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OZET

Yasa B. Maternal Kandan Fetal DNA Izolasyonu ile Rhesus D ve Cinsiyet
Genotiplemesi.istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisii, Genetik ABD. Yiiksek
Lisans Tezi Istanbul. 2019.

Eritroblastosis Fetalis, gebelerde annenin Rhesus (Rh) faktor negatif (-), fetlisiin ise Rh
pozitif (+) olmasiyla gerceklesen ve fetal hidropsa sebebiyet vererek Olime neden
olabilen yenidoganin hemolitik hastaligidir. Hamilelik strecinde, Rh ve cinsiyet
tespitinde kullanilan koryon villis, amniyosentez ve kordosentez 6rneklemesi gibi
invaziv yontemler diisiik riskine neden olmakta ve miidahale zamani da gebelik
haftasina bagli olarak degigsmektedir. Bunlarin yaninda, invaziv olmayan ultrasonografi,
indirekt ve direkt coombs testleri gibi yontemler de kullanilmaktadir. Ancak bu
tetkiklerin duyarlilig: invazif yontemler kadar yiiksek olmadigindan yeni yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda gelisen maternal kandan elde edilen hiicre dist
(hd)fetal DNA’larin tesbitinin yapilmasi prenatal tanida Onemli tekniklerin
gelistirilmesine olanak tanimistir.

Calismamizda, invaziv islem gerektirmeden gebelerden alinan periferik kandan fetuse
ait hdDNA izole edilerek, ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemiyle RhD genine ait ekzon 5 ve ekzon 7 bolgeleri ve SRY genine 6zgl tasarlanan
primerler yardimiyla Fetal Rh ve cinsiyet belirlenmesi gerceklestirilmistir. Bu amagcla,
toplam 100 Rh (-) gebeden toplanan érneklerde hdDNA'’lar izole edilerek Rh D ve SRY
analizleri yapildi. 100 olgunun 54’i bu siiregte dogum gergeklestirdi ve elde edilen
sonuglar dogum sonrasi bebege ait Saglik Bakanligi Bebek Takip Sistemi’nde bulunan
sonuclar ile karsilastirildi. Analiz sonuglarimizla Yenidogan Takip Sisteminden elde
edilen sonuclarla yapilan karsilastirmada, Rh D geni icin 54 vakada 3 uyusmayan
negatif sonug, SRY icin ise 1 uyusmayan negatif sonug belirlenmistir. Kalan 46 olgunun
karsilastirmali analizi ise dogumlar gerceklestirdikten sonra yapilacaktir. Bulunan
sonuclar bebek takip sistemi glincellendikce konfirme edilecektir.

Elde edilen sonuglara gore, bu teknik ile maternal plazmadan yeterli miktarlarda ve
kalitede hdDNA elde edilerek genetik tan1 amaciyla fetal Rh D ve SRY'nin
belirlenebilecegi anlasilmistir. Bu metod kullanilarak, Rh uyumsuzlugundan
kaynaklanan Eritroblastosis Fetalis ve cinsiyetin belirlenmesine katki saglayabilecigi,
Konjenital Adrenal Hiperplazi, Hemofili, Duchenne Muscular Distrofi gibi hastaliklarin
erken dénemde belirlenmesine imkan saglayabilecektir. Boylece, bu teknik kullanilarak
elde edilen veriler 1s18inda erken donemde tedaviye baslanilabilmesi ve gereksiz yapilan
tedavi ve maliyetin 6niine gecilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre dist DNA, Eritroblastosis Fetalis, Rh D, SRY, Konjenital
Adrenal Hiperplasia
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ABSTRACT

Yasa B. Rhesus D and Sex Genotyping with Fetal DNA Isolation from Maternal Blood.
Istanbul University, Institute of Health Science,Departmant of Genetics MSc.
Thesis.Istanbul. 2019.

Erythroblastosis Fetalis is a condition in which the mother is Rhesus (Rh) factor
negative (-)and the fetus is Rh positive (+) and can cause causing fetal hydropsia and
death. During pregnancy, invasive methods including corrion villus, amniocentesis and
cordocentesis sampling could be used in the detection of Rh and gender, which all
might cause miscarriages and the interference time of these procedures varies depending
on the gestational week.

In addition, non-invasive methods including ultrasonography, indirect and direct
coombs tests are also applied. However, the sensitivity of these tests is not as high as
the invasive methods. For these reasons, new methods are needed. Detection of cell free
fetal DNA derived from maternal blood in recent years has enabled the development of
important techniques in prenatal diagnosis.

In our study, fetal Rh and gender analysis were performed by utilizing the fetal cell free
DNA obtained from pregnant women whole blood with non- invasive procedure with
the specific primers of exons 5 and 7 for RhD gene and SRY gene and were analized by
real-time polymerase chain reaction (PCR) method.

For this purpose, a total of 100 Rh (-) pregnant women were collected and cell free
DNAs were isolated and Real Time PCR and Rh D and SRY analyzes were performed.
54 of the 100 cases that we collected were delivered their babies during this process and
the analysis results were compared with the Turkish Ministry of Health New Born
Follow up System. In the Rh D comparison, there were 3 false negative results in 54
cases and SRY gene there were 1 false negative result. The remaining 46 cases the
analysis were completed and will be confirmed when the system is updated with new
born babies.

According to these results, the use of this technique could be applied as a genetic
diagnostic test to the determinethe fetal RhD and the SRY from maternal plasma. The
early diagnosis of erythroblastosisfetalis due to Rh mismatch and Congenital Adrenal
Hyperplasia, Hemophilia and Duchenne Muscular Disrophy due to the presence of SRY
may lead to apply this technique as an early diagnostic test and early assessment of the
result for the treatment modalities. Therefore, the unnecessary stress, treatment and the
cost to the patient could be prevented.
Key Words: Cell free DNA, Erythroblastosis Fetalis, Rh D, SRY, Congenital Adrenal
Hyperplasia The present work was supported by the Research Fund of Istanbul
University. Project No. 29083



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Arastirmanin Konusu

Gilinlimiizde prenatal tani kadin dogum ve tibb1 genetik uzmanlari i¢in dnemli
bir yer edinmistir. Kullanilan girisimsel olmayan ultrasonografi (USG), 2’li ve 3’ll
testler ve indirect coombs (ICT) testleri yeterli duyarliliga sahip olmadigi i¢in prenatal
tanida yetersiz kalmistir[1]. Girisimsel olarak kullanilan korrion villus 6rneklemesi,
amniyosentez ve kordosentez uygulamalariin yiiksek abortus riski ve islem siiresinin
uzunlugu nedeniyle arastirmacilar komplikasyon riski daha az ve daha kisa siirede

sonug alinabilecek yontemlere yonelmislerdir[2].

Kisinin hamileligi boyunca hiicre dis1t DNA, eksozom gibi bebege ait olabilecek
genetik materyal tasiyan hiicrelerin plasenta yoluyla bebekten anneye gectigi cesitli
aragtirmalarda gosterilmis ve elde edilen yeterli miktarda materyalin prenatal tanida
kullanilmasina olanak saglamistir[3]. Prenatal tanida kullanilabilecek duyarliligi ve
dogrulugu yiiksek olan aynmi zamanda girisimsel olmayip diisiik riski ve maliyet
gerektirmeyen bir tan1 yontemi ortaya ¢cikmistir[4]. Maternal kanda fetuse ait hiicrelerin
az sayida olmas1 ve izolasyonundaki zorluklar nedeniye maternal serumda hiicre dis1

fetal DNA ¢alismalar1 6nem kazanmistir[5].

Hiicre dis1 fetal niikleik asitlerin prenatal tanidaki 6neminin anlasilmasiyla bu
genetik materyal fetiiste olabilecek c¢esitli hastaliklarin tespitinde de kullanilmustir.
Preeklamsi, fetal gelisme geriligi durumlarinda ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlarin
belirlenmesinde, Konjenital Adrenal Hiperplazi gibi hastaliklara yatkin gebelerin
fetlislerinde cinsiyet taramasi yapilmasinda ve eritroblastosis fetalis gibi yenidoganda
hemolitik hastalik ve 6limle sonuclanabilecek komplikasyonlarin olusmasinda rol
oynayan Rhesus D geninin Dbelirlenmesinde hiicre disi  fetal DNA’lar
kullanilabilmektedir[6].

Bunu gergeklestirmek iizere ¢alismamizda maternal kandan ayristirilan
plazmadan DNA izolasyonu ile Eritroblastosis Fetalis’de kullanilmak iizere
Rhesus(RH) D genindeki Ekzon 5 ve Ekzon 7 bolgelerinin ve cinsiyeti belirlemek icin
SRY geninin Gergek Zamanli PZR yontemiyle analizi yapilarak girisimsel olmayan bir

yontemle tesbit edilmesi mimkun olabilecektir.



1.2. Arastirmanin Onemi

Eritroblastosis Fetalis, hamilelikte ortaya ¢ikan annenin Rhesus(Rh) (-) bebegin
ise Rh (+) olmasi durumunda goriilen izoimmiinizasyon sonucu anneden fetiise gecen
antikorlarin fetal hemolize sebep oldugu ve bunun sonucunda fetuste anemiye ve fetal
hidropsa sebebiyet veren bir hastaliktir. Tedavi edilmemesi fetal Sliimlere sebebiyet
verir. Bu durumda klinikte yapilan uygulama 28. Haftadan itibaren gebeye yapilan Rh
D proflaksisidir (Rhogam) [7]. Bu durumun tesbit edilebilmesi icin rutinde kullanilan
girisimsel olmayan indirekt coombs testi yeterli duyarliliga ulasamamistir. Bu yiizden
Rh (-) olan biitin gebelere Rh D proflaksisi uygulanmaktadir. Bu durum, anneye
gereksiz antikor uygulanmasina ve gereksiz maliyete yol agmaktadir. Bu calismada
gebelik takibinde 6nemli bir sorun teskil eden fetlisin Rh(+) olmasinin girisimsel
olmayan yontemlerle hamileligin erken donemlerinde belirlenip izlenecek tedavide

gereksiz uygulamalarin dniine gegmeyi saglamaktir.

Bunun yaninda, fetal hdDNA ile bebegin cinsiyetin belirlenmesi Konjenital
Adrenal Hipeplazi’nin tanisinda ve tedavide kullanilabilecegi gibi[8] Hemofili ve
Duchenne Muskuler Distrofi benzeri X’e bagl kalitilan hastaliklarin erken donemde

tanisida mimkan olabilecektir[9].

HIPOTEZ: Maternal dolasimda invazif olmayan bir yontemle elde edilen hiicre
dis1 fetal DNA’larin fetiise ait bilgi tasidiklar: bilindigine gore erken donemde fetal Rh
ve cinsiyet gercek zamanli PZR teknigiyle kolay ve ucuz bir sekilde belirlenebilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kan Gruplan

Kan kisilere gore degisebilen oOzellikler tasimaktadir. Kan 3 farkli hiicre
grubunun bir araya gelmesiyle olusur. Bunlar eritrosit, 16kosit ve trombositlerdir. Kan
gruplamalarinda en c¢ok eritrosit yiizeyindeki antijenler kullanilmistir. Eritrositlerin
yiizeylerinde 200 den fazla antijen saptanmistir ve bu antijenlere gore 21 farkli kan
grubu sistemi mevcuttur. Fakat giinimiizde klinikte kullanilan sistemler ABO ve RH D

sistemleridir[10].

ABO sistemi 1901 yilinda Amerikali Biyolog Karl Landsteiner tarafindan
olusturulmustur. Landsteiner eritrosit yilizeyindeki antijenlerin birbirleriyle girdigi
tepkimelere dayanarak A, B, 0 ve AB kan gruplarin1 tanimladi. Eritrositler ile serum
arasindaki reaksiyonlarin eritrositler lizerindeki antijenlerin ve serumdaki antikorlarin
varligi ile iliskili oldugunu agikladi[10]. Aglltinasyon, eritrosit antijenlerinin serumdaki
antikorlar tarafindan baglanmasi sonucu ortaya ¢ikar. Bu karsilastirma A ve B
antijenlerine gore yapildi ve eritrositlerin ifade ettigi antijene bagli olarak,A veya B
grubu olarak degerlendirildi. Ugiincii bir kan grubu, A ve B'nin ozelliklerinden yoksun
gibi tepki gosteren eritrositler icermektedir. Grup daha sonra "O" anlamina gelen
"Ohne" kelimesinden sonra "O" olarak adlandirildi. Sonraki yilda, dérdiincii kan grubu
olarak AB, ABO kan grubu sistemine eklenmistir. Bu eritrositlerin yiuzeyinde hem A
hem de B antijenlerinin ifadesiyle ortaya ¢ikarilmistir[10]. Bu bigilerin 6zeti Sekil 1°de

gosterilmistir.

ABO lokusu, eritrositler zerinde A ve B antijenlerini sentezleyen spesifik
glikoziltransferazlar1 kodlar. ABO lokusu 9. kromozomun 9q34.1-934.2 bolgesi
tizerinde yer almaktadir. 18 kb'den fazla genomik DNA ve 7 ekson icerir. Ekzon 7 gen

bolgesi en biiyiik olanidir ve kodlama dizisinin gogunu igerir[11].



Alyuvardaki antijen Kan plazmasindaki antikor
{aglutinojen) {aglutinin)

A A Anti-B
kan grubu
~———AB AB
L 0 —_— Anti-A ve Anti-B

Rh f_ Rh (+) Rh —_—

kan grubu
\__ Rh ()  — Anti-Rh {Anti-D)

Sekill: ABO ve Rh AntijenlerininGosterimi

2.2. Rhesus(RH) D Faktora

Rh kan grubu sistemi en az 45 bagimsiz antijen igeren insan kan gruplarinin en
polimorfik olamidir[12]. Transflizyon ve eritroblastosis fetalis gibi durumlarda en
onemli klinik faktordir. Rh faktorii ilk defa 1940 yilinda Landsteiner ve Wiener,

Rhesus maymunlar tizerinde yaptig1 agliitinasyon ¢aligmalar sirasinda bulunmusgtur.

Rhesus D proteini eritrositler iizerinde bulunur ve lipoprotein yapidadir.
Membran i¢indeki ATPaz ile etkilesimde bulunarak hiicre membraninin stabilitesini

saglar[13].

Kromozum 1’ in p kolunda yer alan Rh D geni 10 adet ekzon igererek otozomal
dominant kalitim gosterir. Iki tane aleli vardir. Bunlar rhD ve rhCE dir[13].Bunlardan
Rh D, D alelini kodlarken Rhce, cc ve Ce yi kodlar. Rh geninin 3’ ucundaki 30 kb’lik
SMPI ve 9 kb’lik rhesus kutusu Rh D ve Rhce arasindaki en biiyiik farkliliktir. Rh(-)
kisilerde D antijenine rastlamazken Rh(+) kisilerde D antijeni mevcuttur. Bazi
durumlarda D antijenin ifadesinin azalmasiyla zayif D dedigimiz az da olsa D antijenin

bulunmasi durumu mevcuttur[14].

Antijenler, RhD ve RhCE olmak (izere Rhesus proteini tzerinde lokalizedir ve
protein dizilerindeki farklilik tarafindan iiretilmesi gerceklesir.Diger kan grup

proteinlerinin farki, Rhesus proteinleri sadece eritrositlerin zarlarinda ifade edilir[15].



Kromozom 1'e yakin olan iki gen (RHD, RHCE) Rh proteinlerini, RhD ve RhCE'yi
kodlar; biri D antijeni tasir ve digeri CE antijenlerini ¢esitli kombinasyonlarda tasir (ce,

Ce, cE veya CE). Genler, % 97 oraninda 6zdestir, her biri 10 ekzona sahiptir.

Rh D antijenin yliksek immdinojenik etkili kan grubu antijeni olarak bilinir ve
fetal eritrositlerin membraninda 9. Haftadan itibaren goériilmeye baslanir. Rh D eritrosit

yiizeyindeki yapisal proteinler olarak bilinir.

Sayet bir kisi RhD geni mevcut ve agliitinasyon gergeklesiyor ise kisi Rh (+)

olarak, RhD’de aglitinasyon gergeklesmez ise Rh(-) olarak degerlendirilir.

2.3. Rh Uyusmazhg

Rh uyusmazligi gebelik durumunda ortaya ¢ikan annenin Rh(-) olmasi ve
bebegin Rh(+) olmasi durumudur[16]. Gebelikte 9 haftadan itibaren olusan D antijeni
anne kanina karismasiyla karsi antikor olusturur. Plasenta yoluyla olusan antikorlarin
fetiise gegmesiyle fetiisii tehlikeye sokar. Ilk gebeliklerde ortaya ¢tkmamasina ragmen
2. Gebelikte hizli cevap olusturarak fetal hidropsi sebebiyet verir[17]. Bu da fetiiste
fetal anemi ve Olumle sonuclanabilir. 28. Haftadan itibaren uygulanan anti D
uygulamasiyla ve bu uygulamanin her kanama sirasinda uygulanmasi gibi bir klinik s6z
konusudur[18]. Anti D proflaksisinin siirekli uygulanmasi hem agir maliyet hemde

gereksiz antikor olusumuna sebebiyet vermektedir.

Rh(-) olan bir gebenin 6nceki gebeligi diisiik veya kiiretaj ile sonlandirilmigsa
fetal eritrosit gecisinden dolay1 duyarlanmis olma olasiligi yiiksektir. Rh(-) gebenin
tekrar hamile olmasi durumda klinikteki uygulamada ilk 6nce baba Rh’1 belirlenmeli ve
Rh’mnin pozitif olmasi durumunda 12-16, 28-32 ve de 36 haftalarda Ig-G duzeyi 6lcullp
anne kaninda Ig-G yapisindaki antikor olusumuna bakilarak hemoliz durumu

belirlenmelidir[19].

Rh uyusmazligi ¢ok azda olsa birinci gebelikte ortaya ¢ikabilir. Biiyiikanne
teorisi bu durumu agiklar niteliktedir. Bu teoriye gore Rh (-) gebenin Rh(+) annesi
vardir ve dogum sirasinda Rh(-) bebek Rh(+) antijenleriyle karsilagarak duyarlilik
kazanmistir[20].



2.4. Eritroblastosis Fetalis

Eritroblastosis fetalis olarak adlandirilan yenidogan hemolitik hastalig
eritrositlerin ylizey antijenlerin yol actifi maternal immiin reaksiyonla sonuglanabilen
anne ve fetiis arasindaki kan uyusmazligt durumudur. Yeni doganda sariligin ve

aneminin en 6nemli nedenidir[17].

Rh ve ABO kan grubu sistemleri yeni dogan hemolitik hastaligiyla yakindan
iliskilidir. Rh sistemi Rh (-) bi gebe Rh(+) bi fetiis algiladiginda hastaligin ortaya
cikabilen en siddetli formundan sorumludur[17]. Rh alt grup antijenleri anne ve
babadan genetik yollarla fetlise geger bu alt gruplar C,c,D,d, E,e faktorleridir ve kan

uyusmazliginin en biiyiik sebebi D antijenidir.

Annenin Rh(-) ama fetisin Rh(+) oldugu durumda gebelik ve dogum sirasinda
anneye fetal eritrositlerin karismasiyla anne duyarli hale gelir ve anti-D antikoru
tiretir(Sekil 2). Fetlisten anneye gegen az bir miktar kan en basta 19S fraksiyonda ve
IgM vyapist igeren antikorlar olusturur. Bu molekiil 19S biiytlikliigliinde oldugunda
plasentadan gegebilecek boyutta degildir. Fakat ikinci kez olusan kanama sonrasi
anneye gegen fetal eritrositler bu defa 7S biiyiikligiinde IgG yapisinda antikor olugmasi
bu 7S biyiikligimdeki fraksiyonun plasentadan fetiise ge¢cmesine izin vererek
hemolitik durumu olusturur[21]. Béyle bi durumda hemolitik olayin siddetine gore hafif
hemoliz ya da agir anemiler oraya ¢ikabilir. Agir anemin olugmasi dalak ve karacigerde
tolere edilmeye ¢alisilir bu durumda dalak ve karaciger biiyiimesi meydana gelir ve
buna bagli olarak kalp yetmezligi ve dolasimda sikintilar meydana gelebilir. Goriilen bu
klinik tabloya fetal hidrops denilmektedir[22]. Hidrops gelismesi durumda hem fetal

dénemde hem de dogum sonrasinda dliimlere sebebiyet verebilir.
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Annede Rh duyarlasmasinin 6nlenmesi i¢in Rh pozitif bebegin dogumundan
yada distiik ektopik gebelik gibi durumlar sonras1 72 saat i¢cinde 300ug insan anti-D
antikor uygulamasi yapilmalidir[23]. Bununla fetiisten anneye gegebilecek yaklasik 10
ml kanin nétralizasyonu gerceklesir. Gebeligin 28-32 haftalarinda ve dogumdan sonra

yapilan 2 doz anti D uygulamasinin yararli olabilecegi ¢caligmalarla gdsterilmistir[24].

ABO ve Rh Uyusmazlig1 disinda alt grup uyusmazliklar1 da az siklikla olsa da

yeni dogan hemolitik hastaligina neden olabilir[20].

2.5. Konjenital Adrenal Hiperplazi

Konjenital Adrenal Hiperplazi (KAH), adrenal korteksten salgilanan 5 enzimden
biri olan 21 hidroksilaz enzimi eksikligiyle karakterize olan ve otozomal resesif kalitilan
bir hastaliktir[25].Hastalikta kortizol eksikliginin yani sira androjen fazlaligi ve buna
eslik eden aldesteron eksikligi goriiliir. Klinik olarak 15 binde 1 goriiliir. KAH sonucu
dogan bebeklerde disi fetiiste virilizasyon goriiliir. Tedavide androjen yapimini
baskilamak igin yiiksek dozda glukokortikoid verilir[26]. KAH siiphesi bulunan
hastalara gebeligin erken donemlerinde cinsiyeti belirlemeden uygulanan tedavi eger
fetlis disi ise gerekli bir yaklasim olurken, dis1i erkek ise gereksiz androjen

baskilanmasina sebebiyet verir[27].



2.6. Maternal Kandaki Fettise Ait Hicreler

1893 yilinda alman patolog Schmorl fetal orijinli tromblast hiicrelerine, eklemsi
sonucu Olmiis 17 kadim akcigerlerinde rastlamasiyla fetal hiicrelerinde annede
olabilecegini kesfetti[28]. 1969 yilinda fetal lenfositlerin maternal dolagima ge¢mesiyle
erkek fetiis tasiyan gebe kadmnlarda Y kromozomuna rastlanmasiyla devam eden
gelismeler PCR ve FISH tekniklerinin gelismesiyle maternal dolasimdaki fetal

hiicrelerin belirlenmesini sagladi[3].

1893 de maternal dolasimda fetal hiicrelerin oldugu goriilmesiyle baslayan
arastirmalar maternal kanda fetiise ait trofoblastlarin, 16kositlerin, hemotopoetik kdk
hiicre ve fetal niikleotitli kirmiz1 kan hiicrelerinin kesfedilmesini sagladi. Bu hiicrelerin

maternal dolasima plasentada olan gesitli kanamalar sonucu gegtigi diisiilmektedir.[4]

Maternal fetuse ait bilgi barindiran trofoblastlar sekillerinden dolay1 kolay ayirt
edilebildigi i¢in kullanilmaya baslanmistir fakat gebeligin birinci trimester déneminde
akciger dolasimi nedeniyle kandan temizlenmeleri hiicre sayisinda belirgin bir diisiise
sebep oldugu i¢in izolasyonu sirasinda sikintilar ortaya ¢ikmistir. Diger olumsuz tarafi,
plasentaya ait hiicreler oldugu i¢in mozaisizme sebep olabileceginden tani i¢in zorluk

¢ikarabilecekleri diistilmistiir[29]

Diger hiicre tipi olan lokositler HLA antijenleri sayesinde kolaylikla ayirt
edilebiliyorken yapilan ¢alismalarda lenfosit antijenlerine 6zgil monoklonal
antikorlarin olugsmamasi bir Onceki hamilelikle kontamine olabilecegi siiphesiyle
Oonemini yitirmistir[30]

Eritroblastlarin fetal hiicre kaynagi olarak tani testlerinde kullanilmasini

engelleyen en 6nemli faktor eritroblastlarin %20 sinin maternal kaynakli olmasidir.[4]

2.7. Hiicre Dis1 Fetal DNA

Hiicre dis1 fetal DNA (hdfDNA), maternal plazmada serbest bulunan kisa
fragmente haldeki DNA pargalaridir. Gebeligin 4 haftasindan itibaren dolasimda
bulunarak fetiise ait genetik bilgileri barindirir[31]. Maternal kandaki plazmanin gebelik
haftasiyla degismekle birlikte ortalama %10 ununu olusturur[28]. Hiicre dis1 fetal

DNA’nin fetal genoma ait bilgiler barindirmas1 ve gebelik spesifik olup maternal



sirkiilasyondan kisa siirede temizlenmesi prenatal tanida onemli bi kaynak olarak

goriilmesine neden olmustur[32].

1997 yilinda Lo ve arkadaslarinin hdfDNA’y1 maternal dolasimda kesfetmesiyle
maternal kandaki niikleik asit sirkiilasyonuna dayanan girisimsel olmayan prenatal tani
icin cesitli metodlar gelistirmistir[33]. Ilk klinik uygulamalarda konjenital adrenal
hiperplazi[34] ve X’e bagl hastaliklarda fetal cinsiyet belirlenmesinde ve yenidogan
hemolitik hastaligi i¢in Rh(-) kadinlarda fetal Rh belirlenmesinde kullanildi[35].
Sonraki ¢aligmalarda NIPT (girisimsel olmayan prenatal test) olarak nitelendirildi ve tek
gen hastaliklarinda tanimlamasi ig¢in de kullanilmaya baslandi[36]. Fetal cinsiyetin
belirlenmesinde konjenital adrenal hiperplazi ve X’e bagl gegis gosterebilen
hastaliklarin yani sira Dushhenne muskular distrofi ve Hemofili i¢in sonuglarin
kullanigli olabilecegi distilmektedir. Fetal cinsiyet belirlenmesinde gebeligin 7
haftasinda %70, 9. haftasindan sonra %100 basar1 saglanmistir. Rh D genotiplemesi kan
uyusmazligit durumunda kullanilarak neofetal kanamalar sonucu duyarlasabilecek
anneye yapilan gereksiz anti D uygulamasini ortadan kaldirabilecektir. Hollonda Fransa
ve Ingiltere de Rh D genotiplemisi rutin testler arasina girerek gereksiz uygulamalarin
Online gecilmeye c¢alisilmistir[37]. Tek gen bozukluklarinin tesbit edilmesinde
kullanilan fetal DNA’lar Akondroplazi, hemoglobinopatiler, konjenital adrenal
hiperplazi, kistik fibroz, Huntington hastaligi, Miyotonik distrofi gibi giderek artan
cesitlilikte kalitsal hastaliklarin test edilmesinde kullanilmaktadir[38].

Hiicre dis1 fetal DNA gebeligin degisen sartlarindan etkilenebilecegi igin
preeklemsi ve andploidi diisiindiiren durumlarda Fetal DNA’nin derisimin artmasi bu

durumlar tanimlamada kullanilmistir[39].

Erken donem girisimsel olmayan prenatal tanida Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) dayal1 protokoller mevcuttu fakat sonraki donemlerde MPS, digital PZR ve yeni
nesil dizileme ile andploidi ve maternal ve paternal orijin belirlenerek monogenik

hastaliklarin belirlenmesi i¢in ¢aligmalar yapilmaya baglanmistir[40].

Hiicre dist DNA aym zamanda kanser arastirmalart i¢in kullanilmaktadir.
Kanserli hiicrelerden agiga ¢ikabile hdDNA dolasima katilip serumda bulunmasiyla
kanserde biyomarker olarak kullanilabilecegi arastirmalarda gosterilmistir[41]. Kanserli

hastalarda tlimor yiikiiniin tedavi yanitin1 izlemede kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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Hiicre dist DNA’nin, yapilan arastirmalarda hiicrede gerceklesen apoptoz ve
nekroz olaylar1 sirasinda ortaya ¢ikabilecegi gosterilmistir. Son zamanlardaki
caligmalarda hdDNA kaynagmin eksozomlar yoluyla da maternal sirkiilasyona
katilabilecegini ortaya koydu[42]. Hiicrelerin pargalanma nedenleri olarak organizmanin
gereksinimi olmayan hiicreleri ortadan kaldirmasi, emriyonik gelisim sirasindaki
dokunun yapisal durumu ve seklinin saglanmasi ve apoptoz ve nekroz olaylarinin
gerceklesmesi gosterilebilir. Bu olaylar sonrasinda goriillen DNA degredasyonu 50 ile
300 bp arasindaki parcalarin plasentadan gegerek maternal dolasima katilabilecegini

gosterir[43].

Literatiir aragtirmalaria bakildiginda hdDNA ile ilgili 30.000 bine yakin ¢alima
oldugu goriilmektedir. Bunlarin %80’i son 10 yil igerisinde yapilmistir. Hiicre dis
DNA’nin maternal kandaki kesfi ile non-invaziv tani ydntemlerinin gelistirilmeye

calisilmasi bu duruma katki saglamstir.

Hiicre dis1 fetal DNA gebelik sirasinda maternal plazmanin = %3-6’sin1
gebelik haftasinin ilerlemesiyle ortalama %6-8’1m1 igerdigi gosterilmistir. Maternal
kanda bulunan hdDNA fragmente haldedir ve bunun %80 inin 193’bp den kiiglk, %50
sinin 300 bp’den kiigiik oldugu saptanmistir[44].

Gebeligin en erken 32. Giiniinde goriilmeye baslar[38]. Gebeligin 4 haftasindan
itibaren maternal dolasimda goriilen hiicre dist DNA miktarinda gebeligin sonunda
baslangicina oranla %21 oraninda bir artisi gézlemlenmektedir[45]. Hiicre dist DNA
miktarinin gebelikten 2 saat, abortustan 24 saat sonra maternal dolasimdan kaybolmasi
prenatal  tan1  i¢cin  Onceki  gebelikten  olusabilecek  kontaminasyonlari
engellemektedir[46]. Bu nedenle hiicre disi DNA’nin stabilitesini saglamak igin
maternal kanin dogru bir sekilde alinmasi gerekmektedir[47]. Uygun sekilde alinip
saklanmayan Orneklerde maternal kaynakli lokositlerin pargalanmasiyla hiicre disi
DNA’nin miktar1 biliyiik 0l¢iide seyrelmis olacak ve fetal fraksiyona miktarinin
azalmasina yol agabilecektir. Bu amagla caligmalarda ¢esitli tiipler kullanilistir.
Maternal kan i¢in, EDTA’l1 (etilendiamin tetraasetikasit) veya BCT Cell Free DNA
tiipleri mevcuttur. EDTA’I tiiplere alman kan 6 saat i¢cinde santrifiij edilmeli ve
ayristirilan plazma -80 °’de muhafaza edilmelidir[48]. Cell-Free DNA BCT tuplerindeki
ornekler, oda sicakliginda 14 giin bozulmadan saklanmaktadir[49]. Fetal fraksiyona

olumsuz etkis1 olan diger faktor gebenin obezitesidir[50]. Dolasimda maternal seruma
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gore az ve sabit miktardakihiicre dist DNA, kilolu hastalarda artan plazma hacmine
orantili seyretmektedir. Ayrica obez gebelerde maternal doku fazlaligindan dolayi

maternal kokenli hiicre dist DNA’nin miktarinin artisina sebep olmaktadir[51].

Fetal yapidaki ve plasental yapidaki bozukluklarinda da fetal fraksyona etki
ettigi diisiiniilmektedir[52]. Maternal serumun %13’{inii olusturan hiicre digt DNA;
Trizomi 21 bulunan fetuslarda yaklasik %15, Trizomi 18 bulunan fetuslarda yaklasik
%9’unu olusturur[53]. Bu oran triploid bulunan fetiislarda %2,5-2,8 seviyelerine kadar
gerilemektedir. Trizomi 13 ve Monozomi X bulunan fetiislarda, 6ploidlere yakin
sayilmakla birlikte daha diisiik hiicre dist DNA oranlart goriillmektedir[54]. Sadece
hiicre dist DNA’nin maternal serumdaki miktariyla bile yapilacak analizde, Down
sendromlu fetislerin yiiksek belirleyicilige sahip olmasini agiklamaktadir[55]. Klinik
acidan incelendiginde, obezite, erken gebelik donemi ve uygun olmayan numune alimi
gibi ek risk faktori olmayan gebelerde raporlanacak diisiik miktarlardaki fetal
fraksiyon, triploidiler ve andploidiler agisindan uyarici nitelikte olabilmektedir[56].

2.8. Rh ve SRY Genotiplemesi

Kan uyusmazligt durumunda fetiisin Rh durumunun 6grenilmesi i¢in Rh D
genotiplemesi yapilmaktadir. Rh D geni 10 ekzon icerir ve litaratiirde yapilan
calismalarda Ekzon 5, Ekson 7, Ekzon 10 ve intron kombinasyonlarini kullanarak fetal
Rh belirlenmeye ¢alisilmistir. Calismamizda kullandigimiz Ekzon 5 ve Ekzon 7
bolgeleri belirlemeye calisilarak genotipleme yapilmistir. Ekzon 5 gen boélgesi 82 bp,
Ekzon 7 gen bolgesi 122 bp ve SRY geni 137 bp uzunlugunda bu genlere 6zgili primer

ve problar tasarlanarak genotipleme yapilmistir.

2.8.1. Rutinde Kullanmilan Girisimsel Olmayan Tam Yontemleri

Rutin klinik uygulamalarda Rh uyusmazligi bulunmasi1 muhtemel hastalarin yani
Rh(-) gebe kadinlara; indirekt coombs(ICT),direkt coombs(CT) testleri ve USG ultrason
verileri degerlendirilir. Ayrica gebelik haftasina bagli, biyokimyasal temelli olarak
bakilan 2°1i ve 3’lii testlerde bebegin gelisimi ve genetik agidan durumu hakkinda bilgi
vermektedir. Fakat kullanilan bu invazif olmayan yontemler yiiksek dogruluk oranina

ve hassasiyete ulagsamadig1 i¢in bir tan1 yontemi olarak kullanilamamaktadir.
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Indirekt coombs testi, maternal kanda ilk feofetal kanamada yavasca gerceklesen
anti D’nin IgM yapisinin ve ikinci kan gegisi durumunda olusan anti D’nin 1gG
yapisinin varliginin tesbit edilmesine dayali bir testtir[12]. Bu durumun anneye fetisten
Rh(+) antikorlarin gectiginin kanitidir. Indirekt coombs testi hazir antikorlarin iizerine
maternal serumun eklenip inklbe edilemesi sonucu gordlir. Direkt coombs testi

fetiisteki eritrositlerin yiizeyinde anneden gecen antikorlarin tesbit edilmesidir[12].

2.8.2. Rutinde Kullanilan Girisimsel Tam1 Yontemleri

Rutin klinik uygulamalarda yapilan korrion villus, amniosentez ve kordosentez
islemleri girisimsel tan1 yontemleri olarak adlandirilir. Amniosentez fetiisiin amnion
stvisindan alinan hiicrelerin kiiltiire edilip biiylimesi esasina dayanarak fetiise ait
bilgilere erismemizi saglar[57]. Kordosentez hamilelikte 8 haftadan sonra 6zel bir igne
yardimiyla karin duvarinda rahim igerisine girilerek fetiisiin gobek kordonundan kan
alinmasi islemidir[58]. Korrion villus gelismekte olan plasentanin bir kisminin biyopsi
ile alinmadir[59]. Bu ii¢ yontemde bebege ait bilgi alinmasii saglar. Ancak %0,5-2
arasinda diigiik riski tagimaktadir. Bunun yaninda sonug alabilmek igin uzun kaltur
islemleri gerekmektedir.Bu nedenlerden dolayr arastirmacilar, girisimsel olmayan
yontemlerin  gerekliligine ve gelistirilmesinin  6nemli olduguna vurgu yapmaya

yonlenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi
Bu calisma Aziz Sancar Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiisii Genetik Anabilim

Dali’nda gerceklestirilmistir.

Tez projemiz Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 08.12.2017 tarihli 20 nolu toplantisindaki onay ile baslamistir ve Istanbul
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri 29083 nolu proje ile maddi olarak

desteklenmektedir.

Calismaya Saglik Bilimleri Universitesi Okmeydan1 Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nin Kadin Hastaliklart ve Dogum Klinigine basvuran, Rh uyusmazligi
bulunup gebelik haftas1 9 ila 40 hafta arasi olan 100 Rh(-) gonilli gebe, onam formu
alinarak caligmaya dahil edildi. Katilan biitiin gebeler onam formunun okuyup anlayip

imzalamasi ardindan ¢aligmaya katildi.

3.2. Kan Urnlerinin Toplanmasi ve Ayristirilmasi

Gebe kadinlardan 6n koldan alinan 10 ml vendéz kan 6rnegi Streck cfDNA
(BCT®) tiiplerine alinarak Istanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiisii
Genetik Anabilim Dal1 laboratuarlarina getirildi. ilk dnce 300 xg’de 20 dakika (dk)
cevrilerek silipernatantlari yani serum kismi 15°lik falkonlara koyuldu. Cokeltideki
beyaz kistm maternal DNA’larin izolasyonunu gergeklestirmek iizere ayrilip -80°C’e
kaldirildi. 2. Santrifuj agsamas1 5000 xg’de 10 dk santrifuj edilerek siipernatant kisimlari
hdDNA izolasyonu igin alindi. COkelti kisimlari protein ve hiicresel atiklari igerdigi i¢in

atildi. Ayrilan serumlar DNA izole edilene kadar -80°C’de saklandi.

3.3. Arastirmada Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

3.3.1. Kullanmilan Cihazlar
e Gergek Zamanli PCR (LightCycler® 480-Roche)

e Thermo Scientific™ NanoDrop 2000
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Santrifuj (Beckman Colder)
Mikrosantrifuj ( Mikro 120-Hettich)
Isitict blok (Eppendorf)

Vorteks

Otomatik pipet seti (Eppendorf Research plus 1-10 ul,10-100ul ve 100-1000ul)

3.3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Manuel Niikleik Asit Izolasyon kiti: Qiagen QiIAMP DNA Blood Mini Kit,
PureLink® Genomic DNA Mini Kit

Etanol (%96-100)

TagMan Primer (Biomatik)

TagMan Probe (Biomatik)

Plate (Light Cycler plateler)

Streck Cell-Free DNA BCT® EDTA’l1 tiip

2 ml steril ependorf tlpleri

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

Tek kullanimlik pudrasiz nitril eldiven

3.4. Plazmadan DNA izolasyonu

3.4.1. DNA izolasyonu i¢in Gerekli Malzemeler

Mikrosantrifij

Vorteks

Isitic1 blok

Otomatik pipet seti (1-10 ul,10-100ul ve 100-1000pul)

Qiagen QIAMP DNA Blood Mini Kit
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Etanol (%96-100)

2 ml steril ependorf tip

Steril, filtreli 10 pl,100 pl,ve 1000 pl pipet uglart
Tek kullanimlik pudrasiz nitril eldiven

PCR grade H20

3.4.2. Hiicre Dis1 DNA izolasyonu

Qiagen QIAMP DNA Blood Mini Kiti, kandan DNA izolasyonu prosediiriine

uygun spin kolon yontemi ile yapilmigtir.

Maternal plazmadan hiicre dis1 fetal DNA eldesi amaciyla;
20 pl Qiagen Proteinaz K temiz 1,5 ml’lik tiipe konuldu.
200 pl maternal plazma 6rnegi eklendi.

Plazma Orneginin {izerine 200 ul AL buffer eklendi ve 15 saniye (sn)

vortekslendi.
Ornek 56°C de 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi drnege 200 pl etanol (%96-100) eklendi ve 15-20 sn

vortekslendi.

Karisim dikkatlice spin kolona aktarildi. 8000 rpm de 1 dakika santrifuj edildi.

Santrifij sonrasi spin kolon temiz toplama tiipiine alindi.

Spin kolonun {izerine 500 ul AW1 buffer eklendi ve 10000 xg’de 1 dakika

santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 spin kolon temiz toplama tiipiine alindu.

Spin kolonun kapagi yavasca dikkatlice agildi, tizerine 500 pul AW2 buffer

eklendi. 16000 xg’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi spin kolon 2 ml’lik

ependorf tiipe alindi.

Spin kolonun kapag dikkatlice agildi. Uzerine 50 ul AE buffer eklendi ve oda

sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi.
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Sonrasinda 10000 xg’de santriflij edildi. Santrifiij sonras1 spin kolon atildu.

Elde edilen DNA Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 ile 6lguldu.

3.4.3. Maternal DNA izolasyonu

Matenal DNA izolasyonu Invitrogen PureLink® Genomic DNA Mini Kit ile
total niikleik asit Buffycoat protokolii dogrultusunda yapildi.

200 pl buffy coat 6rnegi bir 2 ml’lik eppendorf tiip i¢ine alind1 ve 50ul PBS ile
stspanse edildi.

Karigimin igerisine 20ul proteinase K ekledi ardindan 20 pul RNAaz eklendi ve
10-15 sn vortekslenerek 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi 200ul purelink genomiks lysis/ binding buffer eklendi ve

homejen hale gelmesi i¢in 25-30 sn vortexlendi.

Karigim 55°C lik su banyosunda 15 dk inkiibasyona birakildi.

200 pl 100% luk etil alkol eklenerek 5 sn vortexlendi.

Spin kolonlara karigim kenarlara sizmayacak sekilde dikkatlice eklendi.

Oda sicakliginda 10000xg de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi kolon temiz

toplama tiipiine alindi.
Spin kolona 500ul Wash Buffer 1 dikkatli bir sekilde eklendi.

Oda sicakliginda 10000xg’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 kolon temiz

toplama tiipiine alindu.
Spin kolona 500ul Wash Buffer 2 dikkatli bir sekilde eklendi

Oda sicakliginda max. hizda 3 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi kolon temiz

eppendorf tiiplerine alindi.

Spin kolonun i¢ine 50ul purelink genomic elution buffer eklendi. 3-4 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Oda sicakliginda max hizda 1 dk santrifuj edildi. Santrifuj sonrasi spin kolon

atild.
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e Elde edilen DNA Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 ile dl¢uldi.

3.5. Orneklerin RT PCR Analizinin Yapilmasi

Calismamizda LightCycler® 480-Roche cihazinda Ekzon 5, Ekzon7, SRY ve
GAPDH genlerine 06zgl tasarlanan primerle TagMan problar kullanilarak
analizleryapilmaya baslandi. Sekil 1’de Ekzon 5, Ekzon7, SRY ve GAPDH genlerine

Ozgu primer ve prob dizileri gosterilmistir.

Tablo 1: Ekzon 5,Ekzon 7, SRY ve GAPDH Genlerinin Primer ve Prob Dizileri

Gen Primer (forwardreverse) Prob
F 5’CGCCCTCTTCTTCTTGTGGATG 3’

EEZIZn 5 R 5’ TCTGGCCAAGTTTCAACTCTGCTCGCT

5’GAACACGGCAATTCTTCTTCTTTC 3 3

Rh D F 5'GGGTGTTGTAACCGAGTGCTG 3’

Ekzon7 R 5'CCGGCTCCGACGGTATC 3’ 5’CCCACAGCTCCATCATGGGCTACAA 3’
F 5 TGGCGATTAAGTCAAATTCGC 3’

SRY R 5’CCCCCTAGTACCCTGACAATGTATT 5’AGCAGTAGAGCAGTCAGGGAGGCAG

3’ A3’
F 5’AGCCACATCGCTCAGACAC 3’
GAPDH R 5’GCCCAATACGACCAAATCC 3’

UPL PROBE 66

3.5.1. Gercek Zamanh PCR islemi i¢in Gerekli Malzemeler
e Real-Time PCR (LightCycler® 480-Roche)

e Vorteks

e Mikrosantrifij

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

e TagMan Prob
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Gennaxxon No Rox PCR mastermix

0,2’lik steril ependorf tip

Steril, filtreli 10 pl,100 pl,ve 1000 pl pipet uclar
Tek kullanimlik pudrasiz nitril eldiven

PCR grade H20

3.5.2. RH D Geni Ekzon 5 Bolgesinin Primer ve Probunun Hazirlanmasi

Ticari olarak lipofilize seklinde sentezlettirilen RhD genininEkzon 5 gen
bélgesinin forward ve reverse primerleri: forward primeri igin 272 pl; RhD geni Ekzon
5 reverse primer i¢in 234 pl, steril saf su eklenerek 100 pmol/ul elde edilmek iizere
¢ozildi. 1:10 oraninda diliisyon yapilarak calisma igin soliisyon hazirlanip -20°C’de

saklandi.

Ticari olarak lipofilize seklinde sentezlettirilen RhD geni Ekzon 5 gen
bolgesinin TagMan probu 71 ul steril saf su eklenerek 100 pmol/ul olacak sekilde
¢oziildi ve 1:100 oraninda diliisyon yapilarak ¢alisma igin soliisyon hazirlanip -20°C’de

saklandi.

Rh D geni Ekzon 5gen bolgesi i¢in 20ul total hacim olacak sekilde PZR
reaksiyonu hazirlandi. Ekzon 5 forward ve reverse primerler i¢in konsantrasyon 200nM,
probe i¢in konsantrasyon 100nM olacak sekilde belirlendi. 4pul izole edilen hdDNA

kullanildi. Reaksiyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Ekzon 5 Gen Bdlgesi RT-PZR Karisim

Bilesenler Final Miktar
Konsantrasyonlari

Forward Primer 200nM 0,4ul

Reverse primer 200nM 0,4ul

Master mix 1X 10ul
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Probe 100nM 2ul
dH20 - 3.2ul
DNA * 4 ul
TOPLAM 20ul

(*Farkl1 konsantrasyonlarda)

3.5.3. RH D Geni Ekzon7 Bolgesinin Primer ve Probunun Hazirlanmasi

Ticari olarak lipofilize seklinde sentezlettirilen RhD geni Ekzon 7 gen
bolgesinin forward ve reverse primerleri: reverse primeri icin 218 ul ; forward primeri
icin 296 ul steril saf su eklenerek 100 pmol/ul elde edilmek iizere ¢oziildii. 1:10

oraninda diliisyon yapilarak ¢aligsma i¢in soliisyon hazirlanip -20°C’de saklandi.

Ticari olarak lipofilize seklinde sentezlettirilen RhD geni Ekzon 7 gen
bolgesinin TagMan probu 75 pl steril saf su eklenerek 100 pmol/ul olacak sekilde
¢oziildii ve 1:100 oraninda diliisyon yapilarak caligma icin soliisyonu hazirlanip -

20°C’de saklandi.

Rh D geni Ekzon 7gen bolgesi i¢in 20ul total hacim olacak sekilde PZR
reaksiyonu hazirlandi. Ekzon 7 forward ve reverse primerler icin konsantrasyon 200nM,
probe i¢in konsantrasyon 100nM olacak sekilde belirlendi. 4l izole edilen hdDNA

kullanild1. Reaksiyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3°de verilmistir.

Tablo 3 :Ekzon 7 Gen Bolgesi RT-PZR Karisinm

Bilesenler Final Miktar
Konsantrasyonlari

Forward Primer 200nM 0,4ul

Reverse Primer 200nM 0,4ul

Master Mix 1X 10ul




Probe 100nM 2 ul
dH20 - 3.2l
DNA * 4 ul
TOPLAM 20 pl

(*Farkl1 konsantrasyonlarda)

3.5.4. SRY Geni Primer ve Probunun Hazirlanmasi

20

Ticari olarak lipofilize seklinde sentezlettirilen SRY geni forward ve reverse

primerleri: reverse primeri icin 212 ul ; forward primeri igin 193 ul steril saf su

eklenerek 100 pmol/pul elde edilmek iizere ¢6ziildii. 1:10 oraninda diliisyon yapilarak

calisma igin soliisyon hazirlanip -20°C’de saklandi.

Ticari olarak lipofilize seklinde sentezlettirilen SRY geni TagMan probu 63 pl

steril saf su eklenerek 100 pmol/ul olacak sekilde ¢6ziildii ve 1:100 oraninda diliisyon

yapilarak ¢alisma i¢in soliisyonu hazirlanip -20°C’de saklandi.

SRY geni igin 20 pl total hacim olacak sekilde PZR reaksiyonu hazirlandi. SRY

forward ve reverse primerler icin konsantrasyon 200nM, probe i¢in konsantrasyon
100nM olacak sekilde belirlendi. 4 pl izole edilen hdDNA kullanildi. Reaksiyon

bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4 : SRY Geni RT-PZR Karisimi

Bilesenler Final Miktar
Konsantrasyonlari

Forward primer 200nM 0,4ul

Reverse primer 200nM 0,4ul

Master mix 1X 10ul
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Probe 100nM 2ul
dH20 - 3.2ul
DNA * 4 ul
TOPLAM 20ul

(*Farkl1 konsantrasyonlarda)

3.5.5. GAPDH Geni Primer ve Probunun Hazirlanmasi

Ticari olarak lipofilize seklinde sentezlettirilen GAPDH geni forward ve reverse
primerleri: reverse primeri i¢cin 212 pl; forward primeri igin 193 ul steril saf su
eklenerek 100 pmol/pul elde edilmek iizere ¢6ziildii. 1:10 oraninda diliisyon yapilarak

calisma i¢in soliisyon hazirlanip -20°Cde saklandi.

Ticari olarak lipofilize seklinde sentezlettirilen GAPDH geni TagMan probu 63
ul steril saf su eklenerek 100 pmol/ul olacak sekilde ¢oziildii ve 1:100 oraninda diliisyon

yapilarak ¢alisma i¢in soliisyonu hazirlanip -20°C’de sakland.

GAPDH geni i¢in 20pl total hacim olacak sekilde PCR reaksyonu hazirlandi.
GAPDH  forward ve reverse primerler igin konsantrasyon 200nM, probe icin
konsantrasyon 100nM olacak sekilde belirlendi. 4ul izole edilen hdDNA kullanildi.

Reaksyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5 :GAPDH Geni RT-PZR Karisimi

Bilesenler Final Miktar
Konsantrasyonlari

Forward primer 200nM 0,4ul

Reverse primer 200nM 0,4ul

Master mix 1X 10ul
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Probe 100nM 2ul
dH20 - 3.2ul
DNA * 4ul
TOPLAM 20ul

(*Farkl1 konsantrasyonlarda)

3.6. PCR ProtokolU

TagMan PCR protokolii; 95°C’de 10 dakikalik tek bir dongliden olusan
denatiirasyon basamagi, ardindan 95°C’de 5 saniye ve 60°C’de 40 saniye olacak sekilde
50 sikliisdan olusan annealing basamagindan sonra 72°C’de 2 dakika final basamagiyla
PCR tamamlanmistir. DoOngii sirasinda florasan probun 1simasiyla ortaya c¢ikan

logaritmik egriye gore sonuglar degerlendirilmistir.

3.7. Ger¢cek Zamanh PCR Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Maternal kandan izole edilen fetal DNA’larin Rh D genotiplemesinin
degerlendirebilinmesi i¢in Ekzon5 ve Ekzon7 gen bélgesine 3 tekrarli olacak sekilde
caligma gerceklestirildi. Calismada kullanilan LightCycler® 480-Roche cihazinin
“’Absolute Quantification’” yontemi ile amplifikasyon olusmasiyla ortaya ¢ikan 1gima
sonucu logaritmik egrilerin 26-36 siklus arasinda gozlemlenmesi olgunun Rh (+)
oldugunu, logaritmik egrilerin gozlemlenmemesi olgunun Rh (-) olarak
degerlendirilmesini sagladi. SRY geninin genotiplemesi i¢in 3 tekrar olarak c¢alisildi.
LightCycler® 480-Roche amplifikasyon, Etidium Bromdr jel goruntusi ile 137 bp’lik
bantlar tesbit edilmesi olgunun erkek, bant elde edilmemesi olgunun kiz olarak

degerlendirilmesini sagladi.

GAPDH geni 6rneklerdeki DNA varliginin belirlenmesi ve PZR reaksiyonun
dogru calisip ¢alismadiginin belirlenmesi i¢in amactyla kullanilmistir. Biitiin 6rnekler

icin logaritmik egrinin goriilmesi gerekmektedir.
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3.8. Kontaminasyona Karsi1 Olgutleri

Fetal DNA ve maternal DNA izolasyonlarina kontaminasyonu onlemek ig¢in
kullanilan tiim yiizey, mikropipetler ve malzemeler %70 lik alkolle temizlendi.
Kullanilan biitiin sivilar igin aeresol resistant pipet kullanildi. Ger¢ek Zamanli PZR
reaksiyonlart UV lambali PZR Kkabinlerinde gergeklestirildi. PZR karisimlari igin steril
filtreli pipet uglar1 kullanildi. PZR reaksiyonundaki negatif kontrol kuyucugu igin steril

enjeksiyonluk su kullanilmistir.

3.9. Istatiksel Analiz

Calisma grubumuzdaki olgularin gebelik haftasi, yas bilgileri ve maternal
serumdan elde edilen hdDNA konsantrastonlar1  Microsoft Office® programi
icerisinde bulunan istatistik programi kullanilarak ortalama ve standart sapma degerleri
hesaplanmistir. Yontem duyarliliklart gruplar arasinda yiizde (%) dogruluk seklinde

ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Saghk Bilimleri Universitesi Okmeydan1 Egitim Arastirma
Hastanesi’nden toplanan 100 Rh (-) gebenin fetlisiinin Rh ve cinsiyeti RT-PZR
yontemiyle tesbit edildi. Dogum sonrasi yenidogan takip sisteminden dogan bebeklerin

serolojik sonuglari ile elde edilen sonuglarimiz karsilastirildi.

4.1. Olgularin Genel Degerlendirilmesi

Calismaya gebelik yas1 9-40 hafta arasi olan gebeler dahil edildi. Gebeler
calisma hakkinda bilgilendirlerek onam formu alindi. Calismaya katilan gebelerin yas,
anti D proflaksisi, baba Rh durumu ve gebelik ¢ykisi bilgisi Tablo 7°de gosterilmisir.
Calismaya katilan gebelerden 65’ine anti D proflaksisi uygulanmistir. 35’ine anti D

proflaksisi uygulanmamustir.

Calismadaki 100 Rh (-) gebenin yas araliklar1 18 ile 39 yas, yas ortalamasi 28,49
+5.55° dur. 100 gebeden 11’1 21 yas ve alti, 10’u 35 yas ve istii oldugu goriilmiisiir.
Gebelik haftalarinin ortalamasi 25.81+9.02°dir ve gebelik haftalarina gore trimester

durumlar1 Tablo 6’da gosterilmisir.

Gebelik haftas1 9-10 hafta olan 5 kisi ¢calismada bulunmaktadir.

Tablo 6: Calismaya Katilan Olgularin Yas ve Gebelik Trimesterlerine Gore Dagilim

Gebelik Gebe Sayis1 Yas Ortalamasi

Gebelik Aylar ; . Yas Araliklar
Dénemleri (n=kisi)  ( y1l=SD))

Ik 3 Ay . trimester 10 26,8+7.64 20-32 yas

Ikinci 3 Ay Il. trimester 39 27,2+8.33 18-39 yas

Uciincii 3 Ay I11.trimester 51 28,9+8.91 18-39 yas




Tablo7: Olgularin Yas, Gebelik Haftasi, Baba Rh Durumu ve Gebelik OyKkiisii

Olgu | Yas | Gebelik | AntiD Baba Rh | DNA DNA Gebelik
No Haftasi | Durumu | Durumu | kons. Saflik Gegmisi
Degerleri
H1 31 38 + ? 4,6 1,20 G2P1A0
H2 20 40 - ? 4,3 1,27 G1POAO
H3 28 28 + ? 6,2 1,13 G3P1A1
H4 21 18 - ? 8,1 1,27 G1POAO
H5 36 38 + ? 5,8 1,31 G4P2A1
Hé6 25 30 - ? 4,3 1,38 G1POAO
H7 29 9 - ? 3,9 1,11 G2P1A0
H8 18 36 + ? 7,2 1,18 G1POAO
H9 30 40 + ? 4,2 1,35 G2P1A0
H10 28 25 + ? 7,6 1,49 G3P1A1
H11 27 36 + ? 4,2 1,91 G2P1A0
H12 27 38 + ? 5,3 1,45 G2P1A0
H13 22 38 - ? 5,9 1,62 G1POAO
H14 37 15 - ? 9,4 1,66 G1POAO
H15 35 15 - ? 5,8 1,37 G2P1A0
H16 31 34 + ? 11,4 1,48 G1POAO
H17 33 36 + ? 10,5 1,34 G2P1A0
H18 25 17 + ? 6,1 1,72 G3P2A0
H19 26 20 + ? 4,9 1,68 G2P1A0
H20 24 30 - ? 4,7 1,29 ?
H21 30 32 - ? 5 1,36 ?
H22 35 34 + ? 6,2 1,40 G3P2A0
H23 32 36 + ? 5,2 1,53 G2P1A0
H24 32 38 + ? 6,7 1,80 G3P1A1
H25 29 40 + ? 8,3 1,52 G3P2A0
H26 22 10 - ? 6,9 1,8 G1POAO
H27 20 25 - A+ 3,4 1,72 G1POAO
H28 24 9 - 0+ 5,7 1,59 G2P1A0
H29 32 25 - A+ 6,3 1,57 G4P2A1
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H30 23 12 O+ 4,9 1,5 G1POAO
H31 27 28 B+ 5,6 1,8 ?

H32 33 27 O+ 5,3 1,45 G3P2A0
H33 32 28 A+ 2,9 1,61 ?

H34 26 35 A+ 5,3 1,7 G3P2A0
H35 24 38 A+ 5,8 1,9 G1POAO
H36 27 35 0+ 6,2 2,3 G2P1A0
H37 30 30 A+ 7,9 1,97 G2P1A0
H38 33 32 0+ 6,5 1,7 G2P1A0
H39 38 33 A+ 7,6 1,68 G1POAO
H40 35 39 A+ 7,1 1,92 G1POAO
H41 39 21 0+ 4,9 1,74 G4P1A2
H42 24 9 B+ 7,1 1,23 G1POAO
H43 39 15 0+ 8,3 1,40 G4P3A0
H44 30 25 0+ 10,3 1,55 G3P2A0
H45 32 15 AB+ 9,4 1,38 G2P1A0
H46 25 20 ? 8,5 1,46 G2P1A0
H47 23 23 B+ 13,2 1,58 G1POAO
H48 26 17 AB+ 8,2 11 G1POAO
H49 24 35 A+ 49,3 1,3 G2P1A0
H50 25 22 A+ 69,1 1,23 G2P1A0
H51 26 24 A+ 26,3 1,13 G2P1A0
H52 27 20 A+ 5,6 1,68 G1POAO
H53 29 31 0+ 38,4 1,18 G1POAO
H54 27 20 A+ 65,5 1,21 G1POAO
H55 32 10 0+ 6,0 1,36 G3P1A0
H56 25 28 B+ 19,1 1,34 G1POAO
H57 39 35 A+ 42,4 1,1 G3P2A0
H58 23 25 A+ 68,6 1,12 G3P1A1
H59 29 24 B+ 60,3 0,88 G1POAO
H60 30 34 A+ 106,3 0,89 G2P1A0
H61 27 28 0+ 41,5 0,92 G2P1A0
H62 39 34 A+ 39,3 1,28 G3P2A0
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H63 24 27 A+ 15,1 1,65 G3P1A1
H64 26 38 0+ 10,7 1,59 G2P1A0
H65 25 22 B+ 15,4 1,69 G1POAO
H66 25 15 A+ 12,1 1,76 G1POAO
H67 27 17 AB+ 9,8 1,62 G1POAO
H68 25 39 0+ 7,0 1,75 G2P1A0
H69 38 40 ? 13,2 1,65 G2P1A0
H70 32 28 A+ 11,4 2,41 G2P1A0
H71 36 18 0+ 8,7 1,76 G2P1A0
H72 32 29 0+ 19,7 1,41 G2P1A0
H73 30 20 ? 13,0 2,05 G3P0OA2
H74 20 12 A+ 17,0 1,96 G2P1A0
H75 27 32 A+ 23,5 1,41 G2P1A0
H76 23 16 0+ 24,3 1,25 G2P1A0
H77 20 28 0+ 21,3 1,22 G3P2A0
H78 27 15 A+ 20,0 2,11 G2P1A0
H79 20 29 AB+ 2,11 2,09 G1POAO
H80 34 15 A+ 19,6 2,16 G3P1A1
H81 29 28 A+ 9,2 1,51 G1POAO
H82 45 10 B+ 8,3 1,56 G8P7A0
H83 25 20 B+ 5,6 1,46 G2P1A0
H84 34 15 0+ 10,2 1,75 G3P1A1
H85 33 30 0+ 23,9 1,98 G2P1A0
H86 21 12 A+ 8,9 1,97 G2P1A0
H87 20 28 A+ 9,5 1,9 G2P1A0
H88 28 25 0+ 14,3 1,85 G1POAO
H89 34 15 B+ 11,1 1,68 G3P2a0
H90 35 37 A+ 28,9 1,62 G3P2A0
HI91 30 28 A+ 24,7 1,89 G2P1A0
H92 25 28 0+ 27,3 1,50 G2P1A0
H93 18 25 A+ 19,8 1,26 ?

H94 36 33 AB+ 35,6 1,44 G3P2A0
H95 27 29 A+ 20,5 1,82 G1POAO

27
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H96 25 35 + A+ 37,1 1,61 G1POA1
H97 28 12 = A+ 14,3 1,21 G2P1A0
H98 33 21 + B+ 17,4 1,62 G2P1A0
H99 19 24 = 0+ 20,4 1,68 G1POAO
H100 36 17 = 0+ 12,6 1,66 G3P2A0

(H: Hasta, +: anti-D Uygulanmuis, -: anti-D Uygulanmamig, G: Gegirilen gebelik sayisi, P: canli dogum
sayisi, A: diisiik gebelik sayisi, A+: A Rh(+), B+:B Rh(+), 0+:0 Rh (+), AB+: AB Rh(+) ?: Bilinmiyor)

Gebelik oykiisii bilinen 95 olgunun 26’smin ilk gebeligi, 69’unun ise 2 ve lizeri

gebeligi mevcuttur.

100 olgudan 51’ine gebelik sirasinda kanama,diisiikle sonuglanan gebelik, 2.
dogumve ICT pozitifligi gibi nedenlerden dolay: anti D proflaksisi uygulanmis, 49°una

uygulanmamustir.

Elde edilen DNA konsantrasyonlar1 2.9 ng/ulL-106.3 ng/uL arasindadir ve
ortalama 15.72+17.08 ng/uL olarak belirlenmistir. Trimesterlere gore DNA

konstrasyonlar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8: Trimesterlere Gore DNA Konsantrasyonlarimin Karsilastirilmasi

DNA Konsantrasyonlari
DNA Konsantrasyonlar1
Arali@ (ng/uL) Ortalamas1
raligt (n

st gk (ortxSD;ng/uL)

|.Trimester 2.9-17.0 8.3+4.19
I1.Trimester 3.4-69.1 17.34+ 18.07
1. Trimester 4.3-106.3 18.51+18.05

Trimesterlara gére DNA konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda 11, ve ll.

trimesterde I. trimestere gore daha fazla DNA elde edildigi goriilmektedir (Tablo 8).
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4.2. Maternal DNA’larin Analizleri

Oncelikle gebelerin Rh D (-) konfirme etmek tizere maternal kandan izole edilen
maternal genomik DNA ile Rh D geni Ekzon 5 ve Ekzon 7 bolgeleri kullanilarak RT-
PZR ile Rh durumu tespit edilerek dogrulandi. Bu ¢aligma ayrica testin
optimizasyonunu da sagladi. Bunun neticesinde hi¢ bir gebede RhD pozitifligi

saptanmamigtir.

4.3. Fetal Hiicre Dis1 DNA’larin Analizleri
Maternal kandan izole edilen DNA ile yapilan RT-PZR ile hem gebelerin Rh

durumu dogrulandi hemde testin optimizasyonu kontrol edildi. Bunun sonucunda hig bir

gebede pozitiflik saptanmamaistir.

4.3.1. Hiicre dis1t DNA Analizi ile Fetisin Rh (-) Olarak Degerledirilmesi

Maternal plazmadan elde edilen hiicredist DNA’nin Rh D genine 6zgii ekzon 5
ve ekzon 7 gen bolgelerinin RT-PCR yontemiyle belirlenmistir. Sekil 3’de olgularda
belirledigimiz Ekzon 5 ve Ekson 7 gen boélgelerinin negatif sonu¢ verdigi analiz
gosterilmektedir. Ekzon 5 ve 7 de hi¢ amplifikasyon goriilmemesi olgularimizi Rh(-)

olarak degerlendirmemezi sagladi.
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Sekil 3: Rh(-) Ekzon 5 ve Ekzon 7 RT-PZR ile Gosterilmesi
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4.3.2. Hiicre dis1t DNA Analizi ile Fetiisiin Rh (+) Olarak Degerledirilmesi
Sekil 4’de Rh D genine 6zgii Ekzon 5 ve Ekzon 7 gen bolgelerinin pozitif sonug
verdigi analizde gosterilmektedir. Ekzon 5 ve Ekzon 7’de goriilen amplifikasyon

olgulain Rh(+) olarak degerledirilmesini saglamistir.
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Sekil 4: Rh(+) Ekzon 5 ve Ekzon 7 RT-PZR ile Gosterilmesi

4.3.3. Hiicre dis1t DNA Analizi ile SRY Amplifikasyonun Degerlendirimesi

Sekil 5’deki jel elektroforezi SRY geni amplifikasyonunu gostermektedir. SRY
geninin amplifikasyon gostermedigi olgular1 kiz fetiis olarak degerlendirilirken,SRY
genin amplifikasyon gosterdigi olgularn erkek fetiis olarak degerlendirilmesi yapildi.
Sekil 5°de 137 bp uzunlugunda olan SRY nin amlifikasyon gosterdigi ve gostermedigi
durumu gorulirken ve 66 bp uzunlugunda olan GAPDH geninin gosterilen 2 olguda da

amplifikasyon goriilmesi DNA varligini gostermektedir.
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Sekil 5 : Kiz ve Erkek Fetiisiin Jel Elektroforezi Goruntisi

4.4. Hiicre Dist1 DNA Analiz Sonucu ile Dogum Sonrasi Sonuclarin
Karsilastiriimasi

RT-PZR sonucunda yapilan degerlendirmede 47°si kiz 53 erkek fetiis
saptanmigtir. Bunlardan 14’ Rh(-) 86’si Rh(+) olarak degerlendirilmistir. Tablo 8’e
bakildiginda biitiin hastalardan sonug elde edildigi goriilmektedir.

Olgularin dogum sonras1t Rh D ve SRY karsilagtirilmasi yapildi. 46 olgunun heniiz
dogumu gerceklesmemisken 54 olgunun gebeligi sonlanmis ve dogum gergeklesmis

olup bebegin Rh ve cinsiyet durumu Tablo 9’da gosterilmistir.

Calismamizdaki 13 olgunun fetlisiinde Rh(-) kan grubunun saptanmasiyla

olgulara dogum 6ncesi yapilan anti D proflaksisinin gereksiz oldugu gortilmiistiir.

Tablo 9: hdDNA ile Yapilan Fetal Rh D ve SRY sonuclari

OlguNo Ekzon5 Ekzon7 SRY GAPDH Negatif DogumSonrasiSonuglar

Kontrol
H1 P P N P N KIZ RH(+)
H2 P P N P N KIZ RH(+)
H3 P P N P N KIZ RH(+)
H5 P P N P N KIZ RH(+)
H6 P P N P N KIZ RH(+)
H8 P N P P N ERKEK RH(+)
H9 P P P P N ERKEK RH(+)




H10
H11
H12
H13
H16
H17
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H27
H29
H31
H32
H33
H34
H35
H36
H37
H38
H39
H40
H41l
H43
H44
H49
H53
H56
H59
H60
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2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 Z2 2 Z2 2 Z2 2

KIZ RH(+)
KIZ RH(+)
KIZ RH(+)
ERKEK RH(+)
KIZ RH(+)
ERKEK RH(+)
KIZ RH(+)
KIZ RH(+)
ERKEK RH(+)
ERKEK RH(-)
ERKEK RH(+)
ERKEK RH(+)
KIZ RH(+)
ERKEK RH(+)
KIZ RH(+)
ERKEK RH(+)
ERKEK RH(+)
KIZ RH(-)
ERKEK RH(+)
KIZ RH(+)
ERKEK RH(+)
KIZ RH(+)
KIZ RH(+)
ERKEK RH(+)
KIZ RH(+)
KIZ RH(-)
ERKEK RH(+)
ERKEK RH(+)
ERKEK RH(+)
ERKEK RH(+)
KIZ RH(+)
ERKEK RH(+)
ERKEK RH(+)
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H61 N N N P N KIZ RH(-)
H62 P P P P N ERKEK RH(+)
H64 N N P P N ERKEK RH(-)
H68 P P N P N KIZ RH(+)
H69 P P N P N KIZ RH(+)
H72 N N N P N KIZ RH(-)
H75 P P P P N ERKEK RH(+)
H77 P P N P N KIZ RH(+)
H79 P P N P N KIZ RH(+)
H81 P P N P N KIZ RH(+)
H86 P P N P N KIZ RH(+)
H94 P P P P N ERKEK RH(+)
H96 N N P P N ERKEK RH(-)

(P:Pozitif, N:Negatif)

Analiz sonuglartyla dogum sonrasi Sonuglar karsilastirildiginda 49. olguda
deneyler sirasinda negatif SRY sonucu elde edildigi fakat dogum sonrasi sonuclarda
fetustin erkek oldugu belirlendi. 23,34,43. olgularda Rh D analizinde sistem verileri ile

uyusmayan sonug¢ goralda.

Olgu 8 ve olgu 91'de 2 ckzon calistlan Rh D’de Ekzon 5’in pozitif
amplifikasyon, Ekzon 7°’nin negatif amplifikasyon gosterdigi goriildii. Yapilan
degerlendirmede bu 2 gen bolgesinin en az birinde amplifikasyon goriilmesi o olguyu

pozitif kabul etmemizi sagladi.



Tablo 10: Trimesterler Arasinda Dogruluk Yiizde Degerlerinin Karsilagtirilmasi

Rh D Analiz Dogruluk SRY Analiz Dogruluk
Sonucu/Serolojik Yizdesi(%) | Sonucu/Fenotipik | Yizdesi(%)
Degerlendirme Degerledirme
I.Trimester 2/2 %100 2/2 %100
Il.Trimester 8/8 %100 8/8 %100
lIl.Trimester | 44/41 %93.18 44/43 %97.72
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Analiz sonucunda elde ettigimiz verilerle dogumu gergeklesen 54 olgudan elde

ettigimiz sonuglarin dogruluk degerlerinin trimesterlar arasinda karsilastirilmas1 Tablo

10’da verilmistir. Yaptigimiz karsilastirmada Ill.trimesterde diger trimesterlerle

karsilastirildiginda dogruluk yiizde degerinin diistiigli goriilmiistiir.

4.5. Maaliyet Analizi
Saglik Bakanliginin Devlet hastaneleri ig¢in kullandigi Ucretlendirme sistemi

Saglik Uygulama Tebligi (SUT 2018) verilerine gore yaptigimiz analizde kullandigimiz

Gergek Zamanli PZR teknigi ticretlendirilmesi 154 TL olarak belirlenmistir. Klinikteki

Rh(-) gebelere uygulanan islemlerin ticretleri Saglik Uygulama Tebligi’ne gore Tablo

11’de verilmistir. Tabloya gore bu islemlerin toplam maliyeti 442.09 TL oldugu

belirlenmistir.

Tablo11: SaghkBakanhgi SUT Verilerine Gore Rh (-) Gebelere Yapilan Ek Testlerin

Ucretleri

islemler

Maaliyet (TL)

Gebe Muayenesi

55TL

indirect coombs (ICT)

6,60 TL




Anti D Proflaksisi 317.23TL
Fetal USG 8,08 TL
Fetal MCA Doppler 55.18 TL
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5. TARTISMA

Fetus ve yenidoganda gorilen Eritroblastosis Fetalis, gebelikte sik gorilen bir
patolojidir. Ayn1 zamanda fetal ve neonatal morbidite ve mortalite tizerinde 6nemli bir
etkiye sahip olan blyuk bir obstetrik problem olusturur. En yaygin nedenler, Rhesus
(Rh) antijenlerine, agirlikli olarak da Rh D'ye 6zgu reaksiyonlardir[60].

Her yil ¢ok sayida gebeyi ectkileyen fetal ve neonatal sonuglari olabilen kan
uyusmazhigin1 erken donemde belirleyip ortaya ¢ikan komplikasyonlarin1 engellemek,
risk altindaki fetlisiin noninvazif olarak izlenmesine odaklanan yeni yaklagimlar

gelistirilmektedir[61].

Son zamanlarda klinikte uygulanan antikor seviyesinin belirlenmesi, babanin Rh
durumu, anti D proflaksisinin uygulanmasi[62], fetal ultrasonografi, orta serebral arter
(MCA) doppler , dizenli gebelik takibi gibi invaziv olmayan, ayrica bunlara ek olarak

uygulanabilecek amniosentez, koryon villls gibi invaziv islemler uygulanmaktadir[46].

1997°de Lo ve arkadaslarinin fetiise ait hiicredis1 DNA’lar1 maternal serumda
tanimlamasiyla noninvaziv tarama yontemleri gelistirilmis ve cesitli hastaliklarin fetal

donemde belirlenebilmesine olanak saglamistir[63].

Maternal kandan izole edilen hiicre dist DNA’da Rh D ve SRY geninin
tesbitinin yapildigi ¢alismamizda 100 olgudan dogum sonrasi Serolojik sonuglari
belirlenen 54 olgunun 3’Unde Rh D sonucunun sistem verileri ile uyusmayan negatif ve
1’inde de SRY sonucunun sistem verileri ile uyusmayan sonu¢ oldugu tesbit edildi.
Diger olgularin analiz sonuglari serolojik sonuglarla karsilastirildiginda sonuglarin
uyustugu goriilmistiir. Uyusmayan sonuglarin goriilmesi, Rh D ve SRY’de genomik
diizeyde elde ettigimiz sonuglarla yenidogan sistemindeki serolojik ve fiziksel muayene
ile elde edilen sonuglarin karsilastirilmasindan kaynaklanabilir. Bunun igin uyusmayan

sonuglara sahip olgularda detayli genomik analizi yapilarak durum aydinlatilabilir.

Maternal sirkilasyonda fetlise ait genetik materyal, DNA ve RNA seklinde
karsimiza  ¢ikabilir[64]. Hiicre dist  DNA'min  asil  kokeni  plasentadaki
sinsityotrofoblastlarin apopitozu oldugu bilinmektedir [65]. Hiicre dist DNA plasenta
kaynaklt oldugundan plasentadan kaynakli mozaizm varhigit ve fetoplasental
uyumsuzluklar yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuglara sebep olabilir[66].
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Konjenital Adrenal Hiperplazi, adrenal bezden salgilanan enzimlerin salgilanma
mekanizmasi bozuklugunda goriilmekte olup, en ¢ok karsilasilan 21 hidroksilaz enzim
eksikligidir[67, 68]. Erkek fetuslerde yenidogan doneminde fenotipik bir etki
goriilmezken disi fetlislerde virilizasyona yol acabilmektedir[69]. KAH riski bulunan
gebeliklerde uygulanabilecek SRY geni analizi ile bebegin cinsiyetinin belirlenmesi
tedavideki yolun belirlenmesinde 6nemlidir[34]. Erken haftalarda belirlenen cinsiyet ile
erkek fetlslere uygulanacak fazla glukokortikoid tedavisinin 6nune gecilmis
olacaktir[70]. Calismamizda %98.14 dogrulukla belirledigimiz yontem ile gereksiz

uygulamalarin 6niine gegilebilecektir.

Konjenital Adrenal Hiperplazi’ye ek olarak X’e bagh kalitilan Duchenne
Muskular Distrofi ve Hemofili gibi kalitimsal hastaliklara gebeligin erken donemde tani
koyulmasi gebeligin sonlandirilmasi yada ileri prenatal genetik tan1 (PGD) tekniklerinde

ise yarayacak seviyeye gelebilir[71].

Olgu 8 ve 91’deki Ekson 7 negatifligi Rh D genin en uzun ekzonu olmasi ve
hiicre dis1 DNA fragmenlerinin boyutunun %80’inin 193bp’dan kii¢iik olmas1 nedeniyle
amplifikasyon gostermemesine neden olabilir[72]. Bu durum Ekzon 5 ile yapilan

calismalarin daha spesifik olabilecegini gostermektedir.

Calismada kullandigimiz Rh D gen bdélgesi olan Ekzon 5 ve Ekzon 7 olarak 2
gen bolgesi ve bu gen bolgelerin 3 tekrarli olarak ¢alisiimasi ile yanlis pozitifliklerin
online gecilmeye calisilmistir. Sadece Ekzon 5 veya Ekzon 7 ile yapilan ¢alismalarda
dogruluk oranlarinda hafif bir azalma s6z konusu oldugu gortilmiistiir[73].Bu nedenle
calisma planlanirken dogruluk oranini en yiiksek dizeyde elde etmek amaciyla 2 ekzon

bolgesi calisilmistir.

Rh D ve SRY sonuglari Gergek Zamanli PZR yontemi ile elde edilen CT
degerlerine gore belirlendi. Ekzon 5 ve Ekzon 7’nin CT degerinin 32-40 arasinda
goriilmesi bir amplifikasyon oldugunun ve sonucun pozitif oldugunun gostergesidir.
SRY i¢in elde edilen ifadenin EtBr jel elektroforozinde gosterilmesi SRY’nin pozitif
oldugunu gosterir. Bu yontemle yapilan c¢alismamiz Rh ve cinsiyet belirlemede
gelistirilerek, giivenli bir yontem olabilecegi literatiirdeki diger ¢alismalar ile
gosterilmistir[74],[75]. Az olgunun oldugu calismalarda goriilen %100’lik dogruluk
oranin ¢ok olgulu calismalarla karsilastirildiginda dogruluk orani az da olsa diistiigii

gorulmektedir.
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Olgu 13 ve 59°da yapilan ilk ¢caligmamizda goriilen Ekzon 5 ve Ekson 7°deki
negatif degerlendirmede gergek sonuglarla bagdasmamasi sonucu, yaptigimiz 2’inci 3
tekrarli caligmada pozitif sonug elde edilmistir. Bu sonucun teknik yada kisisel kaynakli
olabilecegi diisiinlilmektedir. Olgu 8 ve 91°de gordigimiiz Ekzon 5 pozitif, Ekzon 7
negatif amplifikasyonun sebebi ekzon 7°nin Rh D’nin en biiyiilk ekzonu olmasiyla

tasarladigimiz primer ve probun baglanma oranini azalaltabilecegi diisiiniilmektedir.

Trimesterlere goére DNA konsantrasyonlart Kkarsilastirildiginda, 11. ve |Ill.
trimesterde 1. trimestere gore daha fazla DNA elde edilmistir. Trimesterlere gore
yapilan siralamada en c¢ok konsantrasyon III. trimesterde, en az konsantrasyon

I.trimesterde gorilmektedir. Elde ettigimiz bu sonuglarin literatiir sonuglariyla uyustugu
gorulmektedir[61][63][72].

Rh uyusmazligi tesbit edilen gebelere her kanama sonrasi veya 28. Haftada
yapilan anti-D proflaksisi uygulanmasi rutin uygulamada goriilmektedir. Calismamiza
katilan 100 Rh (-) olgudan 10 olgunun I.trimesterde, 39 olgunun Il. Trimesterde
bulunmasi ve yiiksek dogruluk oranina erismemiz gebelik takiplerinin bu yonde
basariyla gerceklesmesine olanak saglamaktadir. Olgulardaki en erken gebelik haftasi
olan 9. Haftada elde edilen sonuglar Kadin Dogum Uzmanlari i¢in tedavide yol gosterici
olabilecektir. Bunun yaninda daha erken gebelik haftalarindan da testin
degerlendirmesinin yapilmast uygundur ve bu sekilde tespit edilebilecek en erken

gebelik hafta araligi tespit edilmis olur.

Coklu dogum ve abortus sonrasi maternal sirkulasyonda yillarca kalabilen fetal
hlcrelerin aksine hiicre dist DNA’nin kisa siirede maternal sirkiilasyondan temizlenmesi
onceki dogumlardan kalan cinsiyet ve Rh kalintilarinin takibinin yapilmasini gereksiz
kilmistir[76]. Bu nedenle de hiicre disti DNA analizi bu bakimdan avantaj

saglamaktadir.

Calismada kullandigimiz BCT Streck cfDNA tiipleri, diger EDTA’l1 tiiplerle
karsilastirildiginda 6zellikle tiip kaynakli hiicre dist DNA kaybini engellemekte oldugu
icin olgulardan alinan maternal kanlarin toplanmasinda kullanilmistir[77].EDTA’I1
tiplerde gorilen transfer kosul sartlari, plazma ayrisimi i¢in gegen siire ve elde edilen
DNA konsantrasyon diisiikliigii gibi olumsuz durumlar mevcuttur. Fakat BCT Streck
cfDNA tiiplerinde transfer kosullarinin oda sicakliginda olmasi, plazma ayristirilmasi

islemi i¢in siirenin 14 gline kadar uzamasi ve konstrasyon kaybinin olmamasi gibi
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durumlar gebelik takibi i¢in kullanilan rutin testler arasina girmesine kolaylik

saglayabilir[77].

Plazma ayristirmak igin kullanilan 2 asamali santrifuj islemi, ilk asamada
eritrosit ve plazmanin ayristirilmasi, 2’inci asamada hiicre kalintilari, I6kosit ve
trombositlerin uzaklastilmasi iglemi literatiire uygun sekilde gergekleserek plazmada
sadece hiicre dist DNA’nin  diger hiicrelerle kontaminasyonun engellenmesi
saglandi[74],[75],[78]. Ama literatirlerdeki santriflij basamaklarindaki hiz farkliliklar
calisma Oncesi yapilan denemelerdeki DNA konstrasyonunda belirli bir degisime sebep
olmamistir. Calismamizda ilk santriflij asamasi i¢in 300 xg’de 20 dk, ikinci asama igin
5000 xg’de 10’dk olacak sekilde plazmalar ayrilip -80°C’de saklanarak yada taze bir
sekilde DNA izolasyonu yapilmistir.

Hiicre dist DNA’nin izolasyonunda kullamak Uzere litarartiirde belirlenen bircok
kit bulunmaktadir. QIAamp DNA Blood Mini Kit, Magna Pure LC (Roche,
Mannheim,Germany)[78],Ql1Aamp CNA Kit[79],QlAamp Ultrasens Virus Kit[79] ve
QlAsymphony DSP Kit[79] en ¢ok kullanilan hiicre disi DNA izolasyon
yontemlerindendir. Fakat son donemlerde hiicre disi DNA ¢alismalarinin artmasiyla
cesitli firmalardan elde ettigimiz ZYMO Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kit, The
E.ZN.A.® Circulating DNA Kit ve QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit’lerde
caligma sirasinda yaptigimiz denemelerde ZYMO Quick-cfDNA™ Serum & Plasma
Kit’in protokoliindeki elution miktarinin ¢alismamiz i¢in yetersiz oldugu, E.Z.N.A.®
Circulating DNA Kit’in saflik degerlerinin nanodrop Ol¢timlerinde 1.7-1.9’dan ¢ok
diisiik seviyelerde bulundugu, QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit’inin ¢alismamiza
uygun oldugu fakat maliyetinin fazla olmasi ¢aligmamiz: literatiirde daha ¢ok kullanilan

ve verim elde edilen QIAmp DNA Blood Mini Kit ile gerceklestirmemizi sagladi.

QlAamp DNA Blood Mini Kit ile yaptigimiz optimizasyonlarda ayni olgudan
alinan 6rnek miktarin1 200pul, 400ul ve 600ul plazma kullanilarak elde ettigimiz DNA
konsantrasyonlarindaki az miktardaki degisiklik sonucunda 400ul 6rnekle izolasyonun

yapilmasina karar verildi.

Rh D belirlenmesinde kullanilan Ekzon 5 ve Ekzon 7 gen bdlgelerinin
secilmesinde literaturden faydanilmistir. Cesitli galigmalarda Ekzon 5, Ekson 7 ve ekson

10 kombinasyonunda olgularin ger¢ek sonuglariyla yapilan dogruluk degerlerinin daha

yiiksek oldugu goriilmiistiir[73],[61],[75],[80],[81].
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Sonuglara bakildiginda 100 gebelikten 54’i sonlanmis, kalan 46’sinin gebeligi
halen devam etmektedir. 54 olgunun dogum sonrast bebegin serolojik

degerlendirilmesine gore degerler belirlenmistir.

Calismaya katilan 100 Rh(-) gebenin total kan 6rneginden yapilan maternal
genotipleme gebelerin yanlis kan grubu beyanini kontrol etmek hemde ¢aligmamizin Rh
D kontrol basamagini olusturmaktadir. Ancak karsimiza cikabilecek boyle bir pozitif
sonu¢ bize yanlis kan grubu beyani veya diisiik Rh D ekspresivitesini diistindiirebilirdi.
Ayrica Rh D ekspresivite diisiikligii daha ¢ok Kafkas ve Afrika irklarinda
gorulmektedir[82].

Kan uyusmazligi durumunda Rh(-) gebelere uygulanacak anti D proflaksi icin
kadin dogum uzmanlar1 gebeligin son trimesterinin i¢inde yer alan 24 ve 27. Haftalarda
baslamaktadirlar[45]. Bu slre gecene kadar belirlenebilecek fetisin Rh grubu, Rh(-)
fetiis tasiyan gebelere yapilacak olan gereksiz uygulamalari ortadan kaldiracaktir.
Calismamizda I. ve II. Trimesterde bulunan 49 Rh (-) olguda belirlenebilen fetiisin Rh

grubu gereksiz uygulamayi ortadan kaldirilabilecegini kanitlar niteliktedir.

Literattirdeki ¢alismalara bakildiginda olgularin az da olsa bir kisminin Rh ve
cinsiyetinin belirlenemedigi goriilmektedir[61, 73]. Bu agidan bakildiginda bizim

calismamizda ise biitiin olgularda sonug alindig1 goriilmektedir.

Annenin Rh(-), babanin Rh (+) oldugu durumda kan uyusmazligi siiphesi
bulunur. Bu durumda Klinikte uygulanan giincel yaklasim su sekildedir. Gebelere 12-16
hafta arasi rutin testlere ek olarak indirekt coombs testi yapilir. Eger indirekt coombs
testi negatif sonug vermis ise, gebeye 28. haftada anti-D proflaksisi uygulanir[83]. Eger
indirekt coombs testi pozitif ise, titresine bakilarak tedaviye yon verilir. Eger titre
1/32°den yiksek ise, bebegin ultrasonografik bulgular1 degerlendirilmeye alinir.
Ultrasonografi sonucuna gore fetal MCA doppler ile bebegin sistolik basing degeri
fetistin anemiden etkilenip etkilenilmedigini belirlemede yardimci olur. YUksek
etkilenme sonucu fetisin durumuna gore kordosentez Onerilir. Indirect coombs
pozitifligi anneye Onceki gebeliginde yapilan anti D kaynakli yalanci pozitiflige
sebebiyet verebilir. Yalanci pozitiflik durumunda yapilacak olan tim bu islemler anne
ve fetiis i¢in yipratict olmaktadir. Ayrica, hastanelerin kadin dogum servisleri igin
gereksiz yik, kordosentez uygulamasinda ise komplikasyon olarak fetliste diisiige

sebep olusturabilir.
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Cesitli iilkelerde Rh D ve SRY genotiplemesinin maaliyet agisindan yapilan
degerlendirmede rutinde uygulanan teknige gore gelistirdigimiz teknigin maaliyetinin
¢ok daha diisiik oldugu gorilmektedir[84-86]

Rh D’nin fetal dénemde belirlenmesi, Rh(-) gebelere yapilan indirect coombs
testi, anti D proflaksisi, USG, fetal MCA doppler ile olusabilecek pozitiflik durumunun
olugsmasini engelleyerek maliyetide diisiirecektir[85, 86]. Tablo 11°de yapilan islemlerin
maliyet analizi gosterilmistir. Maliyet analizinde Saglik Bakanliginin  Devlet
hastaneleri i¢in kullandig1 Ucretlendirme sistemi olan Saglik Uygulama Tebligi (SUT
2018) baz almmustir. Bu sisteme gore Rh(-) gebeye uygulanilan girisimlerin toplam
maliyeti 442.09 TL olarak hesaplanmistir

Bunun c¢alismada uygulanan islemin maliyeti ise, Gergek Zamanli PZR
yonteminin karsiligi olan 1-5 ¢ift gen igin 154 TL olarak belirlenmistir. Bu yontemin
rutin gebelik testleri arasina girmesi tedavi seyrini kolaylastirmasi anlaminin yaninda

gereksiz uygulama ve ek maliyeti de azaltacagi goriilmektedir.
Calismamiz sirasinda elde ettigimiz bulgular su sekilde siralanabilir;

e Maternal serumdan hiicre dist DNA’da Rh D geninin 2 bolgesinin analizi
ile  yaptigimiz degerlendirmede Rh grubunun belirlenebilirligi

gosterilmistir.

e lzole ettigimiz hiicre dist DNA ile dogum sonrasi serolojik sonuglar

karsilastirildiginda %94.44 dogrulukla tesbit edildigi goriilmiistiir.

e Hiicre disti DNA ile teshit ettigimiz SRY gen analizindeki
degerlendirmeyle dogum sonrasi sonuglar karsilastirildiginda %98.14

dogrulukla tesbit edildigi gorilmiistiir.

e Cinsiyet belirlemenin Konjenital Adrenal Hiperplazi gibi hastaliklarda
fetiise yapilacak intrauterin tedavide yararli olacagi, Duchenne Muskular
Distrofi ve Hemofili gibi cinsiyete bagl hastaliklarin erken tanisinda
Onemli oldugu, hastalik siiphesi bulunan gebelere tan1 i¢in yapilan ve
diisiik riski bulunan invaziv yontemlere alternatif bir yontem olacagi

gosterilmistir.
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e Rh(-) gebelere yapilan uygulamalarin maliyeti degerlendirildiginde
rutinde kullanilan testler ile ¢alistigimiz yontem arasinda 288.09 TL fark
oldugu goriilmiistiir. Testin rutin tetkikler arasina gegmesiyle; toplumun
%15’inin Rh(-) oldugu disiiniliirse, kan uyusmazligi bulunan hasta
sayisinin yiiksekligi nedeniyle mali yikin o6nemli 6lcide azalacagi
belirlenmistir[87].

Ayrna Literatiir bilgilerine gore elde edilen bu sonuglarin gercek zamanli PZR
teknigi yerine droplet digital PZR (ddPZR) teknigi kullanildiginda daha yiiksek diizeyde

pozitif sonuglarin alinabilecegi diistiniilmektedir[46].

Tum bunlara ek olarak gelecekte Rh ve SRY genotiplemesinin rutin testler
arasina girmesiyle dogru tan1 ve tedaviye onemli katki saglayabilecegi bu ¢alismayla bir
kez daha gosterilmistir. Microarray ve yeni nesil dizileme tekniklerinin trizomi ve tek
gen hastaliklarinda kullanilabilirliginin gosterilmesiyle hiicre dist DNA’nin prenatal
tanidaki Onemi artmistir[88, 89]. Hicre disi DNA’nin prenatal tani yapilmasinda
gosterdigi yiiksek basari oranlar1 hiicre dist DNA metilasyon kaynagi analizlerininde

non invaziv tanida kullanilabilecegi ongoriilmektedir[29].

Yapilan bu caligma, fetal Rh D kan grubu ve genotiplenin rutin ¢aligmalarda
yapilabilirligi temel esas1 géz oniinde bulundurularak kurgulanmistir. Ulkemizde 100
kisilik gebe grubunu igeren ilk hiicre dist Rh ve SRY genotiplemesini konu almasi
nedeniyle 6zgiin bir ¢aligmadir. Bundan sonraki ¢alismalarda da maternal sirkiilasyonda
bulundugu varsayilan diger fetal genom partikiilleri tespit edilerek farkli amaglarla
kullanilabilecektir. Invazif olmayan bu tiir tani1 testleri 6zellikle hamilelik siirecinde
anneye ve hassas tani degeri tagidig1 i¢in de hem aileye hem de klinisyene ¢ok bulyik
destek saglayacaktir. Bu nedenle gelecek uygulamalarda kaginilmaz tani testleri

arasinda yer alacag diisiinmekteyiz.
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