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Maternal serumdan dogrudan-PCR ile fetiisiin cinsiyetinin
belirlenmesi
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Amag: Fetiislin saglik durumunu ciddi 6l¢tide etkileyebilecek anéploidiler ve cinsiyete bagh gecis
gosteren genetik hastaliklar icin, giinlimiizde maternal dolasimdaki fetiise ait serbest DNA'nin
incelenmesine dayanan analizler, girisimsel yontemlere bagli komplikasyonlari en aza indirmek
amaciyla yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu analizlerin giivenirligini etkileyen baslica etken
analiz edilebilir miktarda fetiise ait DNA'nin elde edilebilirligidir. Maternal dolasimdaki serbest
DNA’nin izolasyonu sirasinda kaynaktaki miktara goére her zaman bir kayip yasanmaktadir. Bu
gibi durumlarda alternatif bir yaklasim da kaynagin herhangi bir izolasyon islemi yapilmadan
kalip olarak kullanildigi dogrudan-PCR ydntemi ile analiz edilmesidir. Calismamizda PCR analizi
ile fetlisiin cinsiyetini belirlemede maternal serumun dogrudan kullanilabilirligi test edilmistir.
Yontem: Fetiisiin cinsiyetini belirlemek amaciyla Y kromozomu iizerindeki DYS14 ve SRY
genlerine 6zgii PCR reaksiyonlar: tasarlanmistir. Analiz edilmek iizere 40 gebe kadinin serum
Ornegi arastirmaya dahil edilmistir. Serum oOrneklerinin Y kromozomu igin tasarlanan
reaksiyonlarinda 6zgiin amplifikasyon goriilmesi durumunda fetiisiin cinsiyeti erkek,
gorilmemesi durumunda disi olarak kabul edilmistir. Ozgiin amplifikasyonun goriilmedigi
durumlarda DNA'nin varligit GAPDH’e 6zgii PCR ile teyit edilmistir. Bulgular: PCR analizi ile elde
edilen sonuglar ile klinik sonuclar karsilastirildiginda, dogrudan-PCR analizi ile fetal cinsiyeti
belirleme duyarhilifinin %87.5, 6zglinliigiiniin %81.8 ve pozitif tahmin degerinin (PPV) %91.3
oldugunu ortaya koymustur. Sonug: Elde edilen sonuglar, fetiisiin genetik durumunu ortaya
koymak amaciyla, gebe kadinlarin serum orneklerinin dogrudan molekiiler analizlerde
kullanilabilecegini gostermektedir.
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Dogrudan-PCR ile maternal serumun analizi

Direct PCR-based determination of fetal gender from maternal serum

Abstract

Aim: Current analyses based on the examination of cell-free fetal DNA in maternal circulation are
widely preferred to minimize complications associated with invasive methods, particularly for
detecting aneuploidies and genetic disorders with sex-dependent inheritance that could
significantly affect the fetal health. One of the primary factors influencing the reliability of these
analyses is the availability of analyzable amounts of fetal DNA. During the isolation of cell-free
DNA in maternal circulation, it is not always possible to isolate the entirety of the DNA present in
the source material. In such cases, an alternative approach is to directly analyze the source
material without any isolation process by using a direct PCR method. In our study, the feasibility
of using maternal serum directly in PCR analysis for determining fetal sex was tested. Method:
PCR reactions specific to the DYS14 and SRY genes on the Y chromosome were designed to
determine the fetal sex. Serum samples from 40 pregnant women were included in the study for
analysis. In the reactions designed for the Y chromosome, the sex of the fetus was assumed to be
male if specific amplification was observed and female if not. In cases where specific amplification
was not observed, the presence of DNA was confirmed with PCR specific to GAPDH. Results: When
comparing the results obtained from PCR analysis with clinical outcomes, it was determined that
the sensitivity, specificity, and positive predictive value (PPV) of determining fetal sex via direct-
PCR analysis were 87.5%, 81.8%, and 91.3%, respectively. Conclusion: The obtained results
demonstrate that serum samples from pregnant women can be directly utilized in molecular
analyses to reveal the genetic status of the fetus.
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Giris

Gebelik siirecinde fetiisiin genetik bir
durumdan kesin olarak etkilenip
etkilenmediginin  belirlenebilmesi  igin
fetiisin  genetik  materyaline  ihtiyac
duyulmaktadir. Bu amacla fetiisiin
hiicrelerinin dogrudan toplanabildigi koryon
villus orneklemesi, amniyosentez ve fetal
kan o6rneklemesi yontemleri altin standart
olarak kabul edilmektedir. Bu yontemler
girisimsel dogalarindan dolay:1 fetiisiin ve

annenin maruz kaldig1 cesitli
komplikasyonlar barindirmaktadir. Timii
fetiislin kaybina yol acabilirken,

amniyosentezde bu risk %0.13 ve fetal kan
orneklemesinde ise %1-3 arasindadir.
Amniyosentezde en sik gozlenen
komplikasyon amniyotik sivinin sizintisidir
(%1-2). Koryon villus 6rneklemesinde ise
ekstremitelerde gelisme geriligi, intrauterin
enfeksiyon @ ve  membran  yirtilmasi
gozlenebilmektedir.14 Bu tiir
komplikasyonlarin  6nline geg¢cmek icin
girisimsel olmayan cesitli tarama
yontemlerine basvurulmaktadir. Bu amagla,
insan koryonik gonadotropin, gebelikle
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iligkili plazma protein A, alfa fetoprotein,
inhibin A ve konjuge olmamis 0striol
proteinlerinin maternal serumdaki
seviyeleri, ultrason ile bakilan fetiisiin nukal
translusensi 6lciim degeriyle ve annenin
yasi, kilosu, daha 6nceki gebelik dykiisi ve
mevcut  fetiis sayisl ile birlikte
degerlendirilerek fetiis i¢in bir risk degeri
hesaplanmaktadir. Genel olarak bu deger
1/300’den daha yiiksek ¢ikmasi durumunda
gebelere girisimsel testler dnerilmektedir.>

Yakin zamanda maternal plazma ve
serumda fetiise ait DNA'nin bulundugunun
gosterilmesiyle, fetiisiin genetik materyaline
ulasmanin girisimsel olmayan bir yolu
ortaya ¢ikmistir.6 Bu sayede prenatal tani ve
tarama testlerinde hala gelisim asamasinda
olan yeni bir donem baslamistir.” Serbest
fetal DNA, anne ile fetlis dolasimi arasinda
plasental bir bariyer olusturan
sinsityotrofoblast  hiicrelerinden  orijin
almaktadir.8 Hiicrelerin apoptoza ugramasi
sonucu fetal DNA dolasima katildigindan,
DNA pargalara ayrilmig olarak
bulunmaktadir ve parcalarin ortalama
uzunlugu < 300 bp civarindadir.® Bu
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biiylikliik molekiiler yontemler ile fetiisiin
paternal kokenli genetik icerigini maternal
DNA’dan ayirt etmeye yettiginden, fetiisiin
saghginmi etkileyen yaygin ve ciddi bir¢ok
genetik  hastalifin  analizine = imkan
tanimaktadir. Glinlimiizde Rh kan grubu
uyumsuzlugunu belirlemede; X
kromozomuna bagh kalitm gosteren
hastaliklar  icin  fetiisiin  cinsiyetini
belirlemede ve yaygin gozlenen 21, 13, 18, X
ve Y kromozomlarinin andploidisinde rutin
bir test olarak maternal dolasimdaki serbest
fetal DNA'nin analizi yapilmaktadir.10

Maternal dolasimdaki serbest fetal
DNA oldukca disiik miktarda
bulunmaktadir. Maternal plazmanin bir
mililitresinde gebeligin erken dénemlerinde
25.4 genom esdegeri ve ge¢c doneminde
292.2 genom esdegeri serbest fetal DNA'nin
oldugu bildirilmigtir.1! Maternal
dolasimdaki serbest DNA'min  birinci
trimester do6neminde %10'u  lgciinci
trimester doéneminde ise %30'u fetal
DNA’dan olusmaktadir.1213 Gebeligin
ilerlemesine bagh olarak serbest fetal DNA
miktarinda artis olmasinin yaninda, annenin
vicut kitle indeksi, c¢esitli metabolik
hastaliklar, = preeklampsi gibi  cesitli
komplikasyonlar, fetal anoploidiler ve ikiz
gebelik varligi gibi durumlar da fetal DNA'nin
miktarini etkilemektedir.1415 Orijin aldig1
dokunun dogasi ve mevcut molekiiler
yontemlerin duyarliliklar1 geregi fetal DNA
ilk olarak gebeligin 5-7’inci haftasinda
belirlenebilmekte olup gebelik
sonuglanincaya kadar tespit
edilebilmektedir.1617 Cok az miktarda
bulunmasi, kii¢iik parcalar halinde olmasi ve
miktarinin anne ve fetiisiin saghgindan
etkilenmesi gibi biyolojik sebepler ile gebelik
siirecinde anne ve fetiisiin saghgi acisindan
taninin  olabilecek en erken siirede
koyulmas1  gerekliligi, fetal DNA’nin
molekiiler yontemler ile analiz edilebilmek
amaciyla elde edilebilirligini olduke¢a kritik
bir 6neme getirmektedir.

Fetal DNA'nin etkin bir sekilde
izolasyonu ve zenginlestirilmesi taninin
dogrulugunu giiclendirmek acisindan kritik
bir o6neme sahip olmasina ragmen,
glinlimiizde prenatal tani amach standart
kabul gérmiis bir izolasyon yoOntemi
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bulunmamaktadir. Sivi biyopsilerden yaygin
olarak serbest DNA izolasyonu, nitkleik
asitlere afinitesi yiiksek kolonlarin ya da
manyetik boncuklarin kullanildigt DNAnin
saflastirilmasin1  ve  zenginlestirilmesini
hedefleyen ticari kitler araciigl ile ya da
standart fenol-kloroform temelli
yontemlerle gerceklestirilmektedir.!8 Farkli
yontemler arasinda elde edilen DNA’nin
miktari bakimindan varyasyonlar
bulunurken hepsinde mutlaka kaynaktaki
miktara gore izolasyon sonucu elde edilen
DNA miktarinda kayip yasanmaktadir.19.20
DNA kaybinin 6niine gecmek icin alternatif
tan1 yaklasimlardan birisi de biyolojik
ornegin DNA izolasyonu yapilmadan PCR
reaksiyonunda kalip olarak kullanildigi
dogrudan-PCR yontemidir. Ozellikle hedef
DNA  miktarinin  kisith  oldugu ve
zenginlestirme gerektirdigi biyolojik
orneklerin analizlerinde ya da hizh ve
ekonomik bir yaklasimin benimsenmesi
gerektigi durumlarda dogrudan-PCR
yonteminden yararlanilmaktadir.21-26
Calismamizda, dogrudan-PCR’in maternal
serumdaki  fetal DNA’y1  belirlemede
kullanilip kullanilamayacagi
degerlendirilmistir. Bu amacla Y
kromozomuna 6zgii DYS14 ve SRY bolgeleri
0zgln primerler ile analiz edilerek fetiisiin
cinsiyetinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Gerec¢ ve Yontem
Katilimcilar ve serum érneklerinin toplanmasi

Arasgtirmaya, Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum kliniginde, 2006
yilinda gesitli sebeplerden tarama testlerinin
ya da amniyosentez analizinin yapilmasi
yoniinde degerlendirilmis olan 40 gebe
kadin dahil edilmistir. Arastirmanin igerigi,
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurul'u tarafindan 21/12/2004 tarih ve 206
sayl numarasiyla onaylanmistir. Katilimcilar
rastgele secilmistir ve kan Ornekleri
alinmadan o6nce arastirma hakkinda
bilgilendirildiklerine ve goniillii olarak
katildiklarina dair imzali onay alinmistir.
Kan orneklerinin toplanmasi ve PCR
analizleri, klinik yontemlerle fetiisiin
cinsiyeti belirlenmeden o©nce yapilmistir.
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Fetlisin kesin cinsiyeti amniyosentez
uygulanan gebeliklerde sitogenetik analiz ile,
uygulanmayanlarda gebeligin 20.
haftasindan sonra yapilan ultrasonografi
bulgulariyla ya da dogum sonuclar ile
belirlenmistir. Ayrica ultrasonografi ile
cinsiyeti belirlenen fetiislerin dogum sonrasi
cinsiyetleri teyit edilmistir. Bununla birlikte,
PCR  analizlerinin  ozgiinliigiini  ve
duyarliligini belirlemek icin bes saglikh
erkekten ve negatif kontrol olarak kullanmak
amaciyla bes saglikli gebe olmayan kadindan
kan 6rnegi alinmistir.

Serum oOrneklerini hazirlamak icin,
pihtilasma aktivatérii ve serum ayiric jel
iceren tiiplere (BD vacutainer serum
separated type II tube, SST tube) 4-8ml
vendz kan alinmistir. Pihtilasma igcin 30
dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra,
tipler 3000g’'de 15 dakika santrifij
edilmistir. Ayrisan serum fazi, Dnaz
icermeyen yeni bir tiipe aktarildiktan sonra
analiz edilecegi zamana kadar -86°C’deki
derin dondurucuda saklanmistir.

Dogrudan  PCR  reaksiyonu ve PCR

bulgularinin klinik sonuglar ile
karsilastirilmasi
Serum orneklerini PCR

reaksiyonlarinda dogrudan kalip olarak
kullanabilmek amaciyla, érnekler kaynatma
on isleminden gegirilmistir. 400pul serum
ornegi 0.5 ml hacimli Dnaz icermeyen steril
eppendorf tip icerisinde 992C’deki su
banyosunda 5 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Isitma isleminden sonra 12000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek {ist
kisminda biriken temiz siipernatant PCR
reaksiyonlarinda kullanilmak amaciyla yeni
bir tiipe aktarilmistir.

Maternal serumdan fetlisiin
cinsiyetini  belirleyebilmek icin = PCR
reaksiyonunda 0zgiin primerler ile Y
kromozomuna 6zgii DYS14 (Testis Specific
Protein Y-Linked 1) ve SRY (Sex Determining
Region Y) genleri hedeflenmistir. PCR
reaksiyonu sonucunda 6zgiin amplifikasyon
goriilmesi durumunda fetlisiin  erkek

cinsiyete sahip oldugu, 0zgiin
amplifikasyonun  goézlenmemesinde ise
fetiisiin disi cinsiyette oldugu

degerlendirilmistir. Disi cinsiyet PCR
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reaksiyonunun negatif sonuclanmasi ile
belirlendiginden, PCR icin kalip olarak
kullanilan serum orneginde PCR
reaksiyonuna izin verecek DNA’nin bulunup
bulunmadiginin teyit edilmesi
gerekmektedir. Bu amacla Y kromozomuna
0zgii  PCR  reaksiyonlarinda  6zgiin
amplifikasyonun goézlenmedigi durumlarda
DNA'nin varligli otozomal bir lokus olan
GAPDH genine 0zgln primerler ile
gosterilmistir. DYS14 icin, 5’-
CATCCAGAGCGTCCCTGGCTT-3* ve 5-
CTTTCCACAGCCACATTTGTC-3’ primer gifti
kullanilmistir; amplifikasyon tiriinti 198bp
uzunlugundadir. SRY icin, 5’-
GGCAACGTCCAGGATAGAGTGA-3* ve 5-
TGCTGATCTCTGAGTTTCGCATT-3" primer
cifti kullamlmistir; amplifikasyon iiriini
115bp wuzunlugundadir. GAPDH icin, 5’-
CCCCACACACATGCACTTACC-3* ve 5'-
CCTAGTCCCAGGGCTTTGATT-3’ primer gifti
kullanilmistir; amplifikasyon iiriinii 97bp
uzunlugundadir. Her bir PCR reaksiyonu
toplam 50 pl hacimde hazirlanmis olup;
DYS14 ve GAPDH icin reaksiyonlar, son
konsantrasyonlari 0.4 pmol/pl olan forward
vereverse primer cifti, 0.05 U/ul hot start taq
polimeraz (Fermantas), 0.2 mM dNTP-mix
(Fermantas), 2.5 mM MgCl, ve 1X reaksiyon
tamponundan olusan karisima 20ul serum
orneginin eklenmesi ile kurulmustur. SRY
icin hazirlanan PCR reaksiyonunda farkh
olarak MgCl;’nin konsantrasyonu 3 mM
olacak sekilde hazirlanmistir.  Ozgiin
amplifikasyonlarin gerceklesebilmesi i¢in
DYS14 ve GAPDH’in reaksiyon karisimlar,
952C’de 10 dakika baslangi¢
denatiirasyonuna  birakildiktan  sonra;
942C’de 1 dakika denatilirasyon, 572C'de 1
dakika primer baglanmasi ve 722C’de 1
dakika uzama asamalarindan olusan 45
dongiiliik 1s1 profiline maruz birakilmistir;
dongiilerin ~ tamamlanmasindan  sonra
722C’de 10 dakika son uzama islemi
gerceklestirilmistir. SRY’nin amplifikasyonu,
digerlerinden farkli olarak primer baglanma
1s1s1 592C olarak ayarlanmistir.

Tim PCR drinleri, 0.5X TBE
tamponu ile hazirlanmis 0.7 pl/ml EtBr
iceren  %2’lik agaroz jel {lzerinde
yuritilmustiir. Agaroz jel goriintiileri, Bio
Imaging Systems (Synegene) goriintiileme
cihazinda EagleSight yazilimi (Stratagene)
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araciligl ile elde edilmistir. PCR {iriinlerinin
uzunluklari, jele yiiklenen 100 bp DNA
ladder (Fermantas GeneRuler) yardimi ile
belirlenmistir.

Y kromozomuna 6zgiin bolgelerin
PCR reaksiyonlari her bir gebe kadin serumu
icin ii¢ kez tekrar edilmistir. U¢ reaksiyondan
en az iki tanesinde 06zgiin amplifikasyon
gorilmesi durumunda fetiisiin cinsiyeti
erkek olarak kabul edilmistir. Ozgiin
amplikonun goriilmemesi durumunda ya da
reaksiyonlardan sadece bir tanesinde
amplifikasyon gerceklesmesi durumunda
fetiisiin cinsiyeti disi olarak kabul edilmistir.

Bulgular

DYS14, SRY ve GAPDH genleri icin
tasarlanan PCR kosullarinin en az hangi
miktardaki DNA’y1 amplifiye edebildigini
belirleyebilmek icin saglikli bir erkekten
izole edilen DNA'min seri diliisyonu
hazirlanarak her bir gen icin PCR reaksiyonu
kuruldu. DYS14 ile en az 2.5 pg/ul (Sekil 14),
SRY ile 10 pg/ul (Sekil 2B) ve GAPDH’in PCR
reaksiyonu ile 10 pg/ul konsantrasyondaki
DNA (Sekil 3A) amplifiye edilebilmistir.

A erkek

Dogrudan-PCR ile maternal serumun analizi

Fetiisiin cinsiyetini belirlemek icin PCR
reaksiyonlarinda kalip olarak izole edilmis
saf DNA yerine dogrudan maternal serum
kullanilacagindan, her bir gen i¢in tasarlanan
PCR reaksiyonlarinin en az ne Kkadar
dilisyondaki serumun icinde bulunan
DNA'y1 amplifiye edebilecegi test edilmistir.
Bu amagla erkek serumunun, 1:10000
konsantrasyona kadar diliisyonu
hazirlanmis ve PCR reaksiyonlarinda kalip
olarak kullanilmistir. DYS14 ile 1:1000 (Sekil
1B), SRY ile 1:10 (Sekil 2C) ve GAPDH’in PCR
reaksiyonu ile 1:100 diliisyondaki (Sekil 3B)
serumun icinde bulunan DNA’nin
amplifikasyonunun yapilabildigi
belirlenmistir. Maternal serumdan fetiisiin
cinsiyeti, Y kromozomuna 0zgii tasarlanmis
PCR reaksiyonlarinin amplifikasyon
driinlerine gore belirleneceginden, disi
cinsiyetin varligi aslinda PCR’in negatif
sonucu uzerinden gosterilmektedir. Bu
sebeple DYS14 ve SRY icin tasarlanan PCR
reaksiyonlarinin disi genomunda
amplifikasyon yapip yapmadiklar1 da
belirlenmistir. Her iki PCR tasariminin da
disilerden izole edilen DNA’y1 amplifiye
etmedigi, sadece erkek genomuna ait DNA’y1
amplifiye ettikleri belirlenmistir (Sekil 1A ve
Sekil 24).

disi

25ng 2,5ng 250pg 25pg 2,5pg 25ng 2,5ng 250pg 25pg 2,5pg Ladder

DYS14

Erkek serumu seri diliisyonu

1 1:10 1:100 1:1000 1:10000

DYS14

200bp

100bp

Ladder

200bp

100bp

Sekil 1. DYS14 geni i¢in tasarlanan PCR reaksiyonunun duyarlilik ve 6zgiinliigii: Erkek ve disi bireylerden
izole edilen DNA'min DYS14 geni PCR reaksiyonlarinin (A) ve erkek serumunun dogrudan PCR
reaksiyonlarinda kalip olarak kullanildigi DYS14 geni PCR reaksiyonlarinin sonuglar1 (B). NK, negatif

kontrol; bp, baz ¢ifti. 100 bp’lik ladder kullanilmistir.
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erkek

dl d2 el

SRY

B 10ng

Ing 100pg 10psg NK

e2 NK

Ladder
200bp

100bp

Ladder

SRY
C Erkek serumu seri dilusyonu
1 1:10 1:100 1:1000 1:10000 NK Ladder

SRY

200bp

100bp

Sekil 2. SRY geni icin tasarlanan PCR reaksiyonunun duyarlilik ve 6zglinliigii: Erkek ve disi bireylerden
izole edilen DNA'nin SRYgeni PCR reaksiyonlar1 sonuglar1 (A). Erkek bireyden izole edilen DNA’nin seri
dilisyonunun SRY geni PCR reaksiyonlari sonuglari (B). Erkek serumunun dogrudan PCR reaksiyonlarinda
kalip olarak kullanildigi SRY geni PCR reaksiyonlarinin sonuglari (C). NK, negatif kontrol; bp, baz ¢ifti. 100

bp’lik ladder kullanilmistir.

Fetlisin  cinsiyetini  belirlemek
amaciyla 40 gonilli gebe kadindan serum
ornegi  toplanmistir.  Goniillilerden 2
tanesinin serum 6rnegi laboratuvara isimsiz
gonderildigi icin molekiiler analizlere dahil
edilmemistir. Ayrica 3 tane katilimcinin
serum Ornekleri toplanmasina ragmen,
cesitli sebeplerden dolayr kadin dogum
poliklinigindeki takibi biraktiklarn icin
fetiislerinin gergek cinsiyetleri klinik testler
ya da dogum sonucu ile belirlenememistir.
Bu sebeplerden otiirii dogrudan-PCR ile
fetlisiin cinsiyetini belirleme analizlerine 35
gebelik dahil edilmistir. Fetiislerin gercek
cinsiyetleri, amniyosentez, ultrasonografi ve
dogum sonucu ile belirlenmistir.
Ultrasonografi ile cinsiyeti belirlenenlerin
cinsiyetlerini teyit etmek icin dogum sonrasi
sonuglart kullanilmistir. Maternal serum
orneklerinden fetal cinsiyetin belirlenmesi
analizleri, Y kromozomunu tanimlama
duyarliligt SRY genine gore daha yiiksek
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oldugu icin sadece DYS14 geninin PCR
reaksiyonlar ile gerceklestirilmistir. Klinik
sonuglarina gore 35 gebeligin 11'i disi 24’
erkek cinsiyete sahiptir (Tablo 1). PCR
analizleri sonucunda fetiislerin 12’sinin disi,
23’linlin erkek cinsiyette oldugu
belirlenmistir. Disi fetiis belirlenen serum
orneklerinin timiiniin GAPDH geni PCR
analizlerinde 06zgin amplifikasyon tespit
edilmistir. Her bir gebeligin klinik sonucu,
PCR ile belirlenen cinsiyet ile
karsilastirildiginda, 35 gebelikten 21 tanesi
gercek pozitif (erkek), 9 tanesi gercek negatif
(disi), 2 tanesi yalanc pozitif (disi fetilisler
PCR ile erkek olarak belirlendi) ve 3 tanesi
yalanci negatif (erkek fetiisler PCR ile disi
olarak belirlendi) sonu¢ vermistir (Tablo 1).
Elde edilen sonuglari, dogrudan-PCR analizi
ile fetiisiin cinsiyetini belirleme
duyarliiginin %87.5, 6zginliigiiniin %81.8
ve pozitif tahmin degerinin (PPV) %91.3
oldugunu ortaya koymustur.
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A

25ng 2,5ng 250pg 25pg 10pg 2,5pg NK Ladder

GAPDH 100bp
B Erkek serumu seri dilisyonu
Ladder 1 1:10 1:100  1:1000 1:10000  NK

200bp

100bp APDH

Sekil 3. GAPDH geni icin tasarlanan PCR reaksiyonunun duyarhlik ve 6zgiinliigii: izole edilen DNA'nin seri
dilisyonunun GAPDH geni PCR reaksiyonlar1 sonuglari (A). Erkek serumunun dogrudan PCR
reaksiyonlarinda kalip olarak kullanildigi GAPDH geni PCR reaksiyonlarinin sonuglar1 (B). NK, negatif
kontrol; bp, baz cifti. 100 bp’lik ladder kullanilmistir.

Tablo 1. Fetiislerin klinik cinsiyet sonuclar1 ile dogrudan-PCR ile belirlenen cinsiyetlerinin
kiyaslanmasi

Ornek . L Cinsiyet belirleme DYS14 Test
Gebelik haftas1 Fetiisiin cinsiyeti . i

numarasi yontemi sonucu Sonucu
1 11h+3g XY AS XX YN
2 11h+4g XY AS XY GP
3 12h+1g XY D XY GP
4 12h+4g XY AS XY GP
5 13h+4g XY USG XY GP
6 15h+3g XY AS XY GP
7 15h+4g XX AS XX GN
8 15h+5¢g XY AS XY GP
9 15h+5¢g XX D XX GN
10 16h+1g XY USG XY GP
11 16h+1g XY USG XY GP
12 16h+2g XY D XY GP
13 16h+3g XX USsG XY YP
14 16h+4g XY D XY GP
15 16h+6g XY AS XY GP
16 16h+6g XX D XY YP
17 17h XX D XX GN
18 17h XX AS XX GN
19 17h+2g XY AS XY GP
20 17h+3g XX D XX GN

AS, Amniyosentez; USG, ultrasonografi; D, dogum; GP, gercek pozitif; GN, gercek negatif; YP, yalanci pozitif
ve YN, yalanci negatif
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Tablo 1’in devamu: Fetlislerin klinik cinsiyet sonuclari ile dogrudan-PCR ile belirlenen

cinsiyetlerinin kiyaslanmasi

Ornek . e e e Cinsiyet belirleme DYS14 Test
Gebelik haftas1 Fetiisiin cinsiyeti . .

numarasi yontemi sonucu Sonucu
21 17h+4g XY D XY GP
22 18h XY USG XX YN
23 18h XX D XX GN
24 19h XY USG XY GP
25 19h+3g XY D XY GP
26 20h XY USG XY GP
27 20h XX USG XX GN
28 20h XY USG XY GP
29 21h XY D XX YN
30 21h+5g XX D XX GN
31 22h XY USG XY GP
32 24h XY USG XY GP
33 24h XY USG XY GP
34 24h XY USG XY GP
35 24h XX D XX GN

AS, Amniyosentez; USG, ultrasonografi; D, dogum; GP, gercek pozitif; GN, gercek negatif; YP, yalanci pozitif

ve YN, yalanci negatif

Tartisma

Prenatal taninin amaci hem hasta
bireylerin hem de ebeveynlerin yasamlarini
psikolojik ve ekonomik olarak etkileyen, ayni
zamanda ulusal saglik  sistemlerine
ekonomik bir yiik getiren genetik
hastaliklarin goriilme sikligini ve yayginligini
azaltmaktir. Maternal serumda fetiise ait
serbest DNA'nin var oldugunun bulunmasi
ile birlikte, prenatal tani ve taramada
kullanilan geleneksel yaklasimlarin yaninda,
fetlisiin genetik bir hastalik bakimindan
durumunun degerlendirilebildigi yeni bir
yaklasim kullanima girmistir.2? Glinlimiizde
ozellikle yaygin gozlenen andploidiler olmak
tiizere, Rh kan grubu uyumsuzlugu
durumunda ve  fetiislin cinsiyetini
belirlemede serbest fetal DNA’dan yaygin
olarak yararlanilmaktadir. Serbest fetal DNA
uygulamalari iilkemizde, fetiisiin cinsiyetinin
belirlenmesi?8, Rh durumunun tespit
edilmesiz829, preeklampsi ile iligkisinin
ortaya koyulmasi39, orak hiicre anemisi ve [3-
talasemi gibi tek gen hastaliklarinin tanisinin
yapilmasi3! ve plasentaya bagh obstetrik
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komplikasyonlarin tanimlanmasinda3? gibi
bir ¢ok arastirmanin konusu olmustur.

Hedeflenen genetik durum,
uygulanan analiz ydntemi, uygulandigl
laboratuvar gibi cesitli faktorlere bagh
olarak testlerin tespit oranlari, dogruluklari
ve oOzglnlikleri arasinda varyasyonlar
gozlenebilmektedir. Maternal plazmadan
nested-PCR  ile  fetiisiin  cinsiyetinin
belirlendigi bir arastirmada, fetiislerin
%91.7’sinin cinsiyeti dogru belirlenebilmis
olup, 24 disi fetiisten 3 tanesinin cinsiyeti
hatali olarak erkek belirlenmistir.33 Fetiisiin
cinsiyetinin belirlendigi baska bir ¢calismada,
konvansiyonel PCR’1n duyarlilik ve 6zgiinliik
degerleri sirasiyla % 95.6 ve %98 olarak
belirlenirken; gercek zamanlhh PCR ile
sirasiyla  %91.8 ve %100 degerlerine
ulasilmistir. Bununla birlikte konvansiyonel
PCR ile bir fetiisiin cinsiyeti yanls
belirlenirken, dort fetiisiin  cinsiyeti
belirlenememistir.34 Anoéploidilerin
belirlenmesinde serbest fetal DNA analizi
sonuglari oldukcga varyasyon
gostermektedir. Yirmi binden fazla gebe
kadinin dahil edildigi bir arastirmada, dusiik
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ve yiiksek risk tasiyan gebeler arasinda
trizomi 21 icin pozitif tahmin degerinin
sirasiyla %85.7 ve %97.5 oldugu; trizomi 18
icin sirasiyla %50 ve %81.3 oldugu ve
trizomi 13 icin sirasiyla %62.5 ve %83.3
oldugu belirlenmistir.35 Cinsiyet kromozomu
anodploidilerinin  degerlendirildigi 45773
gebe kadinin dahil edildigi bir arastirmada,
45X, 47, XXX, 47 XXY ve 47,XYY icin pozitif
tahmin degerinin sirasiyla %12.5, %51.7,
%66.7 ve %83.3 oldugu bulunmustur.36

Maternal dolasimdaki serbest fetal
DNA ile fetiislin genetik durumunun analiz
edildigi testlerin giivenilirlik skorlarim
etkileyen en onemli etken fetal DNA'nin
analiz edilebilir miktarda bulunurlugudur.
Maternal dolasimdaki serbest fetal DNA'nin
maternal serbest DNA’ya gore oraninin %4
oldugu durumda tespit etme oraninin %62.1,
%9 ve lizerinde oldugunda bu oranin %100’e
ciktigi bulunmustur.3?” Bu sebeple bircok
laboratuvar %4’lik serbest fetal DNA
oranini, test sonucunu agiklayabilmek icin
givenilirligin  bir esigi olarak kabul
etmektedir.38 Ayrica serbest fetal DNA orani
diisiik seyrettigi icin genel olarak gebeligin
onuncu haftasindan 6nce prenatal testler igin
kullanilmas1 onerilmemektedir.3 Biyolojik
ornekte analiz edilmek istenen genetik
materyalin ya da kaynaginin az oldugu
durumlarda, molekiiler analizlerde tercih
edilen bir yaklasim da nikleik asit
izolasyonu yapilmadan biyolojik 6rnegin
dogrudan PCR reaksiyonlarinda kalip olarak
kullanilmasidir. DNA saflagtirmasi
yapilmamis plazmadaki serbest DNA
mikranin, niikleik asitlere karsi afinitesi olan
bir kolon iceren kit ile izole edilen DNA
miktarina gore 2.79 kat daha fazla oldugu
bulunmustur. Ayrica klasik fenol kloroform
izolasyon yoOnteminin, sadece serbest
DNA'nin yiiksek konsantrasyonda oldugu
plazma orneklerine uygulanabilecegi, bu tiir
orneklerde de ancak %87.4'lnln izole
edilebildigi gosterilmistir.2 Dogrudan-PCR
yontemi yaygin olarak kan dolasimindaki
viriislerin212240 ye bakterilerin4!42 tespiti
icin kullanilmakla birlikte, yeni yaklasimlarla
birlikte yeni doganlarda spinal muskiiler
atrofi gibi genetik hastaliklarin
taranmasinda da kullanilmaya
baslanmistir.25  Calismamizda, maternal
serum Orneklerinin konvansiyonel PCR
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reaksiyonlarinda dogrudan kalip olarak
kullanilarak fetal cinsiyetin %91.7 pozitif
tahmin degeri ile tespit edilebilecegi
gosterilmistir. Bununla birlikte dizayn edilen
PCR reaksiyonlarimi duyarlihk (%87.5) ve
ozgunligii.  (%81.8)  pozitif  tahmin
degerinden daha diisiik bulunmustur. Diisiik
ozgiinlik ve duyarliik degerleri yalanci
pozitif ve yalanci negatif sonuclarin
varligindan kaynaklanmaktadir. Dogumdan
hemen sonra maternal dolasimda serbest
fetal DNA ¢ok kisa stlirede tiikenmektedir43,
bu sebeple yalanci pozitif sonuglarin dnceki
gebelikte fetiisiin erkek olmasi ile iliskisi
bulunmamaktadir. Bu durumda yalanci
pozitif sonuglar, analiz sirasinda gesitli
basamaklarda 6rnekler arasindaki bulastan
kaynaklanmis olabilir. Diger yandan yalanci
negatif sonuclarin sebebi konvansiyonel
PCR'In tespit etme hassasiyetinin gercek
zamanli PCR gibi daha hassas yontemlere
gore daha diisiik kalmasina baglanabilir.

Sonug

Calismamiz, daha hassas dizayn
edilecek molekiiler analizler ile ve
kontaminasyon risklerinin ortadan
kaldirldig1 kosullarda, maternal serumun
dogrudan fetiisiin genetik durumunu tespit
etmekte kullanilabilecegini gostermektedir.

Yazar Katkilar:: Fikir/Kavram: UA, CEY;
Tasarim: UA, CEY; Veri Toplama ve Isleme:
UA; Analiz ve Yorum: UA; Kaynak Taramast:
UA; Makale Yazimi: UA.

Cikar Catismasi: Bu calismada herhangi
bir ¢ikar catismasi bulunmamaktadir.

Mali Destek: Dokuz Eyliil Universitesi
Arastirma Fon Saymanligi tarafindan
“2005.KB.SAG.004” proje numaras1 ile
desteklenmistir.

TesekKkiir: Arastirma igin gerekli olan
serum oOrneklerinin ve klinik bulgularin elde
edilmesinde katkilarindan dolay1 Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dalindan Dr. Namik Demir, Dr. Murat
Celiloglu, Dr. Sebahattin Altinyurt ve Dr.
Serkan Gli¢li’'ye tesekkiir ederiz.

319



1.

Kaynaklar

Alfirevic Z, Navaratnam K, Mujezinovic F.
Amniocentesis and chorionic  villus
sampling for prenatal diagnosis. Cochrane
Database Syst Rev. Sep 4
2017;9(9):CD003252.
doi:10.1002/14651858.CD003252.pub?2

Evans MI, Wapner R]. Invasive prenatal
diagnostic  procedures 2005. Semin
Perinatol. Aug 2005;29(4):215-8.

do0i:10.1053/j.semperi.2005.06.004

Nassr AA, Hessami K, D'Alberti E, et al.
Obstetrical outcomes following
amniocentesis performed after 24 weeks of
gestation: A systematic review and meta-
analysis. Prenat Diagn. Oct
2023;43(11):1425-1432.
doi:10.1002/pd.6435

Society for Maternal-Fetal M, Berry SM,
Stone ], Norton ME, Johnson D, Berghella V.
Fetal blood sampling. Am | Obstet Gynecol.
Sep 2013;209(3):170-80.
doi:10.1016/j.ajog.2013.07.014

Carlson LM, Vora NL. Prenatal Diagnosis:
Screening and Diagnostic Tools. Obstet
Gynecol Clin North Am. Jun 2017;44(2):245-
256.d0i:10.1016/j.0gc.2017.02.004

. Lo YM, Corbetta N, Chamberlain PF, et al.

Presence of fetal DNA in maternal plasma
and serum. Lancet. Aug 16
1997;350(9076):485-7.
doi:10.1016/S0140-6736(97)02174-0

Minear MA, Alessi S, Allyse M, Michie M,
Chandrasekharan S. Noninvasive Prenatal
Genetic Testing: Current and Emerging
Ethical, Legal, and Social Issues. Annu Rev
Genomics Hum Genet. 2015;16:369-98.
doi:10.1146/annurev-genom-090314-
050000

Gupta AK, Holzgreve W, Huppertz B, Malek
A, Schneider H, Hahn S. Detection of fetal

DNA and RNA in placenta-derived
syncytiotrophoblast microparticles
generated in vitro. Clin Chem. Nov

2004;50(11):2187-90.
doi:10.1373/clinchem.2004.040196

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2024;17(2)

Dogrudan-PCR ile maternal serumun analizi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

. Chan KC, Zhang ], Hui AB, et al. Size

distributions of maternal and fetal DNA in
maternal plasma. Clin Chem. Jan
2004;50(1):88-92.
d0i:10.1373/clinchem.2003.024893

La Verde M, De Falco L, Torella A, et al.
Performance of cell-free DNA sequencing-
based non-invasive prenatal testing:
experience on 36,456 singleton and
multiple pregnancies. BMC Med Genomics.
Mar 30 2021;14(1):93.
doi:10.1186/s12920-021-00941-y

Lo YM, Tein MS, Lau TK, et al. Quantitative
analysis of fetal DNA in maternal plasma
and serum: implications for noninvasive
prenatal diagnosis. Am | Hum Genet. Apr
1998;62(4):768-75. d0i:10.1086/301800

Lo YM, Chan KC, Sun H, et al. Maternal
plasma DNA sequencing reveals the
genome-wide genetic and mutational
profile of the fetus. Sci Transl Med. Dec 8
2010;2(61):61ra91.
doi:10.1126/scitranslmed.3001720

Lun FM, Chiu RW, Chan KC, Leung TY, Lau
TK, Lo YM. Microfluidics digital PCR reveals
a higher than expected fraction of fetal DNA
in maternal plasma. Clin Chem. Oct
2008;54(10):1664-72.
d0i:10.1373/clinchem.2008.111385

Vora NL, Johnson KL, Basu S, Catalano PM,
Hauguel-De Mouzon S, Bianchi DW. A
multifactorial relationship exists between
total circulating cell-free DNA levels and
maternal BMI. Prenat Diagn. Sep
2012;32(9):912-4. d0i:10.1002/pd.3919

Zhou Y, Zhu Z, Gao Y, et al. Effects of
Maternal and Fetal Characteristics on Cell-
Free Fetal DNA Fraction in Maternal
Plasma. Reprod Sci. Nov 2015;22(11):1429-
35.d0i:10.1177/1933719115584445

[llanes S, Denbow M, Kailasam C, Finning K,
Soothill PW. Early detection of cell-free
fetal DNA in maternal plasma. Early Hum
Dev. Sep 2007;83(9):563-6.
d0i:10.1016/j.earlhumdev.2006.11.001

Wright CF, Burton H. The use of cell-free
fetal nucleic acids in maternal blood for
non-invasive prenatal diagnosis. Hum

320



18

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Reprod Update. Jan-Feb 2009;15(1):139-
51.d0i:10.1093 /humupd/dmn047

. Wan JCM, Massie C, Garcia-Corbacho ], et al.
Liquid biopsies come of age: towards
implementation of circulating tumour DNA.
Nat Rev Cancer. Apr 2017;17(4):223-238.
doi:10.1038/nrc.2017.7

Beranek M, Sirak I, Vosmik M, Petera ],
Drastikova M, Palicka V. Carrier molecules
and extraction of circulating tumor DNA for
next generation sequencing in colorectal
cancer. Acta Medica (Hradec Kralove).
2016;59(2):54-8.
doi:10.14712/18059694.2016.54

Breitbach S, Tug S, Helmig S, et al. Direct
quantification of cell-free, circulating DNA
from unpurified plasma. PLoS One.
2014;9(3):e87838.
doi:10.1371/journal.pone.0087838

Abe K. Direct PCR from serum: application
to viral genome detection. Methods Mol
Biol.  2003;226:161-6. doi:10.1385/1-
59259-384-4:161

Bachofen C, Willoughby K, Zadoks R, Burr P,
Mellor D, Russell GC. Direct RT-PCR from
serum enables fast and cost-effective
phylogenetic analysis of bovine viral
diarrhoea virus. | Virol Methods. Jun
2013;190(1-2):1-3.
doi:10.1016/j.jviromet.2013.03.015

Nanayakkara [A, Cao W, White IM.
Simplifying Nucleic Acid Amplification
from Whole Blood with Direct Polymerase
Chain Reaction on Chitosan Microparticles.
Anal Chem. Mar 21 2017;89(6):3773-3779.
do0i:10.1021/acs.analchem.7b00274

Templeton JE, Taylor D, Handt O, Skuza P,
Linacre A. Direct PCR Improves the
Recovery of DNA from Various Substrates. J
Forensic Sci. Nov 2015;60(6):1558-62.
doi:10.1111/1556-4029.12843

Shinohara M, Niba ETE, Wijaya YOS, et al. A
Novel System for Spinal Muscular Atrophy
Screening in Newborns: Japanese Pilot
Study. Int ]| Neonatal Screen. Dec
2019;5(4):41. d0i:10.3390/ijns5040041

Wagner FF, Flegel WA, Bittner R, Doscher A.
Molecular typing for blood group antigens
within 40 min by direct polymerase chain

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2024;17(2)

Dogrudan-PCR ile maternal serumun analizi

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

reaction from plasma or serum. Br |

Haematol. Mar 2017;176(5):814-821.
doi:10.1111/bjh.14469
Bianchi DW. Pregnancy: Prepare for

unexpected prenatal test results. Nature.
Jun 4 2015;522(7554):29-30.
doi:10.1038/522029a

Elgun T, Musteri Oltulu Y, Gok Yurttas A,
Agyuz U, Ozkal Molla F, Kilic U.
Determination of Rh type and gender using
circulating cell-free fetal DNA in early
pregnancy of Rh negative women in turkey.
Transfus Clin Biol. Aug 2023;30(3):324-
328.doi:10.1016/j.tracli.2023.04.004

Aykut A, Onay H, Sagol S, Gunduz C, Ozkinay
F, Cogulu O. Determination of fetal rhesus d
status by maternal plasma DNA analysis.
Balkan | Med Genet. Dec 2013;16(2):33-8.
doi:10.2478/bjmg-2013-0029

Zeybek YG, Gunel T, Benian A, Aydinli K,
Kaleli S. Clinical evaluations of cell-free
fetal DNA quantities in pre-eclamptic
pregnancies. | Obstet Gynaecol Res. Mar
2013;39(3):632-40. doi:10.1111/j.1447-
0756.2012.02011.x

Yenilmez ED, Tuli A, Evruke IC. Noninvasive
prenatal diagnosis experience in the
Cukurova Region of Southern Turkey:
detecting paternal mutations of sickle cell
anemia and beta-thalassemia in cell-free
fetal DNA using high-resolution melting
analysis. Prenat Diagn. Nov
2013;33(11):1054-62.

doi:10.1002/pd.4196

Adiyaman D, Kuyucu M, Atakul BK, et al.
Can the Cell-free DNA Test Predict Placenta
Accreta Spectrum or Placenta Previa
Totalis? Z Geburtshilfe Neonatol. Apr
2022;226(2):92-97. doi:10.1055/a-1579-
1338

Zolotukhina TV, Shilova NV, Voskoboeva
EY. Analysis of cell-free fetal DNA in plasma
and serum of pregnant women. J Histochem
Cytochem. Mar 2005;53(3):297-9.
doi:10.1369/jhc.4B6398.2005

Aghanoori MR, Vafaei H, Kavoshi H,
Mohamadi S, Goodarzi HR. Sex
determination using free fetal DNA at early
gestational ages: a comparison between a
modified mini-STR genotyping method and

321



35.

36.

37.

38.

39.

real-time PCR. Am | Obstet Gynecol. Sep
2012;207(3):202 el-8.
doi:10.1016/j.ajog.2012.06.026

Dar P, Jacobsson B, MacPherson C, et al.
Cell-free DNA screening for trisomies 21,
18, and 13 in pregnancies at low and high
risk for aneuploidy with genetic
confirmation. Am ] Obstet Gynecol. Aug
2022;227(2):259 el-259 el4.
doi:10.1016/j.ajog.2022.01.019

Lu X, Wang C, Sun Y, Tang ], Tong K, Zhu J.
Noninvasive prenatal testing for assessing
foetal sex chromosome aneuploidy: a
retrospective study of 45,773 cases. Mol
Cytogenet. Jan 6 2021;14(1):1.
doi:10.1186/s13039-020-00521-2

Wright D, Wright A, Nicolaides KH. A
unified approach to risk assessment for
fetal aneuploidies. Ultrasound Obstet
Gynecol. Jan 2015;45(1):48-54.
doi:10.1002/u0g.14694

Canick JA, Palomaki GE, Kloza EM, Lambert-
Messerlian GM, Haddow JE. The impact of
maternal plasma DNA fetal fraction on next
generation sequencing tests for common
fetal aneuploidies. Prenat Diagn. Jul
2013;33(7):667-74.d0i:10.1002/pd.4126

Chiu RW, Lo YM. Non-invasive prenatal
diagnosis by fetal nucleic acid analysis in

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2024;17(2)

Dogrudan-PCR ile maternal serumun analizi

40.

41.

42,

43.

maternal plasma: the coming of age. Semin
Fetal Neonatal Med. Apr 2011;16(2):88-93.
doi:10.1016/j.siny.2010.10.003

Nishimori A, Konnai S, Ikebuchi R, et al.
Direct polymerase chain reaction from
blood and tissue samples for rapid
diagnosis of bovine leukemia virus
infection. J Vet Med Sci. Jun 1
2016;78(5):791-6. doi:10.1292/jvms.15-
0577

Imai H, Watanabe Y, Shimada D, et al. Utility
of a Cell-Direct Polymerase Chain Reaction-
Based Nucleic Acid Lateral Flow
Immunoassay for Detection of Bacteria in
Peripheral Blood Leukocytes of Suspected
Sepsis  Cases. Infect Drug Resist.
2021;14:5137-5144.
doi:10.2147/IDR.S345361

Tjhie JH, van Kuppeveld F], Roosendaal R, et
al. Direct PCR enables detection of
Mycoplasma pneumoniae in patients with
respiratory tract infections. J Clin Microbiol.
Jan 1994;32(1):11-6.
d0i:10.1128/jcm.32.1.11-16.1994

Lo YM, Zhang ], Leung TN, Lau TK, Chang
AM, Hjelm NM. Rapid clearance of fetal DNA
from maternal plasma. Am | Hum Genet. Jan
1999;64(1):218-24. doi:10.1086/302205

322



