Kaplan, Ayse. "Gumus Nitrat, Titanyum Oksit Ve Demirli bilesikler Ile nanopartiku...

o Yayin

L. Curiel. "1.5-D high intensity focused ultrasound array for non-invasive prostate...

e internet

acikerisim.aku.edu.tr

e internet

docplayer.biz.tr

o Yayin

"EUROANAESTHESIA 2006: Annual Meeting of the European Society of Anaesthesi...
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