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Yiksek Lisans Tezi

miR-155, let-7¢c ve miR-433 mikroRNA Ekspresyonlarinin Down Sendromlu Bireylerde

Konjenital Kalp Hastaliklarina Etkisinin Arastirilmasi
Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiis

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Down sendromu (DS), 21. Kromozomun tam veya kismi bir kopyasinin
fazlaligindan kaynaklanan bir durumdur (Trizomi 21). DS, biligsel bozukluklarin en
yaygin genetik nedenidir ve kraniyofasiyal anomaliler, konjenital kalp hastaligi,
gelisimsel gecikmeler, immun yetmezlik, kisa boy, hipotoni gibi genis bir yelpaze ile
karakterizedir. Ayrica, otoimmiin hastaliklar, epilepsi, isitme ve gorme problemleri,
hematolojik bozukluklar, hipotiroidizm ve Alzheimer gibi ¢esitli tibbi durumlarin artmis
riski de mevcuttur. DS yaygmligi, c¢alisma popiilasyonuna ve kullanilan tanisal
yontemlere bagli olarak yaklagik 800 dogumda bir olarak tahmin edilmektedir. DS riski
anne yasiyla artar ve ileri anne yas1 yaklasik %10 oraninda DS gebeliklerinden
sorumludur. Trizomi 21 gebeliklerinin ¢ogu diisiik veya 6lii dogumla sonuglanir ve
etkilenen fetiislerin yaklasik %80'i dogum zamanina kadar hayatta kalamaz. DS'nin
molekiiler patogenezi karmagiktir ve tam olarak anlagilmamaktadir, ancak "gen dozu"
hipotezi en yaygin kabul edilen teoridir. Bu hipotez, ekstra kromozom 21'in gen
ekspresyon seviyelerinde %50'lik bir artisa neden oldugunu ve DS fenotipi ile iliskili
genlerin dengesini bozdugunu 6ne siirmektedir. Kromozom 21'de 400'den fazla gen
bulunmaktadir ve bu genlerin asir1 ifadesi, DS'nin karakteristik 6zelliklerinden sorumlu

olabilir.

Kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar), protein kodlamayan RNA molekdlleri olup,
gen ekspresyonu ve hiicresel sureclerde énemli dizenleyici roller oynarlar. Mikro-

RNA'lar, gen ekspresyonunu diizenlemede 6nemli bir rol oynayan protein kodlamayan



RNA molekiilleridir. Insan genomunun sadece %3'iinii olusturmalarina ragmen, yiizlerce
mRNA'y1 hedefleyebilirler. Insan 21. Kromozomundan ifade edilen bes miRNA
bulunmaktadir ve DS fenotipi ile iliskili dokularda miR-99a, let-7¢c ve miR-125b-2'nin

asir1 eksprese oldugu gosterilmistir.

Calismamizda DS’lu bireylerin en yaygm fenotipi olan konjenital kalp
hastaliginin olugsmasinda etkili oldugu varsayilan 3 mikro-RNA’nin (miR-155, miR-433
ve let-7¢) Real-Time PCR yontemi kullanilarak ekspresyonlarmin arastirilmasi
amaglanmistir. Trakya Universitesi, T1p Fakiiltesi, Cocuk Kardiyoloji Bilim Dali’ndan ve
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’ndan DS’lu konjenital
kalp hastalig1 olan (Grup A) ve DS’lu ancak konjenital kalp hastalig1 olmayan (Grup B)
hastalardan ve kontrol grubu (Grup C) olarak saglikli bireyler ¢aligmamiza dahil
edilmistir. Calismaniz sonucunda istatistiksel analizler, Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali'nda SPSS 20.0 (Lisans No:
10240642) paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Istatistiksel anlamlilik sinir
degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.

miR-155 ve let-7c'nin plazma ifade diizeyleri Act degerleri kullanilarak
hesaplandi. Ancak, miR-433"in plazmada yeterli miktarda ifade edilmedigi gozlemlendi.
Istatistiksel analiz sonuglarina gore, miR-155 ekspresyonu agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,392). Ayn sekilde, let-7c'nin ifadesi
de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedi (p=0,248). Bu nedenle,
A grubu ile B ve C gruplari arasinda mikro-RNA'larin ifade diizeyleri agisindan anlaml
bir fark tespit edilmedi.

Calismamizda, miR-433"lin Act degerlerinin hesaplanamamasinin, bu mikro-
RNA'nin plazmada yeterli miktarda ifade edilmedigi olasiligim1 gosterdigini
diigiiniiyoruz. miR-433"in kalp gelisimini etkileyebilecegi ve kalp dokusunda ifade
edildigi literatiirde bildirilmistir. Ancak, plazmada ifade edilmedigi veya ¢ok diisiik
diizeyde ifade edildigi tahmin edilmektedir. Calismamizda, DS’lu bireylerin konjenital

kalp hastalig1 gelisiminde etkili oldugu diisiiniilen miR-155 ve let-7¢'ye odaklandik.

Ancak, bu mikro-RNA'larin ifade diizeylerinde ¢alisma gruplarimiz arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Bu bulgular, calismamiza dahil edilen



mikro- RNA'larin DS’lu bireylerde kalp gelisimi {izerinde dogrudan etkisinin dnemini
vurgulamak icin yeterli olmamakla birlikte daha ileri ve kapsamli c¢aligmalar

gerekmektedir.
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Master’s Thesis

Investigation of the Effect of miR-155, let-7c and miR-433 microRNA Expressions on

Congenital Heart Diseases in Down Syndrome Individuals
Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Department of Biotechnology and Genetics

ABSTRACT

Down syndrome (DS), also known as Trisomy 21, is a condition resulting from
the complete or partial duplication of chromosome 21. DS is the most common genetic
cause of cognitive impairments and is characterized by a broad spectrum of features,
including craniofacial anomalies, congenital heart disease, developmental delays,
immunodeficiency, short stature, and hypotonia. Additionally, there is an increased risk
of various medical conditions such as autoimmune diseases, epilepsy, hearing and vision
problems, hematological disorders, hypothyroidism, and Alzheimer's disease. The
prevalence of DS is estimated to be approximately one in 800 live births, depending on
the study population and diagnostic methods. The risk of DS increases with maternal age,
and advanced maternal age accounts for about 10% of DS pregnancies. Most Trisomy 21
pregnancies result in miscarriage or stillbirth, with approximately 80% of affected fetuses
not surviving until birth. The molecular pathogenesis of DS is complex and not fully
understood, but the "gene dosage" hypothesis is the most widely accepted theory. This
hypothesis suggests that the extra copy of chromosome 21 leads to a 50% increase in gene
expression levels, disrupting the balance of genes associated with the DS phenotype.
Chromosome 21 contains over 400 genes, and the overexpression of these genes may be

responsible for the characteristic features of DS.

Non-coding RNAs (ncRNASs) are non-protein-coding RNA molecules that play
important regulatory roles in gene expression and cellular processes. MicroRNAS

Vil



(miRNAs) are a class of ncRNAs that play a crucial role in regulating gene
expression. Despite constituting only 3% of the human genome, miRNAs can target
hundreds of mRNAs. Five miRNAs are expressed from human chromosome 21, and
overexpression of miR-99a, let-7c¢, and miR-125b-2 has been shown in tissues associated

with the DS phenotype.

In our study, we aimed to investigate the expressions of three miRNAs (miR-155,
miR-433, and let-7c), assumed to be effective in the development of congenital heart
disease, the most common phenotype in individuals with DS, using the Real-Time PCR
method. Participants included individuals with DS and congenital heart disease (Group
A), individuals with DS without congenital heart disease (Group B), and a control group
of healthy individuals (Group C) from the Department of Pediatric Cardiology and the
Department of Medical Genetics at Trakya University Faculty of Medicine. Statistical
analyses were performed using the SPSS 20.0 package program from the Biostatistics and
Medical Informatics Department at Trakya University Faculty of Medicine, with a

significance threshold set at p<0.05.

Plasma expression levels of miR-155 and let-7¢ were calculated using Act values.
However, it was observed that miR-433 was not adequately expressed in plasma.
According to the statistical analysis results, there was no statistically significant
difference in miR-155 expression among the groups (p=0.392). Similarly, the expression
of let-7c did not show a statistically significant difference among the groups (p=0.248).
Therefore, no significant difference in the expression levels of miRNAs was detected

between Group A and Groups B and C.

In our study, the inability to calculate Act values for miR-433 suggests that this
miRNA may not be sufficiently expressed in plasma. Literature reports indicate that miR-
433 may influence heart development and is expressed in cardiac tissue. However, it is
hypothesized that it is either not expressed or expressed at very low levels in plasma. Our
study focused on miR-155 and let-7c, believed to be influential in the development of

congenital heart disease in individuals with DS.

However, there was no statistically significant difference in the expression levels

of these miRNAs among our study groups. While these findings may not be sufficient to

viii



emphasize the direct impact of the included miRNAs on heart development in individuals
with DS, further and more comprehensive studies are needed.

Year . 2023
Number of Pages 191

Keywords : Down Syndrome, Non-coding RNAs, Congenital Heart Disease,
miR-155, let-7¢c, miR-433
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BOLUM 1

GIRIS

Down Sendromu (DS), 800 canli dogumda bir goriilmekle birlikte ¢esitli
nedenlerle diisiikle sonlanan gebelikler ve 6lii dogumlar degerlendirildiginde bu oran 450
dogumda bire ¢ikmaktadir (Vicic vd., 2017). Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil DS
olarak yaklasik 5100 ¢cocuk dogmaktadir (de Graaf vd., 2017). Entelektiel yetersizligin
en yaygin gorildiigii genetik hastalik olan DS, 21.kromozomun tamaminin veya bir
parcasinin ii¢ adet bulunmasi durumundan (trizomi 21) kaynaklanir ve ismi 1866°da
sendromun ilk Klinik bulgularini tanimlayan Down’dan gelmektedir (Down, 1995).
Avrupa’da yapilan giincel caligmalarda artan anne yasinin DSlu gebeliklerin %10
oraninda artmasmna neden oldugu belirtilmistir (Loane vd., 2013). Trizomi 21°li
bebeklerin yaklasik %80’i kaybedilmektedir.

21. Kromozom, genomun yaklasik %]1,5’ni olusturan ve 48 milyon niikleotidi
bulunan en kugik otozomal kromozomdur. 21.kromozom iizerinde tanimli yaklasik
400’den fazla gen bulunmaktadir. Trizomi 21’in molekiiler patogenezini agiklayan en
yaygin teori ’gen dozaj’’ hipotezidir. Bu teori 21. kromozomdan kaynakli RNA gen
ekspresyon seviyelerindeki %50’lik artisin DS fenotipiyle iliskili genlerin dengesizligine
yol agtigimi varsaymaktadir. 21g22°de yer alan genetik bodlgenin; kraniofasial
anormallikler, konjenital kalp hastaliklari, beyin gelisimindeki aksamalar, immun
yetersizlik, boy kisaligi, kas hipotonisi gibi DS’lu bireylerin fenotipine neden oldugu
diisiiniilmektedir. Bu fenotipik bulgulara ek olarak DS'lu bireylerin otoimmiin hastaliklar,
epilepsi, isitme ve gérme sorunlari, hematolojik bozukluklar, hipotiroidizm, tekrarlayan
enfeksiyonlar ve Alzheimer hastaligi (AD) gibi hastaliklar1 gelistirme olasiligi daha
yuksektir (Antonarakis vd., 2020).



Genomda santral dogma ile DNA’daki bilgiyi depolayip proteinlere aktaran
molekiil RNA’dir. Genomun %1,5-2°si protein kodlayan genlerden olusurken %901
protein kodlamayan RNA’lardan (ncRNA) olusmaktadir. Bu RNA’lar hiicre gelisiminde
ve ekspresyon {iriinlerinin diizenlenmesinde rol almaktadir. Kodlamayan RNA’lar
DNA’daki bilginin transkribe olmasi ancak proteine g¢evrilmemesi sonucu olusan
diizenleyici dizilerdir. NcRNA’lar transkript uzunluklarina gore (kisa ncRNA, uzun
ncRNA) ve fonksiyonlara gore (tRNA, rRNA, mRNA), diizenleyici fonksiyonlarina
gore (mikro-RNA ve uzun ncRNA), hiicrede i¢inde bulunma durumlarma (snRNA ve
snoRNA) gore ve sitoplazmada bulunma vyerlerine gore (piIRNA ve SIRNA)
smiflandirilabilir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Insan genomunda en sik gozlenen ve islevleri bilinen kodlamayan RNA
ornekleri

NncRNA Tip Boyut(bp) Lokasyon Islevi Onek
Kisa ncRNA’lar
miRNA 19-24 Tum genomda | MRNA’y1 miR-15/16,
hedeflemek miR-124a,
miR-200
PiIRNA 26-31 Demetler Transpozon RASGRF1 ve
halinde baskilama, LINE1
intragenik DNA hedefleri
metilasyonu
SnoRNA 60-300 Intronik RNA U50, SNORD
modifikasyon
Uzun ncRNA’lar
lincRNA >200 Yaygin DNA HOTAIT,
lokuslarda kivrilmasi, HOTTIP,
kromotin InNcRNA-p21
kompleksleri




T-UCR >200 Yaygin mMIiRNA ve | Uc283+,
lokuslarda miRNA Uc338,
diizeylerinin Ucl60+

regulasyonu

Diger >200 Yaygin X inaktif, | XIST, TSIX,

IncRNA’lar lokuslarda imprint, TERRA, H19,
telomer P15AS,
regulasyon HYMAI

MIRNA’lar 22-24 niikleotid uzunlugunda gen ekspresyon iiriinlerini diizenleyen
protein kodlamayan RNA molekulleridir. miRNA’ lar gen ekspresyonunu, mRNA’nin 3’
UTR bolgesine baglanarak diizenlemektedir. MiRNA’lar tiim genomun %3 iinii

olusturmakla beraber her bir miRNAnin yiizlerce hedefi vardir.

Biyoinformatik veriler sonucunda insan 21. Kromozomundan eksprese olan 5
mikro-RNA (miR-99a, let-7¢, miR-125b-2, miR-155 ve miR-802) mevcuttur. Yapilan
calismalarda ozellikle miR-99a, let-7c ve miR-125b-2 miRNA’larin DS fenotipiyle
iliskili dokularin, beyin ve kalp dokusu da dahil olmak {izere asir1 ekspresyonu mevcuttur
(Elton vd., 2010). Ozellikle let-7c ve miR-155 miRNA'lar1 dogustan gelen kalp
kusurlariyla iligkili olan genleri (NOTCH1, HAND1, GATA3 ve ZFM2) hedefledikleri icin
konjenital anormalliklerin ve ventrikiiler septal defektlerin altinda yatan neden
olabilecegi diisiiniilmektedir (Mirzadeh Azad vd., 2020). Calismamizda, Down
sendromunun en yaygin fenotiplerinden biri olan konjenital kalp hastaliginin olusmasinda
miR-155, let-7c ve miR-433 kodlanmayan RNA’larin ekspresyonlarini ger¢ek zamanli
floresan kantitatif PCR (QRT-PCR) ile arastirmay1 amagladik. Calismamizi, gogaltilmak
istenilen bolgeye spesifik olarak Uretilen ya da tasarlanan prob sistemlerinin hedef
bolgeye hibridizasyonunun ger¢cek zamanli olarak monitor yardimiyla izlenmesine olanak

taniyan bir yontem kullanarak gerceklestirdik.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Down Sendromu (DS) kromozomal hastaliklarin basinda gelen entellektiel
yetersizligin en yaygin goriildiigii, 21.kromozomun trizomi durumundan kaynaklanan bir
anomalidir. DS’lu bireylere 1515 yillarinda o donemin Cizelge ve resimlerinde de
rastlanmistir. Cok eskiden beri gozlenmekte olan bu durumun bireylerinin klinik
bulgularin1 (entellektiiel yetersizlik, c¢ekik gozler, biliyiime ve gelisme de gerilik)
siiflandirmis ve 1866 yilinda Down BY J. LANGDON H. tarafindan Down Sendromu
ilk olarak ortaya konulmustur (Down, 1995). Gelisim geriligine sahip olan kisilerin
dismorfik 6zellikleri dikkate alindiginda Mogollara benzedigi i¢in ilk olarak Mongolizm
olarak adlandirilmistir. Ancak DS fenotipi ile 21. Kromozomun trizomisi (47 kromozom)

arasindaki iligki ilk olarak 1959 yilinda raporlanmistir (Lejeune vd., 1959).

1961 yilinda bir grup genetik arastirmaci grubu bu kromozomal farklilig
Mongolizm teriminden farkli olarak degerlendirip Trizomi 21 anomalisi olarak
isimlendirmislerdir. DS’ nun genetik ¢alismalarinit devam ettirmek i¢in olusturulan ilk fare
modelleri 1990 yilinda yapilmistir (Davisson vd., 1990). Genetik ¢aligmalarin
ilerlemesiyle 2000 yilinda DS iligkili olarak degerlendirilen 21. Kromozomun uzun
kolunun tam niikleotid dizisi ulusal arastirmacilarin yer aldigi bir konsorsiyomda

yayinlanmistir (Hattori vd., 2000).

20 y1l igerisinde yapilan ¢alismalar DS’yla iligkili farkli fenotiplerin molekiiler
patofizyolojisinin gelistirilmesinde énemli bilgiler sunmaktadir. DS fenotipiyle iliskili

yapilan genetik calismalara ek olarak DS’lu bireylerin prenatal tan1 konulmasinda giincel



calismalar siirmektedir. Bu ¢aligmalar dogrultusunda DS’lu bireylerin hayat standartlar

kalitesi yiikseltilmis ve yasam siireleri uzamaistir.
2.2. Epidemiyoloji

DS, insanlarda en sik goriilen kromozom anomalilerinden biridir. Epidemiyolojik
calismalar, DS’nun diinya genelinde yaklasik 700-800 canli dogumda bir goriildiiglinii
bildirmektedir. DS, genellikle anne yasiyla iligkili olarak siklig1 artan bir durumdur. 35
yasindan sonra annelerde DS bebek dogurma riski artmaktadir. 20 yasindaki bir kadinin
DS bir bebek dogurma olasilig1 yaklasik 1/1667 iken, 40 yasindaki bir kadimin bu riski
yaklasik 1/100'diir. DS, tiim irklarda ve etnik gruplarda goriilebilir. Ancak bazi etnik
gruplarda daha sik gériiliir. Ornegin, Avrupa kokenli kadinlarin DS bebek dogurma riski,
Afrika kokenli kadinlarin riskinden daha yiiksektir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
yapilan bir ¢alismada DS popiilasyon yayginligi, DS'li bireylerin ¢ocuklukta hayatta
kalma oranlarinin artmasi nedeniyle 1950'de ~50.000'den, 2013'teki verilere gore
~212.000'e kadar artmistir (Sekil 2.1). ABD'deki DS'li bireylerin hayatta kalma 6ngordisu,
1950'de 26 yil olarak tahmin edilmistir ve 2010 verilerine gore sirasiyla 53 yil ve 58
yasina kadar artmustir (de Graaf vd., 2017). Bu calismalar 1s1ginda DS popiilasyon
yaygmligini degerlendirebilmek i¢in daha fazla dogum kaydi olusturulmali ve diinya
Uzerindeki diger tilkelerdeki DSlu bireylerin tarihsel olarak ve giincel olarak hayatta
kalma verileri arastirilana kadar giivenilir bir hesaplama yapilamamasi 6ne siirtilmektedir

(Antonarakis vd., 2020).

DS, biitiin popiilasyonlarda goriilebilen bir durumdur ve prevalansi, her iilkede ve
etnik grupta degisen gebelik yasina baglidir. Hamileligin 10. haftasinda yaklasik olarak
her 1/365 fetliste gorilmektedir (Sekil 2.1b). Bu gebeliklerin bir kismi1 spontan diisiik ile
sonuglanacak, Ingiltere ve Galler'deki arastirma raporlarma gore, gebeligin 10. haftasi ile
beklenen dogum tarihi arasindaki donemde yaklagik olarak %32, gebeligin 16. haftasi ile
beklenen dogum tarihi arasindaki donemde yaklasik %25 oranlarinda fetiistin diisme riski
vardir. Gebeligi sonlandirma orani, 0 tlkenin prenatal tarama testlerinin kullanilirlig1 ve
dogruluguna, bu tarama segeneklerini segen ailelerin sayisi ile tani aldiktan sonra ailelerin
kararlaria baghdir. ABD‘de 2013 yilinda yaklasik 3400 Down Sendromu tanis1 almis
gebeliklere onayli olarak sonlandirma islemi gercgeklestirilmistir. Bunun sonucunda

ABD’de o donem dogacak olan Down Sendromlu birey sayisinda %33 oraninda azalma



gozlenirken, Avustralya'da 2004 yil1 i¢in tahmini %55, Avrupa'da 2010-2015 déneminde
(Dogu Blok eski iilkeleri hari¢) %54 ve Dogu Blok eski iilkelerinde %32 azalma
goriilmistiir. Ayrica Cin'de 2003-2011 yillarinda, Down Sendromu tanisi alan fetiislerin
sonlandirilma orani, genel perinatal prevalansinda %55 azalmaya neden olmustur.
Bununla beraber gebelik yasinin artmasiyla sonlandirilan gebelikler birlikte
diisiiniildiiginde 1950’den beri Down Sendromu dogum orani dengelenmektedir ve hatta

azalma meydana geldigi diistinilmektedir (Antonarakis vd., 2020).
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Sekil 2.1 A, B. A: 1950-2015 yillar1 arasindaki DS canli dogan bebeklerin hayatta kalma
oranlar1 verilmistir. B: 1947-2013 yillarnn arasinda DS tanist alan ebeveynlerin
gebeliklerinin sonlandirma sikligi verilmistir (Antonarakis vd., 2020).

2.3. DS risk analizi

DS’nun en yaygin etkilerinden biri anne yasinin 6nemidir. Ileri anne yasi, sahip
olunan ¢ocuklarda da DS riskini arttirmaktadir. Bunun nedeni oositlerin olusumu
esnasinda meydana gelen mayoz bélinmede homolog kromozomlarin ve kardes
kromotidlerin esit olarak ayrilmamasi olarak disiiniilmektedir. Ayrilmama durumu
gebelik kaybinin, zekd geriliginin ve dogum kusurlarinin 6nde gelen nedeni olarak

ongorulmektedir (Antonarakis vd., 2020).



DS‘nun bir diger risk etmeni ise g¢evresel faktorlerdir. Buradaki cevresel etmenler
gebelikte sigara kullanimi (tiitin vs), radyasyona maruz kalmak, kontrolsiiz ilag
kullanimi, madde bagimlilig1 ve ¢evre kirliligi olarak niteleyebilecegimiz bir¢cok etmen
de DS olusumunda risk faktorii olarak diistiniilmektedir. Cevresel faktorlerin etkileri g6z
Oniine alindiginda bu faktorlere maruz kalma siiresinin de DS’nu etkilemektedir (Elbasan,
2016).

Yapilan bir takip caligmasi, anne meslegini bir risk faktorii olarak ele almis ve
belirli is siiflandirma kategorilerinde c¢alisan annelerin, kromozomal anormalligi veya
major dogum kusuru olmayan bebeklere sahip annelere gore daha yaygin olarak bazi
maruziyetlere maruz kaldigini bulmustur. Bu maruziyetler, belirli mayotik hata tirleriyle
iliskilendirilmistir.

Bu sonuglar, belirli islerde c¢alisan annelerin bebeklerinin saglik durumu
tizerindeki potansiyel etkilerini ortaya koymaktadir. Ancak, bu bulgularin kesin neden-
sonug iligkisini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Ayrica, diger
faktorlerin (genetik, cevresel, yasam tarzi vb.) roliinii de dikkate almak Onemlidir.
Cevresel kirleticilere 6rnek olarak verecegimiz bisfenol a maddesine hem is yerlerinde
hem de evlerde maruz kalinabilir. Bu endokrin sistemi etkileyici kimyasal ajan hem

kadinlarda hem de erkeklerde treme sistemini etkilemektedir (Antonarakis vd., 2020).

Gebelik sirasinda annenin beslenmede folik asit tiiketim durumu da aslinda DS
olma olasiligint arttirmaktadir. Folik asit folat yolaginda etkili olup kullanilmadig:
durumda kromatidlerde ayrilmama durumu ile epigenetik modifikasyonlar olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. DS nedenini agiklayamadigimiz bazi klinik 6zellikleri arkasindaki

mekanizma epigenetik modifikasyonlar olarak agiklanmaktadir (Coppede, 2015).
2.4. DS Genetik Ozellikleri
2.4.1. Kromozom Anomalileri

Kromozomal sayisal anomaliler, bir hiicrenin normal diploit kromozom
sayisindan (2n) farkli bir kromozom sayisiyla karakterize edilen genetik bozukluklardir.
Bu anomaliler, bir hiicrenin normal diploit kromozom sayisindan daha fazla veya daha az
sayida kromozoma sahip oldugu durumlarda ortaya ¢ikar. Kromozomal sayisal

anomaliler, meydana geldikleri zamana ve tipine bagli olarak farkli sonuglar dogurabilir.



Baz1 anomaliler, embriyo dncesi donemde spontan diisiiklere neden olabilirken,
digerleri hayatta kalmay1 ve normal bir yasam siirdiirmeyi miimkiin kilabilir. Ancak bazi
anomaliler, hayati1 tehdit eden durumlar da dahil olmak {izere ¢esitli saglik sorunlarina
neden olabilir. Ornek olarak, DS, ii¢ adet 21. kromozom (trizomi 21) nedeniyle olusan bir
kromozomal sayisal anomalidir. Klinefelter sendromu, bir erkek ekstra bir X
kromozomuna (XXY) sahip oldugunda meydana gelir. Turner sendromu ise kadinlarda
bir X kromozomunun eksikligi (monozomi X) ile karakterizedir. Hiicrede meydana gelen
sayisal kromozom anomalilerin nedenleri arasinda genetik mutasyonlar, epigenetik,

cevresel faktorler ve yas faktorii yer almaktadir.
2.4.2. Gen Dozaj Dengesi

Gen dozaj dengesi, normal diploit kromozom sayisindan farkli bir kromozom
sayist nedeniyle genlerin normalden farkli bir sayida kopyasina sahip olmas1 durumudur.
Normalde bir genin iki kopyasi olan bir hiicrede bir genin fazladan ii¢ veya dort kopyasi
olmasi gibi durumlar olusabilir. Bu gen dozaji1 dengesi, dengesiz gen dagilimi durumunda
hiicrelerin normal fonksiyonunu etkileyebilir. Ornegin, DS gibi trizomi 21 durumunda,
ic adet 21. kromozom oldugundan, bazi genler normalden {i¢ kopya alir ve bu da bazi
hiicresel fonksiyonlarin islevlerini yerine getirmede normalden farkli olmasina neden
olabilir. Ayrica, Turner sendromu gibi monozomi X durumunda, bir X kromozomunun
eksikligi nedeniyle bazi genlerin sadece bir kopyast bulunur, bu durum dengesiz gen
dagilimi nedeniyle hiicresel fonksiyonlarin normalden farkli olmasina neden olabilir. Gen
dozaj dengesi, cogu durumda hiicresel fonksiyonlarda 6nemli degisikliklere neden olur

ve bu nedenle bir¢ok kromozomal anomalinin agiklanmasina katkida bulunur.
2.4.3. Sayisal Anormallikler

Insan kromozom sayis1 toplamda 46 olmak zere bunu 22 cift otozom (1-22
numaraya sahip kromozomlar) olan somatik htcreler ve bir ¢ift cinsiyet kromozomu (X
ve Y) olan esey hiicreleri olusturmaktadir. Cift kromozomlarin sayilarinda meydana gelen
azalmalar (6rn: monozomi) ya da artiglar (6rn: trizomi) bireylerin fenotipinde etkisini

gostermektedir.

2.4.3.1. Oploidi



Oploidi, bir hiicrenin kromozom sayisi ile ilgilidir. Diploit bir hiicre, yani iki
takim kromozoma sahip bir hiicre, 2n 6ploidi olarak belirtilir. Ornegin, insan somatik
hlcreleri 2n 6ploiddir ve 46 kromozom igerir. Diger yandan, haploit bir hiicre, yani bir
takim kromozoma sahip olan bir hiicre, n 6ploidi olarak belirtilir. Ornegin, insan
gametleri (sperm ve yumurta hiicreleri) n dploidi olarak adlandirilir ve 23 kromozom
icerir. Bununla birlikte, baz1 organizmalarm farkli &ploidileri vardir. Ornegin, baz1 bitki

tiirleri tetraploid (4n) veya daha yiiksek 6ploidilerdir (Sekil 2.2).
2.4.3.2. Andploidi

Andploidi, normal kromozom sayisindan (diploit) farkli bir kromozom sayisiyla
karakterize edilen bir durumdur. Anoploidiler, bir hucrenin belirli bir kromozom veya
kromozom setinde fazla veya eksik kromozoma sahip oldugu durumlardir. Bu durum, bir
hiicrenin dogru sekilde bdliinmesi sirasinda kromozomlarin ayrilmasi sirasinda bir hata
meydana geldiginde ortaya ¢ikar. Bu hata, bir hiicrenin n 6ploid (haploit) veya 2n 6ploid
(diploit) hale gelmesine neden olur.

Anoploidi, insanlarda Down sendromu (trizomi 21), Turner sendromu (monozomi
X) ve Klinefelter sendromu (trizomi XXY) gibi bazi genetik anomalilere neden

olmaktadir. Andploidiler ayni zamanda kanser hiicrelerinde de yaygin olarak

gorilmektedir (Sekil 2.2).
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2.5. Trizomi 21 cesitleri
2.5.1. Serbest (Reguler) Trizomi 21 (%95)

DS’nun olusmasinda en yaygin olarak goriilen trizomi ¢esididir. Normalde, insan
hiicreleri 23 ¢ift kromozomdan olusurken (Antonarakis vd., 2020), DS olan bireylerde ti¢
adet 21. kromozom vardir. Sitogenetik analizler sonucunda kadin kromozom sayisi
47+XX, +21 genotipli ve erkek kromozom sayisi 47+XY, +21 genotipli olarak

belirlenmektedir.

Serbest (regiiler) trizomi, bu ekstra kromozomun dogrudan bir kromozom ¢iftinin
bir parcasi olarak en yaygin goriilen durumudur. Yani, hiicrelerde mayoz I asamasinda
kromozomlarda ayrilmama durumu (nondisjuction) sonucu olusmaktadir (Avci
Durmusalioglu, E. vd, 2021). Bu durum gebelik yasinin artmasi ile dogru orantili olarak
artmaktadir. Down sendromu olan bireylerin ¢ogu serbest trizomi seklindeki kromozomal
anomaliden kaynaklanir. Serbest trizomi durumunda, genellikle hafif ve orta derecede
mental gerilik, kas hipotonisi, karakteristik yuz 6zellikleri ve kalp, gastrointestinal sistem

ve diger organlarda saglik sorunlari gibi ¢esitli klinik belirtiler goriilebilir.
2.5.2. Mozaik Tip ile DS (%1)

Mozaik DS, DS’nun bir tiiridiir ve genellikle bir kisinin viicudunda bazi
hiicrelerin normal kromozom sayisina sahip olmasi, diger hiicrelerin ise ii¢ tane 21.
kromozoma sahip olmasi sonucu olusur. Bu nedenle, mozaik DS genellikle "¢esitli hiicre
tipleri" anlamina gelen "mozaik" terimi ile adlandirilir. Mozaik DS, tipik DS’ndan
farklidir ¢linkii tiim hiicrelerde {i¢ tane 21. kromozom yoktur. Bu nedenle, mozaik DS
olan kisilerin semptomlari, tam trizomik DS olan kisilerden daha hafif veya daha az
belirgin olabilir. Mozaiklik iki sekilde ortaya ¢ikabilir; ilk olarak fertilizasyondan sonra
mitozda kaynaklanan sorunlardan dolayr 46 kromozomlu zigotun erken mitoza
girmesiyle bazi hiicrelerin trizomi 21°1i olmalari, ikinci olarak fertilizasyondan sonra
mitotik hata sonucu trizomi 21°li zigotun erken mitoza girmesiyle baz1 hiicrelerin normal
46 kromozomlu olmalar1 digerlerinin 47 kromozoma sahip olmalaridir. Mozaikligin
klinik bulgular1 46 kromozoma sahip olmayan hiicrelerin yogunlastig1 dokulara bagh

olarak degismektedir (Avcr Durmusalioglu, E. vd, 2021).
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Mozaik DS, tipik DS kadar yaygin degildir ve yaklasik olarak DS olan bireylerin
%?2'sinde goriiliir. Mozaiklik, tipik DS gibi, genetik bir bozukluktur ve DS diger tiirleri
gibi bir kromozom anomalisi sonucu olusur. Bu nedenle, mozaik DS olan kisilerin de

belirli saglik sorunlarina yatkinliklar1 vardir ve tibbi takipleri 6nem tagimaktadir.
2.5.3. Translokasyon ile DS (%2-3)

Translokasyon bir kromozomun kaybolan pargasinin ya da kopan bir pargasinin
baska bir kromozoma yapismasi seklinde goriilen kKromozom anomalileridir. Kromozom
tizerindeki parga degisimlerinin gen iceriklerinin dengeli olarak degismesi durumunda
“’dengeli translokasyon’” meydana gelmektedir. Degisen pargalarin gen igerigi dengeli
olarak degigsmiyorsa bu durumda ‘’dengesiz translokasyon’’ olugmaktadir. DS anne
yasindan bagimsiz olarak meydana gelen ve kalitim sonucu olusan trizomi 21’in bir diger
nedeni de translokasyondur. 21. Kromozomun hiicreden kopup 14, 21 ve 22.
kromozomlarindan birine yapisip baglanarak hiicre boliinmesi sirasinda aktarilmasi ile
meydana gelmektedir. Bu durumda, 21. kromozomun pargalar1 baska bir kromozoma
baglanir ve normal diploit kromozom sayis1 korunurken, genetik materyal hala {i¢ kopya
21. kromozom igerir. Yani, bireyin kromozom sayisi normaldir, ancak 21. kromozomun
genetik materyal igerigi normalden farklidir. 21. kromozom en fazla 14. kromozom ile
birbirine baglanarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu translokasyon genellikle ebeveynlerden
birinden kalitilir ve ailede daha 6nce DS vakalari varsa risk daha yiiksek olabilir. Ancak,

baz1 vakalarda translokasyon spontan olarak da olusabilir (Avct Durmusalioglu, E. vd,
2021).

Translokasyon DS, serbest (regiiler) trizomiye gore daha az yaygin olsa da,
belirtileri benzerdir. Genellikle hafif ila orta derecede zeka geriligi, karakteristik yiiz
Ozellikleri, kalp, gastrointestinal sistem ve diger organlarda saglik sorunlari gibi ¢esitli

belirtiler goraldr.
2.5.3.1. Resiprokal Translokasyon

Resiprokal translokasyon, kromozomlarin birbirleriyle parcalarini degistirdigi bir
tir kromozomal anomali olarak tanimlanir. Bu anomali, kromozomlarin belirli
bolgelerinde kiriklarin meydana gelmesi ve bu kiriklarin farkli kromozomlar arasinda

degis tokus edilmesi sonucunda olusur (Sekil 2.3). Resiprokal translokasyon, normal
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diploit kromozom sayisini korur, ancak kromozomlarin yapisinda degisiklikler meydana
getirir. Resiprokal translokasyon tastyicilarinda, mayoz esnasindaki boliinmeye bagl
olarak alternate: adjacent orani 3:1 ve 4:0 olarak gametler olugsmaktadir. Bu degisiklikler,
genetik materyalin dengeli ya da dengesiz dizenlenmesine neden olabilir ve genetik

materyaldeki kusurlar veya bozukluklar sonucu c¢esitli saglik sorunlarina yol agabilir.

Resiprokal translokasyon, bir¢ok kiside higbir belirti veya semptom gdstermez ve
sadece kromozom analizi yoluyla teshis edilebilir. Ancak, translokasyon
kromozomlarinin tamamen normal kromozomlardan farkli sekilde boliinmesi veya
birlesmesi durumunda, ¢ocuklarda saglik sorunlar1 ortaya ¢ikabilir. Resiprokal
translokasyon sikligt 500 canli dogumda 1 olarak goriilmektedir. Resiprokal
translokasyonun 6nemi sonraki nesillere dengesiz kromozom igerigini aktararak erken
gebelik kayiplarina ya da farkli kromozom anomalilerine sahip bebek dogumlarinda
kendini daha net olarak gostermektedir. Down sendromu gibi bazi kromozomal

hastaliklarin ortaya ¢ikmasina da neden olabilir.
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Sekil 2.3. Resiprokal Translokasyon
2.5.3.2. Robertsonian translokasyon

Robertsonian translokasyonlar, kromozomlarin yapisal bir diizenlenmesidir. Bu
diizenlenme, iki akrosentrik kromozomun (kisa kollar1 neredeyse yok denecek kadar
kiigiik olan kromozomlar) sentromer bdlgelerinin birlesmesiyle olusur (Sekil 4).
Robertsonian translokasyonlar, insanlarda sik goriilen kromozomal diizenlenmelerdir ve
Down sendromu gibi zihinsel gelisme geriliginin olusmasina 6nemli katki sunarlar. Down
sendromlu bireylerin yaklasik %5'inde, kromozomlardaki andploidi (ekstra veya eksik

kromozom) bir Robertsonian translokasyondan kaynaklanir. Bu translokasyonlarin %95'
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i Rob(14g21q) ve (21g21q) arasinda gergeklesir (Bandyopadhyay R., 2003). (21921q)
yeniden duzenlenmeleri genellikle de novo olarak ortaya ¢iksa da, rob(14q21q)

translokasyonlarinin yaklasik yarisi tasiyic bir ebeveynden kalitilir (Baltac1 V, Akyol D,
Kadanal:1 S., 1999).

Robertsonian translokasyonlar, akrosentrik kromozomlar arasinda tiim kol
degisimi sonucunda olusur. Insanlarda 13, 14, 15, 21 ve 22 numarali kromozomlar
arasinda gergeklesirler. Bu translokasyonlar genel populasyonda 1000 kiside bir siklikla
goriiliir. Iki homolog olmayan kromozom arasinda gergeklesen translokasyonlar en
yaygin olanlardir ve genellikle 13 ve 14 numarali kromozomlar arasinda meydana gelir.
Bu durumda translokasyon tipi trizomi 13'e yol acar. Translokasyon tipi trizomi 14 ise
genellikle gebeligin erken déneminde kayba neden olur (Scriven PN, Flinter FA, Braude
PR, Ogilvie CM., 2001).

Robertsonian translokasyon tasiyicilart fenotipik olarak normal olabilirler, ancak
andploid yavrularin dogum kusurlarina yol agma riski yiiksektir. Down sendromlu
vakalarin yaklasik %5'inde Robertsonian translokasyonlar gortlur. Down sendromunda
en yaygin olarak goriilen iki anomali, rea(21q21q) ve rob(14q21q) translokasyonlaridir
ve esit siklikta ortaya ¢ikarlar. Homolog olmayan kromozomlar arasindaki rob(14q21q)
translokasyonu ROB vakalarinin %82'sinde goriiliir. Homolog translokasyonlardan
rea(21q21q) ise %95'ten fazlas1 de novo olarak gelisir. 21;21 translokasyon kromozomu,
21 numarali iki kromozomun iki uzun kolunun birlesmesi sonucunda olusur ve genellikle
Down sendromlu bireylerde veya translokasyon tasiyicilarinda goriiliir (Bandyopadhyay
R., 2003).
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Sekil 2.4. Robertsonian Translokasyon
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2.5.4. Kismi Trizomi (nadir)

Kismi trizomi 21, 21. kromozomun bir kisminin fazladan bir kopyasinin oldugu
genetik bir bozukluktur. 21. Kromozom, genetik bilgimizi iceren 23 ¢ift kromozomdan
biridir. DS kisilerde, trizomi 21 olarak adlandirilan normal iki yerine {i¢ kromozom 21
kopyasi bulunur. Kismi trizomi 21'de, 21 kromozomun sadece bir kismu1 ti¢ kopya halinde

bulunur.

Kismi trizomi 21'in spesifik semptomlar1 ve siddeti, 21. kromozomun fazladan
parcasinin boyutuna ve konumuna baglidir. Kismi trizomi 21'e sahip baz1 kisilerde
zihinsel engellilik, gelisimsel gecikmeler, fiziksel anormallikler ve diger saglik sorunlari
olabilir. Kismi trizomi 21 kendiliginden ortaya cikabilir veya 21. kromozomu iceren
dengeli bir translokasyon tasiyan bir ebeveynden miras alabilir. Kismi trizomi 21 veya
diger kromozom anormallikleri Oykiisii olan aileler i¢in genetik danismanlik Onerilir

(Lyle vd., 2009).
2.6. Down Sendromunun Klinik Bulgulari
2.6.1. Dismorfik Ozellikler

DS dogan bebeklerde farkli bir goriiniise sahip yliz goriiniimleri mevcuttur. Bas
kiiciik, yassi, kisa ve genis ense goriiniimleri vardir. Enselerinde genellikle bogumlar
mevcuttur. Burun kokii yassi, gozler ¢ekik ve birbirinden ayrik durur, kulaklar kiigiik ve
katlanmis goriinlme sahiptir. Dil yapis1 konusmayi etkileyecek derecede genis bir yapiya
sahiptir. Genis el yapisina, kisa ve tombul parmak yapist gorlinlimiine sahiptir. Avug
iclerinin birinde ya da ikisinde ‘’Simian ¢izgisi’’ olarak tanimlanmis ¢izgilerden tek bir
cizgi vardir. Serge parmaklar1 genellikle i¢e doniiktiir. Mental yetersizlik ve zayif kas

tonusu veya gevsek eklem dokusu goriilmektedir.

Ayrica Alzheimer hastalifi (AD), konjenital kalp hastaligi, metabolik
bozukluklar, tiroid hastalig1 gibi otoimmiin bozukluklar, ¢ocukluk ¢agi 16semisi, uyku
bozuklugu, Tip 1 diyabet, ¢olyak hastaligi, romatoid artrit ve otizm riskinde artis vardir
(Hendrix vd., 2021). Hayatta kalim siireleri iyi bakim durumlar1 sonucunda ge¢mis

donemden giiniimiize dogru artis gostermektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. DS’lu bireylerin dismorfik 6zellikleri

2.6.2. Buyume

DS’lu bireylerde biiylime geriliginin goriilmesi yaygindir. Cronk ve ark.’larinin
yaptig1 bir aragtirmada DS’lu ¢ocuklarin biiylime paterni dogumdan ergenlige ve 6zellikle
6 ay-3 yas araliginda ve ergenlik doneminde bozuldugunu gostermektedir. Ayrica DS’lu
cocuklarda ergenlik donemlerinde biiyiime ataklarinin azalmasi biiylime gelisiminin
gerilemesini agiklamaktadir (Anneren vd., 1990; Cronk vd., 1988). Sunulan raporlarda
DS'lu ¢ocuklarda biiyiime hormonu (GH) eksikligi olmadigi ancak DS’lu ¢cocuklara GH

verilmesi durumunda biiylime hizin1 arttirdigi belirtilmistir (Tuysuz vd., 2012).

1988 yilinda ABD’de yapilan geriye doniik bir arastirmaya gore, DS’lu ¢ocuklarin
biiyiime ¢izelgeleri, DS'li ¢ocuklarin yavas biiylimesini ve boylarinin kisa oldugunu
gostermektedir (Zemel vd., 2015). 1988 yilindan giiniimiize kadar DS’lu ¢ocuklarin genel
bakim imkanlarinin artirilmast ¢ocuklarin biiyiime ve gelismesini olumlu yénde

etkilemektedir.

Avrupa’da da DS’lu ¢ocuklar icin biiyiime ¢izelgeleri kullamlmstir. Ozellikle
Birlesik Krallik ve Irlanda’da DS’lu ¢ocuklarin biiyiime ¢izelgelerini incelemek igin

Down Sendromu Biiyiime Calismas1 (DSGS), Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
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(CDC) ile ortak bir proje yuruterek, sistematik biytiime 6lglimlerine ve referans yiizdelik
degerleri gelistirmek icin modern istatistiksel tekniklere dayanan biiyiime egrileri

gelistirilmistir (Styles vd., 2002).

DS’lu ¢ocuklarin her kontrollerinde bas ¢evresi, boy, agirlik ve boya gore agirlik
izlemi ilk aylardan 1 yasina kadar 3 ayda 1, 2 yas igerisinde 6 ayda 1 ve 2 yasindan
itibaren yilda 1 kez kontrollerinin yapilmasi gerekmektedir (Avct Durmusalioglu, E. vd,

2021).
2.6.3. Kardiyovaskauler sistem

Konjenital Kalp Hastaliklar1 (CHD), canli dogan bebeklerin yaklagik %]1'inde
goriilen kalp gelisimsel anomalilerini ifade eder (Fahed vd., 2013; van der Linde vd.,
2011). Bu tiir hastaliklar Down sendromu (DS) hastalarinda %50 oraninda tekrarlanir
(Stoll vd., 2015). DS'de en sik rastlanan CHD tiirleri, Atrioventrikiiler Kanal Defektleri
(AVCD), Ventrikiler Septal Defektler (VSD), Atriyal Septal Defektler (ASD), Patent
Duktus Arteriyozus (PDA) ve Fallot Tetralojisi (ToF) gibi endokardiyal yastik
defektleridir (Mollo vd., 2023). Bu anormalliklerden bazilari, kalp ve biiyiik damarlarla
ilgilidir ve dogum oncesi ve dogum sonras1 donemde fark edilebilir. Bazilar1 ise daha
hafif veya gecikmeli semptomlar gosterebilir ve daha ileri yaglarda fark edilebilir (Avci
Durmusalioglu, E. vd, 2021). DS’lu bireylerde en sik goriilen kardiyovaskiiler
anormallik, AVSD olarak bilinen bir kalp defektidir. Bu defekt, kalp duvarmin iist ve alt
odaciklar1 arasinda bir agiklik veya delik olugsmasina neden olur. Bu delik, kanin yanlis
yonde akmasina ve kalbin normalden daha fazla ¢alismasina neden olabilir. AVSD’den
sonra sirayla VSD, Sekundum Atrial Septal Defekt ve ToF gorulme olasiliklar yiiksektir
(Avct Durmusalioglu, E. vd, 2021).

DS'de CHD'nin bu kadar yaygin goriilmesi, kromozom 21'e (Hsa21) haritalanan
genlerin kalp gelisiminde rol oynayabilecek sekilde ifadelerinin degisiklige ugramis
olabilecegi ihtimalini dogurmaktadir. Arastirmalar, DS fenotipinin ¢ogunun kromozom
bandi 21q22.2-22.3'te bulunan ii¢ kopyasiyla iliskili oldugunu géstermistir. Bu bolgeye
DS kritik bolgesi (DSCR) adi verilir (Korenberg vd., 1990; Rahmani vd., 1989) (Sekil
2.6). DS hastalarindaki kalp fenotipinden sorumlu kritik bir bolge de DS-CHD olarak
adlandirilir. DS-CHD bolgesi, D21S55'ten MX1'e kadar olan 4 Mb'lik bir alanda bulunur
ve bu bolgede birkag dnemli gen yer alir, 6rnegin DSCAM, BACE1 ve PLAC4. DS
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fenotipini anlamak ve tedavi etmek i¢in fare modelleri de kullanilmaktadir. Bu modeller,
DS-CHD'nin patolojisini ve genetigini daha iyi anlamada yardimci olmaktadir (Mollo
vd., 2023).

O

HSA21
2iMD DSCR1 (34,900K)
26,460K DSCRS5 (37,365K)

DSCR9 (37,502K)
DSCR3 (37,552K)
DSCR4 (38,348K)
21q22.2 DSCRE (38,378K)
DSCRS (38,415K)
DSCR10 (38,500K)
47,520k DSCR2 (39,540K)

21922.12

21q22.3

Sekil 2.6. 21. Kromozom iizerinde DS ile iligkili kritik bolge (DSCR) (Mollo
vd., 2023)

Trizomi 21, 6zellikle AVSD olmak (izere CHD riskini artirir, ancak CHD'ye
neden olmak igin yeterli degildir. Degistirilmis hipotez (Li vd., 2016), fazladan bir
kromozom 21'e sahip olmanin anormal kalp gelisimine yatkinlik olusturdugunu, ancak
CHD'ye yol agmak i¢in bir duyarlilik esigini agsmak i¢in ek nadir varyantlarin veya
cevresel tetikleyicilerin gerekli oldugunu 6ne siirer. DS'de AVSD riskine katkida bulunan
nadir varyantlar, genom boyunca bulunur ve degistirilmis yollar arasinda siliyom, Notch

sinyali, VEGF-A ve folat/homosistein metabolizmasi bulunur (Hendrix vd., 2021).

DS bireylerde ayrica PDA olarak bilinen bir diger kalp anomalisi de sik gorliir.
PDA, dogum oncesi donemde dogru sekilde kapanmayan bir damardir ve dogum sonrast

donemde kanin dogru sekilde dolagmasin1 engelleyebilir.

Diger kardiyovaskiiler anormallikler arasinda, kalp kapaklarindaki anormallikler,
pulmoner hipertansiyon, hipertansiyon ve koroner arter hastaligi gibi durumlar yer

alabilir. Moyamoya hastaligi, DS’lu kisilerde de ortaya ¢ikabilir ve 6zellikle kan basinci
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daha yiiksek ancak normal aralikta olan kisilerde yagsam boyu inme riskinin artmasina

neden olmaktadir (Hendrix vd., 2021).

DS'deki kalp defektlerinin tek bir genin asir1 ifadesiyle meydana gelmedigi ancak
birden fazla genin etkisiyle meydana geldigi diisiiniilmektedir (Venegas-Zamora vd.,
2021). DS’lu bireylerde kardiyovaskuler anormalliklerin tedavisi, semptomlara,
anormalligin tiirline ve erken teshisine bagli olarak degisebilir. Baz1 durumlarda, cerrahi
mudahale gerekebilir. DS’lu bireylerde konjenital kalp hastaligi kontroliiniin saglandigi
durumlarda 1973’te 30 yi1l olan yasam beklentisinin, 2002’de 60 yila ¢ikmasi saglanmistir
(Glasson vd., 2014).

2.6.4. Norolojik Sistem

DS’lu bireylerde noérolojik sistemde g¢esitli anormallikler goriilebilir. Bu
anormallikler, beynin normal islevlerini etkileyebilir ve bireylerin gelisimini, 6grenme
kabiliyetlerini ve davraniglarin etkilemektedir. DS bireylerde beynin normal gelisiminde
gecikme yasanmasi durumunda bireylerin 6grenme, hafiza, dikkat ve dil becerilerinde
zorluk yasanmasina neden olabilir. Bunun yani1 sira anatomik olarak yapilan ¢aligsmalar,
DS bireylerin daha kiigiik bir korteks ve serebellum ile iliskili oldugunu, néron sayisinda
azalma ancak glia hiicre sayisinda artis oldugunu gostermektedir. Noronlar, dendritik
omurga defektlerine ve degismis sinaptik plastisiteye sahipken, glial kusurlar, degismis

miyelinizasyonu gostermektedir.

Biligsel yapilarin dl¢iimiine yonelik daha fazla dikkat, sosyal bilig, duygu tanima
ve biligsel testlerin degerlendirilmesi iizerine odaklanmistir. Bu bilisgsel yapilarin islevsel
sonuglar lizerinde gosterdigi asag1 yondeki etki, oncelikle DS'li ¢cocuklarin, 6rgiin egitim
tizerindeki etkiyi ve uyumlu giinliik yasam becerilerini anlayarak dikkate alinmistir
(Hendrix vd., 2021).

21. kromozomdaki genlerin, noral gelisiminde ve gelisimsel sinyal yollarini
diizenleyen ve c¢oklu stres mekanizmalarint etkiledigi disiiniilmistir. Gelisim
basamaklarinin kazanim zamanlari, normal popiilasyonun yaklasik 2 kati olarak
diisiiniilebilir. Ornegin literatiirde belirtildigi iizere norogelisimsel gecikme, yasamin ilk
yilinda belirgin hale gelir. Bireyin oturmasi, ortalama 11. ayda, yiiriimesi ortalama 26.

ayda gergeklesir. Ayrica, otizm, hiperaktivite, depresyon, artmis nobet riski, infantil
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spazmlar, Moyamoya hastalig1 ve kaygi bozukluklari gibi norolojik sorunlar da daha sik
goriilebilir. Moyamoya hastaligi, DS’nda insidansi artmis, nadir goriilen bir vaskiiler
anormalliktir. Cocuklarda genellikle hemipleji cizelgesi goriliirken, yetiskinlerde daha

¢ok beyin kanamasi olur (Avcr Durmusalioglu, E. vd, 2021).
2.6.5. Immun Sistem

Down sendromlu bireylerde bagisiklik sistemi yapisi dnemli Olclide degisir.
Lokopeni (diisiik 16kosit sayisi), daha diisiik B hiicresi frekanslari ve artmis oranda hafiza
T hiicreleri, proinflamatuar T hiicre alt gruplar1 ve proinflamatuar sitokin tireten hiicreler
gibi proinflamatuar degisimler yaygmn olarak gozlenir (Schoch vd., 2017). Bu
proinflamatuar ortamla uyumlu olarak, DS’lu kisilerde tiroid hastaligi, tip 1 diyabet,
¢olyak hastaligi, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus ve atopi dahil olmak Uzere
otoimmiin hastaliklarin goriilme riski oldukca yiksektir. DS'li bireylerde meydana gelen
bu artmis bagisiklik tepkisine ragmen, bulasici hastaliklara karsi1 daha hassas olduklari
belirtilmistir ve DS'li bireylerdeki 6liimlerin %50'sinden sorumlu oldugu ifade edilmistir
(Bull, 2020). DS’lu gocuklarda 6zellikle solunum yolu enfeksiyonlar1 goriilmektedir ve
hastaligin seyrine bagli olarak hastaneye yatis islemleri gerceklestirilmektedir (Huggard
vd., 2022).

Otoimmiinite riski yasla birlikte arttig1 i¢in, bagisiklikla iligkili genlerin tam veya
kismi trizomisinin genomik dogrulamasiyla birlikte uzunlamasina ¢aligmalara da ihtiyag
vardir. Otoimmiinite gelismeden 6nce drneklem almak, kimin daha yiiksek risk altinda
oldugunu ve bu riskin nasil hafifletilebilecegini daha iyi anlamamiza olanak saglar
(Hendrix vd., 2021). Ilk olarak 1969 yilinda DS ile otoimmiin tiroidit arasinda iliski
oldugu gozlemlenmistir (Ferrari & Stagi, 2021). Risk analizlerinin yapilmasi ve
anlasilabilmesi i¢in otoimmdiinite gelistirmeden Once Ornekleme gereklidir. DS’lu
bireylerin bagisiklik sistemi, normal bireylere gore daha zayif olmaktadir. Bu durum,
Ozellikle solunum yolu enfeksiyonlarina ve kalp damar hastaliklarina kars1 daha yiiksek
risk tastyan DS’lu bireyler i¢in 6nemli bir sorundur. DS’lu bireylerin bagisiklik sistemi

anormallikleri, yaslarina, semptomlara ve belirtilere gore tedavi edilebilir.

2.6.6. Duyular
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DSlu bireylerde, ¢esitli duyusal anormallikler goriilebilir. Bu anormallikler,
bireylerin ¢evreleriyle etkilesimlerini etkilemektedir. Bu bireyler, makroglosi (blyiik dil),
hipoplastik kaslar (zayif kaslar), dis kulak yolu stenozu (daralmis dis kulak yol), dar
orofarenks ve nazofarenks (dar bogaz ve burun boslugu), kisa yapidaki dstaki tiipii (kulak
ve bogaz arasindaki tliplin kisa olmasi) ve onun sert damakla yaptig1 dar a¢1 nedeniyle
isitme kaybina yatkindirlar. Bu durumda, bu bireylerin dil biyiikliigii, kas zayifligi,
daralmis dis kulak yolundan dolay1 isitme sorunlar1 yasama egilimleri vardir. Ayrica, dar
bogaz ve burun boslugu ile kisa Ostaki tiipii ve sert damak arasindaki dar a¢1 da isitme
kaybina katkida bulunabilir (Kreicher vd., 2018). DS'lu kisilerin zihinsel engelli kisilere
gore 2,6 kat daha fazla orta diizeyde iletisim giigliigii yasama olasiligi ve 1,9 kat daha
fazla ciddi iletisim gii¢ligii yasama olasiligi bulunmaktadir (Hendrix vd., 2021).

DSlu bireylerde dil gelisiminde yasanan zorluklar, gelisim asamasinin ¢ok erken
donemlerinde ortaya c¢ikmakta ve erken donemden yetiskinlige kadar da devam
etmektedir. Gelisimdeki gecikmeler, erken donemden baglayarak giinliik yasam
icerisinde aktif rol alma ve sosyal hayatinda da dilin kullanim1 da dahil olmak {izere
yetiskinlige kadar devam etmektedir (Hendrix vd., 2021). Arastirmalar, Down sendromlu
(DS) bireylerin fiil kullaniminin smirli oldugunu ve bunun da dil karmagikliginin
azalmast ve zayif konusma becerilerine sahip olmalariyla iliskili oldugunu
gostermektedir. Ancak, erken miidahale ile zaman iginde DS'lu bireylerin yasam

standartlarinda olumlu degisiklikler meydana gelmektedir (Hendrix vd., 2021).

Durmusalioglu ve ark.’nin derledigi bir raporda DS’lu bireylerde, gdrme
problemlerinin siklig1 %56,8 olarak bildirilmistir (Avci Durmusalioglu, E. vd, 2021).
DS’lu ¢ocuklarin ilk 6 ayda katarakt, nistagmus, sasilik ve kornea anormallikleri gibi g6z
hastaliklar1 gelistirme ihtimalleri yiksektir. Bu bozukluklar varsa, anormal gorsel
gelisimsel ve muhtemelen retina, kornea ve optik sinirdeki yapisal farkliliklar ile iligkisi
nedeniyle uzmana danisilmalidir. G6z hastaliklar1 uzmani ¢ocuklari, 1-5 yas arasindaki
cocuklart yilda bir, 5-13 yas aras1 2 yilda bir ve 13-21 yas arasi 3 yilda bir degerlendirmesi
onerilir. DS’lu g¢ocuklarin %50'sinde, 3-5 yas arasinda refraksiyon kusuru gelisir
(Hendrix vd., 2021).

2.6.7. Kas-Iskelet Sistemi
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Down sendromlu bireylerde kas iskelet sistemi sorunlar1 sik goriilebilir ve
atlantoaksiyel instabilite, 6zellikle tehlikeli bir komplikasyon olarak kargimiza ¢ikabilir.
Atlantoaksiyel instabilite, servikal kord kompresyonuna yol acarak ciddi sonuglara neden

olabilir.

Gorlintileme ¢alismalart ile miyelopati riski iligkili bulunmadigindan,
asemptomatik hastalarda rutin radyolojik degerlendirme Onerilmez. Ancak erken tani,

norolojik muayene ve hasta yakinlariin degisen belirtileri fark etmesi ile miimkiindiir.

Hasta yakinlari, atlantoaksiyel instabilite ile iligkili semptomlar konusunda
bilgilendirilmeli ve yakin temas sporlarinin (6rnegin futbol, jimnastik gibi) ve trambolin
kullaniminin spinal kord yaralanmasi riskini arttirdigi konusunda uyarilmalidir. Ayrica,
DS’lu bireylerin kas iskelet sistemleri ile ilgili diger sorunlari da takip edilmeli ve uygun

tedaviler uygulanmalidir (Aver Durmusalioglu, E. vd, 2021).
2.6.8. Kanser

[k olarak 1957 yilinda rapor edildigi sekliyle, erken bebeklik déneminde yiiksek
16semi insidans1 gozlenirken ilerleyen yaslarda bu risk azalmaktadir (Krivit & Good,
1957). DS’lu bireylerde 16semi ¢ogunlukla hayatin ilk 4 yilinda ortaya ¢ikmaktadir
(Hasle, 2001). DS’lu bireylerin solid tiimor gelistirme riski, normal bireylerden daha
diisiiktiir ancak 16semi gelistirme insidansinin artmasinin iligkili oldugu diistiniilmektedir
(Hendrix vd., 2021). Ayrica DS’lu bireylerde bazi kanser tiirleri daha sik goriiliir. GATAL
genindeki mutasyonlardan kaynaklanan ve yenidogan DS’lularin %10’unda gecici
anormal myelopoez olusmaktadir. Hematolojik anormallikler olarak belirtilen durum,

yenidogan bebeklerde demir eksikligi ve I6semi insidansinin artigina neden olabilir.

Ayrica, yapilan literatiir taramasinda Down sendromlu (DS) bireylerde 16semi
gelisme ihtimalinin %2-3 oraninda oldugu belirtilmistir (Aver Durmusalioglu, E. vd,
2021). Trizomi 21, fetal karaciger hematopoietik kok ve progenitor hiicrelerde bozulmus
hematopoeze neden olarak megakaryosit-eritrosit progenitorlerinde artisa neden
olmaktadir. Bir baska neden olarak da GATAL genindeki genetik mutasyonlar ve
epigenetik degisiklikler DS’unda myeloid l6seminin ilerlemesine neden olmaktadir.
DS’lu bireylerde akut lenfoblastik 16semi (ALL) ve akut myeloid 16semi (AML) gelisme
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riskinin genel popiilasyona gore sirasiyla 33 ve 150 kat daha fazla oldugu tahmin
edilmektedir (Gupte vd., 2022).

2.6.9. Endokrin sistem

DS’lu bireylerde hipertiroidi ve konjenital hipotiroidi risklerinde artis meydana
gelmektedir ve literatiirde bu oran %1-2 olarak belirtilmistir (Avci Durmusalioglu, E. vd,
2021). Yapilan c¢alismalarda ayn1i zamanda konjenital hipotiroidi insidanst DS’lu
bireylerden normal populasyona oranla 28 kat daha fazla bulunmustur (Fort vd., 1984).
Hipotiroidi, yavas metabolizma, yorgunluk, kilo alma ve diger belirtilere neden olabilir.
Bu nedenle, Down sendromlu bireyler tiroid stimile edici hormon (TSH) ve serbest T4

acisindan degerlendirilmelidir (Avcl Durmusalioglu, E. vd, 2021).
2.6.10. Gastrointestinal sistem

DS’lu  bebeklerde gastrointestinal sistem (GIS) anomalileri siklikla
gorilmektedir. Bu anomaliler arasinda duodenal atrezi, Hirschsprung hastaligi,
omfalosel, duodenal bandlar, aniler pankreas, ileal ve jejunal atrezi, anal atrezi,
malrotasyon ve diyafragma hernileri yer almaktadir. Ayrica, ¢ocukluk déneminde diyare,
uzun siireli kabizlik, bilyiime geriligi, anemi, karin agrisi ve inatg1 davranig problemleri
varsa ¢Olyak hastaligi da diisiiniilmelidir (Avci Durmusalioglu, E. vd, 2021). GIS
anomalisi olmayan DS’lu vakalarda ise kronik konstipasyon, kusma, karin sisligi,

gastrodzofageal reflii sik goriilen sorunlardir.

Yapilan calismalar, DS’lu vakalarda GIS anomali gériilme sikliginm saglhikli
poplilasyona gore 20 kat daha yiliksek oldugunu gostermektedir (Tolmie JL; 1996).
Ornegin, 5581 DS’lu olguda aniiler pankreas ve duodenal atrezi sikliginin 300 kat,
megakolon ve koanal atrezi sikliginin ise 100 kat arttig1 bildirilmistir (Kallen vd., 1996).
Birgok ¢alismada da GIS anomalilerinin cesitli tiplerine sik rastlandig1 gdzlemlenmistir.

Bu nedenle, DS’lu bebeklerde GIS sorunlarina yonelik erken teshis ve tedavi dnemlidir.

DS’lu bebeklerin biiyiik bir kismi emzirilebilir ve anne siitii alabilirler. Ancak bazi
durumlarda, basaril1 bir emzirme paterni gelistirilene kadar ek destege ihtiya¢ duyulabilir.

Hipotonisi belirgin olan bebeklerin yani1 sira yavas beslenen bebekler, beslenirken
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bogulma, tekrarlayan pnémoni veya solunum semptomlar1 ve agiklanamayan gelisme

geriligi olan bebekler radyografik yutma degerlendirilmesi i¢in degerlendirilmelidir.
2.7. Prenatal Tan

Prenatal tan1 ilk olarak 1966 yilinda amniyotik sividan kiiltiir edilen hiicrelerden

fetiisiin kromozomal yapisinin analizi ile baglamistir.

Aile Oykiisii veya tasiyicilik testleriyle 6zgiin bir genetik hastalik riski agisindan
belirgin bir sekilde riskle karsi karsiya olan ¢iftlere prenatal tan1 6nerilmektedir. Buna
ilave olarak ileri anne yas1 veya rutin prenatal bakim esnasinda yapilan tarama testleri
sonucunda risk artig1 6ngoriilen otozomal trizomiler, 6zellikle trizomi 21 veya noral tiip
defektleri (NTD) igin prenatal tan1 yapilmaktadir. Olgularda prenatal tantyla hedeflenen
durum, ciftlerin gebelikleriyle ilgili genetik hastalik veya dogumsal defekt risklerinin
belirlenmesi ve bu risklerin giderilmesi (izerine ciftleri bilgilendirmesidir. Ozgiin bir
dogumsal defekt i¢in artmis bir risk altindaki ¢iftler icin, gebelik esnasinda yapilacak
testlerle bu defektlerin varligi ya da yoklugunu fetiis i¢in dogrulamak, prenatal tani
kullaniminin temelini olusturmaktadir. Ciddi genetik hastalik riski altindaki pek c¢ok cift
icin, prenatal tan1 uygulamasi ile gerekliligi halinde, gebeligi sonlandirma se¢eneginin

elde edilmesi 6nemli bir avantaj olusturmaktadir.

DS, prenatal tani ile kolayca dogrulanir. DS’ nin goriilme insidans1 yaklasik 450
dogumda 1’e yiikselmistir. Son 20 yilda yapilan ¢alismalarda, Avrupa'da DS’lu
gebeliklerin sayisinda %10'luk bir artis gézlenmektedir. Bu artisin nedenleri arasinda
anne yasinin artmasi, dogum 6ncesi taramanin gelismesi ve yayginlagmasi ile gebeliklerin
sonlandirilmast  gibi faktorler bulunmaktadir. Ayrica prenatal tani testlerinin
yayginlagsmasi ile canli dogan bireylerin prevalansinda artig bildirilmistir (Vicic vd.,
2017). Prenatal tan1 yontemleri, fetiisiin genetik materyalini inceleyip kromozomlardaki
sayisal veya yapisal farkliliklar belirlemede etkin rol almaktadir. Durmusalioglu ve ark.
2021 yilinda sundugu raporda DS’nun birinci trimester taramasi ile tespit oran1 %82-87,
ikinci trimester taramasi ile %80, kombine birinci ve ikinci trimester taramasi ile yaklasik
%95°tir. Bu tarama testlerinin %5 yanlis pozitif oranina sahip oldugu bildirilmektedir
(Avcl Durmusalioglu, E. vd, 2021). Down sendromunun prenatal tanisina yaklagim, hiicre

dist DNA'min (cell-free DNA veya cfDNA) kullaniommin gelismesiyle birlikte
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degigmistir. Bu durum, Down sendromunun prenatal tarama testlerine yeni bir yaklagim

saglamistir.

Non-invazif prenatal taramanin kullanimi, amniyosentez veya koryon villus
orneklemesi gibi invazif testlerin kullanimin1 azalttig1 i¢in, tarama oranlarindaki bolgesel
ve kiiltiirel farkliliklara ragmen tercih edilmektedir. DS nun saptanmasi i¢in cfDNA'nin
ozgilligii %99,7'dir. Ancak, kesin tan1 i¢cin amniyosentez veya koryon villus 6rneklemesi
ile elde edilen karyotip analizinin dogruluk orani %99'dur (Avci Durmusalioglu, E. vd,
2021).

Bu nedenle, prenatal tan1 asamasinda ebeveynler, DS’ nun nedeni, olast tibbi
sorunlar, etkilenen fetlis veya bebegin potansiyel gelecegi ve aile planlamast hakkinda

bilgi almalidirlar. Bu hizmet genetik danigsmanlik altinda verilmektedir.
2.7.1. Prenatal Tan1 Endikasyonlar:

fleri anne yas1, prenatal tam endikasyonlarinin en yaygimn olanidir. Anne yast ile
Down sendromu ve diger yasamla bagdasan kromozomal anormallikler arasinda bir iligki
bulunmaktadir. Prenatal kromozom analizi i¢in Onerilen yas sinir1 genellikle >35 olarak
kabul edilir, ancak daha diisiik veya daha yiliksek yaslar da endikasyon olarak
diisiiniilebilir. Bu konuda tartigmalar devam etmektedir. Yasa bagl risk seviyesi olarak
kabul edilen yaklasik 1/250 oranindaki risk esik degeri, amniyosentez veya diger prenatal
tan1 yontemleri diisliniildiiglinde kullanilir. Bu deger, kromozomal anormallik riskini

degerlendirmek i¢in bir kilavuz olarak kabul edilir.

lleri yasta hamilelik olarak kabul edilen (>35 yas) kadinlarda Down sendromu
(DS) taramas: i¢in anne serumu testleri artik tiim hamilelere 6nerilmektedir. Bu testler,
anne serumunda AFP (alfa-fetoprotein), insan koryonik gonadotropin (HCG) beta
subunitesi ve konjuge olmayan estriol (UE3) seviyelerini degerlendirir. Bu parametreler,
DS riskini belirlemeye yardimci olur. AFP ve UE3 diisiik seviyeleri ile yiiksek HCG
seviyeleri, DS riski ile iliskilendirilirken, bu parametrelerin diisiikliigi Edwards
sendromu (trizomi 18) riskini artirabilir. Bu tarama protokoli, yaklasik %5 yanlis pozitif
sonug riski tagirken, yaklasik %60 genel tespit orani sunar. Ancak, bu degiskenler, anne

yasina bagli olarak farkliliklar gosterebilir.
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Ultrasonografi, kromozomal anormalliklere eslik edebilen fetal anormalliklerin
tespitinde Onemli bir prenatal tani aracidir. Ultrason, gebelik haftasinin belirlenmesi,
kromozomal anormallik taramasi i¢in yapilan islemler 6ncesinde ve sirasinda, genellikle
fetistin 15-20. gebelik haftalarinda rutin olarak kullanilir. Ayrica, pozitif maternal serum
taramasi sonucu alinan bilgilere dayanarak, daha once noral tiip defekti (NTD) veya
kromozomal anormalligi olan ¢ocugu olan kadinlar ve ii¢iincii trimesterde fetal saglik

durumunun degerlendirilmesi amaciyla da ultrason muayenesi yapilir.

Daha 6nce Down sendromlu (trizomi 21'li) bir cocuga sahip olan ¢iftlerin, sonraki
cocuklarinda Down sendromu riskinde yaklasik %1 artis goriilmektedir. Diger sayisal
kromozomal anormallikler icin benzer bir veri desteklenmemektedir, ancak bu ciftlere

prenatal tani siirecinde dikkatli bir yaklagim 6nerilmektedir.

Dengeli kromozomal yeniden diizenleme sonucunda genetik materyal kazanimi
veya kaybi olmadigi i¢in tasiyicilar genellikle normal bir fenotipe sahiptirler. Ancak bu
tdr dengeli tasiyiciliklar, kendiliginden diisiik yapma veya kromozomal anomalili bir
cocuk sahibi olma riskini artirabilirler. Bu risk, ¢esitli faktorlere bagli olarak degiskenlik
gosterir, Ornegin etkilenen kromozoma, etkilenen bélgenin boyutuna ve tasiyicinin
cinsiyetine baglidir. Down sendromu (DS) igin risk %100 olabilir, 6zellikle 21g21q
Robertsonyan translokasyonu veya izokromozom gibi durumlarda risk artar.

2.7.2. Prenatal tam yontemleri

Cizelge 2.2. Prenatal Tan1 Yo6ntemlerinin siniflandirilmasi

A: Invaziv Testler B: Invaziv Olmayan Testler
Fetal Goriinttuleme Fetal Gorlintuleme
Fetoskopi Ultrasonografi

Embriyoskopi Ekokardiyografi

Manyetik rezonans gérintileme (MRG)
Rontgen

Fetal doku oOrnekleri kullanarak | Biyokimyasal tarama testler
kromozom analizi veya molektler | Anne serumundan
calismalar yapma Ikili tarama testi (PAPPA, fp HCG ve NT

Amniyosentez olglimu)

25



Koryon villus 6rneklemesi Uglii tarama testi (AFP, uE3, B HCG
Kordosentez olcim)

Dortlii tarama testi (AFP, uE3, p HCG ve
DIA élgumi)

Maternal (anne) kan orneginde fetal

hicrelerin analizi

2.7.2.1. Amniyosentez

Amniyosentez, polihidramnioz tedavisinde 1880'de kullanilmaya baglanmustir.
1966'da Amerikali doktorlar Steele ve Breg, basariyla amniyotik sivi hiicrelerini
kromozom analizi i¢in kiiltiire etmislerdir. Giiniimiizde, yiiksek dogruluk ve diisiik risk
nedeniyle en yaygin kullanilan invaziv prenatal tan1 yontemidir. Yapilan arastirmalar,
amniyosentez sonrast spontan diisiik oraninin %1.7 oldugunu gdstermistir, bu oran
kontrol grubundan biraz daha yiiksektir. 2000 yilinda yaymnlanan bir rapor ise
amniyosentezin fetus diisiik riskinin %0.6-0.68 oldugunu 6ne siirmiistiir (Cheng vd.,
2015).

Amniyosentez, amniyotik keseye bir igne ile girerek, karin duvar1 yolundan bir

enjektorle amniyon sivisindan bir 6rnegin alinmasi islemidir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Amniyosentez isleminin uygulanmasi
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Amniyotik sivi, 10 mL'de yaklasik 2-3 x 1075 hicre icerir ve bu hicreler,
amniyon kesesindeki fetlis hareketleri nedeniyle yutma, idrar yapma ve fiziksel
hareketlerle iiretilen, tanisal testler i¢in kiiltiire edilebilen fetiis kaynakli hiicreler igerir
(Cheng vd., 2015). Amniyosentezden Once, fetiisiin canli olup olmadigini, gebelik
haftasini, amniyon sivisinin miktarini, fetal anatomik yapilarin incelenmesini ve igne ile
giris yapmak i¢in en uygun pozisyonu saptamada, fetiis ve plesantanin pozisyonunu

belirlemede ultrason taramalar1 kullanilmaktadir.

Amniyosentez, 15-16. Gebelik haftalarinda uygulanabilir ancak bazi merkezlerde
bu test 10-14. Gebelik haftalar1 gibi daha erken bir zamanda yapilabilmektedir.
Amniyosentez, kromozomal hastaliklar ve birgok tek gen hastaliginin tanisinda faydali
bir yontemdir (Cheng vd., 2015).

2.7.2.2. Koryon Villus Orneklemesi (CVS)

Koryon Villus Biyopsisi (CVS), prenatal tan1 yontemlerinden biridir ve fetiisten
koryon villus adi verilen doku 6rnegi alinmastyla gergeklestirilir. CVS islemi, genellikle
gebeligin 10-13 haftalar1 arasinda yapilir ve bazen 6zel durumlarda 8 haftadan itibaren

gerceklestirilebilir (Cheng vd., 2015). Iki temel yontemle CVS yapilabilir:

Trans abdominal yontem: Karindan (karin duvarindan) ultrason rehberliginde bir igne

kullanilarak yapilir.

Trans servikal yontem: Serviks (rahim agzi) yoluyla bir kateter veya ince bir tiip
kullanilarak koryon villuslart alinir (Sekil 2.8). Elde edilen koryon villus Ornegi,
laboratuvarda genetik analiz i¢in incelenir. Bu sayede, bebegin kromozom sayis1 ve

yapisal anomali olup olmadig1 gibi genetik hastaliklarin tespit edilmesi miimkiin olur.

CVS'in avantaji, erken gebelik haftalarinda yapilabilmesi ve genetik bilgi
saglamasidir. Ancak, amniyosentez gibi diger invaziv prenatal tan1 yontemlerine kiyasla
daha yiiksek gebelik kaybi riskine sahip olabilir. Bu nedenle, CVS islemi yapilacak
hastalar, riskler ve faydalar hakkinda dikkatli bir sekilde bilgilendirilmelidir(Cheng vd.,
2015).

27



Plasenta

Koriyonik
villiis

Sekil 2.8. Koryon Villus Orneklemesi (CVS) ile prenatal tani
2.7.2.3. Kordosentez

Kordosentez, deri yoluyla umblikal kan 6rnekleme (PUBS) olarak da bilinir ve
fetiisiin kanin1 gobek kordonu kullanarak almayi igeren bir tibbi islemdir (Sekil 2.9).
Genellikle 18. gebelik haftasindan sonra uygulanir. Ancak, aliman kan Orneginin
kesinlikle fetusa ait oldugu dogrulanmalidir. Uluslararasi rehberlere gore, Sitogenetik
laboratuvar sonuglar1 raporlamadan once Orneklerin kordon kanina ait oldugunu

onaylamalidir.

Kordosentez, amniyosentez veya CVS gibi diger prenatal tan1 yontemlerinde
gorilen kromozomal mozaikligi aydinlatmada ve ikinci trimesterde ge¢ bagvuran
hastalarda daha hizli sonug elde etmekte kullanilir. Ayrica, ii¢lincii trimesterde gebelik
sonlandirma karar1 hakkinda hizli tanisal bilgi elde etmek icin de kullanilabilir.
Sitogenetik sonuclar, genellikle 48-72 saatlik bir sire icinde fitohemagglutininle
uyarilmus kiiltiirle elde edilir. Ayrica, boliinmeyen interfaz hiicrelerine de FISH (Floresan

In Situ Hibridizasyon) yéntemi uygulanabilir.
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Sekil 2.9. Kordosentez isleminin uygulanmasi
2.8. Postnatal tani

DS’lu bebeklerin 6n tanisi dogum sonrasi fizik muayene ile yapilmaktadir. Bu
bebekler genellikle hipotoni, karakteristik dismorfik 6zellikler ile kolaylikla
taninabilirler. Belirgin dismorfik 6zellikler arasinda brakisefali, ensede kalinlagma,
yuvarlak ve genis bir yiiz, yukari ¢ekik palpebral fissurler, epikantus, brushfield lekeleri,
hipertelorizm, kiiciik, diizlesmis ve kisa burun, kii¢iik ve diisiik kulaklar, asag: sarkik alt
dudak, dilin ag1z disinda bulunmasi, agik agiz, yiikksek damak, kisa ve genis boyun, kisa
ve genis el ve ayaklar, simian ¢izgi, klinodaktili, sindaktili, ekstremitelerin viicuda oranla
kisa olmasi, ayakta 1 ve 2. parmaklar arasinda agiklik (sandal gap) ve ayak tabaninda 1
ve 2. parmaklar arasinda yariklanma yer alir. Bu dismorfik 6zellikler dogum sonrasinda

tespit edilebilir ve taniy1 dogrulamak i¢in diger testlerle de uygulanabilir (Bull vd., 2022).

DS siiphesi durumunda postnatal donemde en uygun tanit yontemi karyotip
analizidir. Daha hizli sonug almak i¢in ise DNA'nin kisa, ardigik tekrarlayan dizileri olan
mikrosatellitlerin belirteg olarak kullanildigi kantitatif floresan PCR (QF-PCR) yontemi
de tercih edilebilir. Ancak, daha giivenilir bir tan1 i¢in molekiiler yontemlerin sitogenetik
yontemle teyid edilmesi Onerilmektedir. Ayrica, tanida kullanilabilecek ydntemler
arasinda 21. kromozoma yonelik floresan in situ hibridizasyon (FISH) ¢alismasi da yer
almaktadir. DS’lu ¢ocugu olan ebeveynlerin, tekrar DS’lu ¢ocuk sahibi olma riski; anne

yas1, karyotip sonucu ve varsa translokasyon tipi ile iliskilidir (Bull, 2020).
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Postnatal tani, genellikle bebekteki belirtileri ve semptomlari inceleyerek baslar.
Bebekte Down sendromu belirtileri arasinda hipotonik kas tonusu, karakteristik yuz
Ozellikleri (6rnegin, yiizdeki yuvarlak ve basik goriiniim), mikrosefali, epikantus katlari
(capraz simetrik katlanmalar) ve simian ¢izgi yer alabilir. Genetik danigsmanlar, aileleri

Down sendromu hakkinda bilgilendirirler.
2.8.1. Karyotip Analizi

Sitogenetik analiz i¢in ayakta bulunan olgulardan periferik kan 6rnegi alinir. Bu
ornekler laboratuvar ortaminda Fitohemaglutinin (PHA) ile uyarilan kisa siireli lenfosit
kiltirlerine tabi tutulur. Daha sonra Giemsa Tripsin bantlama yontemi (GPL)
kullanilarak kromozom analizi gergeklestirilir. Yapilan karyotip analizi sonucunda, bazi
olgularda erkek karyotipi 47+XY, +21 olarak tespit edilir, diger baz1 olgularda ise kadin
karyotipi olan 47+XX, +21 belirlenir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. 47, XY, +21 ve 47, XX, +21 sahip olgularin kromozom analizleri
2.8.2. QF-PCR yontemi

QF-PCR (Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction), genetik bir test
yontemidir ve ozellikle fetal andploidileri tespit etmek igin kullanilir. Ozellikle fetal
anoploidiler, dogmamis bir bebegin kromozom sayisindaki anormallikleri ifade eder ve
Down sendromu gibi durumlarda kullanilabilir. QF-PCR, PCR (Polymerase Chain
Reaction) adi verilen bir molekiiler biyoloji teknolojisinin 6zel bir tiiriidiir. PCR,
DNA'nin milyonlarca kopyasini olusturarak belirli genetik materyali ¢ogaltma yetenegi
sunar. QF-PCR, bu temel prensibi kullanarak belirli kromozom bdlgelerini hedef alir ve

bu bolgelerdeki genetik materyali ¢ogaltir.
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Quantitative (nicel) terimi, QF-PCR'nin genetik materyalin nicel analizini
yapabilme yetenegini vurgular. Bu yontem, belirli kromozom bolgelerindeki DNA kopya
sayisin1 Olgerek aneuploidileri tespit eder. Fluorescent (floresan) terimi, ¢ogaltilan
DNA'nin belirli bir floresan etiketinin kullanilmasiyla belirlenebilecegi anlamina gelir.
Bu floresan etiketleri, belirli kromozom bolgelerini belirlemek icin tasarlanmis olan 6zel
prob adi verilen DNA parcaciklar iizerine baglanmistir. QF-PCR, diger genetik test
yontemlerine gore daha hizli sonuglar alinmasini saglar. QF-PCR genellikle bir tarama
testi olarak bagvurulur ve olumlu sonuglar daha fazla inceleme gerektirir (Citli, S.vd.,

2011).
2.8.3. FISH Yontemi

FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon), hicrelerde belirli genetik veya hiicresel
ozellikleri belirlemek i¢in kullanilan bir molekiiler sitogenetik tekniktir. Bu yontem,
ozellikle kromozom anormalliklerini, gen amplifikasyonunu, gen yerlesimini ve hiicresel
organizasyonu incelemek icin yaygin olarak kullanilir (Citli, S.vd., 2011). FISH
yonteminin temel prensibi, hedeflenen genetik materyali belirli bir hiicre veya doku
ornegi icinde belirlemektir. Islem, floresan etiketli 6zel DNA prob adi verilen kisa DNA
parcaciklarim1 kullanir. Bu prob, spesifik bir genetik bolgeye veya hedefe baghidir ve
floresan renklendirici ile isaretlenmistir. Probun DNA dizisi, hedeflenen genetik materyal
ile tamamen eslesirse, prob hedef bolgeye baglanir ve floresan sinyali tiretir (Sekil 2.11).
Bu yontem, kanser aragtirmalarinda, genetik hastaliklarin tanisinda, kromozom
anormalliklerinin tespitinde ve mikroorganizmalarin belirlenmesinde onemli bir rol
oynar. Ayrica, prenatal tanida kullanilarak kromozomal anormallikleri erken asamalarda

belirlemeye yardimcr olabilir.
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Sekil 2.11. FISH yontemi

2.9. Tedavi ve izlem

DS’nun bir tedavisi yoktur. Ancak, bireylerin yasamlarin1 daha kaliteli hale
getirmeye yardimci olmak i¢in ¢esitli tedaviler ve miidahaleler mevcuttur. Ornegin, DS’lu
bireylerin Ogrenme giicliigli yasayabilecegi diisiliniiliirse, 6zel egitim ve Ogretim
programlari, bu kisilerin en iyi sekilde 6grenmelerini ve gelismelerini saglayabilir. Bu
programlar, bireysel gereksinimlere gore belirlenir ve cesitli becerileri 6grenmek igin

kullanilir.

DS’lu bireylerde sik goriilen saglik sorunlar1 da tedavi edilebilir. Ornegin, kalp
problemleri veya sindirim sorunlar1 gibi tibbi problemler, ilaglar veya cerrahi
miidahalelerle tedavi edilebilir. DS’lu bireylerin sagligina dikkat etmek ve uygun bakim
saglamak da ¢ok Onemlidir. Saglikli bir yasam tarzi, yeterli beslenme ve egzersiz,
hastaliklardan korunma, diizenli tibbi kontroller ve psikolojik destek, DS’lu bireylerin
yasamlarini daha kaliteli hale getirebilir. Sonug olarak, DS igin spesifik bir tedavi olmasa
da, bireylerin yasam kalitesini artirmak icin farkli tedavi secenekleri vardir. Her bireyin
ihtiyaclarina 6zel olarak planlanan tedavi yontemleri, onlarin en iyi sekilde gelismelerine

ve yasamlarini1 daha mutlu hale getirmelerine yardimci olabilir.

DS’lu  bireylerin nérolojik anormallikleri, semptomlarina, yaslarina ve
belirtilerine bagl olarak tedavi edilebilir. Bireylerin 6grenme, dil ve davranis gibi
alanlardaki potansiyellerini en iist diizeye ¢ikarmak icin erken miidahale ¢ok 6nemlidir.
Tedavi secenekleri arasinda ilaglar, psikoterapi, terap6tik miidahaleler ve diger norolojik

tedaviler yer alabilir. Enfeksiyonlara kars1 direnglerini artirmak i¢in agilar ve profilaksi
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Onlemleri alinabilir. DS’lu bireylerin bagisiklik sistemlerinin sagligini korumak icin

vitamin ve mineral takviyeleri, egzersiz ve diger yasam tarzi faktorleri 6nemlidir.

DS’lu bireylerde 16semi riski yiiksek olmasina ragmen solid timor gelistirme riski
normal bireylere gore daha diisiiktiir. Losemi riski, erken ¢ocukluk déneminde (1-4 yas)
en yuksektir. DS-ALL tedavisi 2,5-3 yil siirer ve uzun siireli bagisiklik yetersizligi, sosyal
etkilesim firsatlarinin kagirilmasina, erken miidahaleye ve gelisimsel kazanimlari
destekleyen egitim hizmetlerine ihtiya¢ duyulabilir. DS’lu bireylerde kanser gelisimi,
kanserin tiiriine ve evresine gore degisen tedavi segenekleri kullanilarak tedavi edilir.
Kemoterapi, radyasyon tedavisi ve cerrahi mudahaleler kanserli hiicreleri yok etmek igin
kullanilabilir. DS’lu bireylerin kanser riski diisiik olsa da diizenli saglik taramalari
yaptirmalar1 onemlidir. Bu, kanserin erken evrelerinde tespit edilmesine ve tedavi

edilmesine yardimeci olabilir.
2.10. Mikro-RNA

MikroRNA (miRNA), gen ifadesini diizenleyen, kodlamayan kigik RNA
molekiilleridir. ilk miRNA, 1993 yilinda iki arastirma grubu tarafindan kesfedildi. Bu
miRNA, Caenorhabditis elegans nematodu iizerinde yapilan ¢aligmalarda lin-4 olarak
adlandirildi ve lin-14’tin mRNA'nin cevrilmemis bolgesiyle etkilesime girerek gen
ifadesini diizenledigi gozlendi. Bu kesiften sonra, insan genomunda bircok miRNA
tanimlandi ve su ana kadar 28,645 miRNA mir-Base veri tabanina kaydedildi
(https://mirbase.org/).

MiRNA'lar genellikle 18 ila 24 niikleotit uzunlugunda olup sag¢ tokas1 seklindeki
transkriptlerden turetilirler. Bu miRNA'lar, hiucrelerdeki gen ifadesini dizenlemek igin
hedefledikleri mRNA'larla etkilesime girerler. miRNA'lar, mRNA'nin ¢eviri silirecini

inhibe ederek veya mRNA'nin yikimini tetikleyerek gen ifadesini etkileyebilirler.
2.10.1. Mikro-RNA Biyogenezi

MikroRNA (miRNA) biyogenezi, birden ¢cok adimi ve birka¢ enzimi igeren

karmasik bir siirectir. Iste miRNA biyogenezi asamalar:

Transkripsiyon: miRNA genleri, RNA polimeraz II veya III tarafindan transkribe edilerek

uzun bir birincil transkript olan pri-miRNA'y1 olusturur.
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Pri-miRNA islenmesi: Pri-miRNA, Drosha enzimi ve onun kofaktorii DGCRS tarafindan
taninarak 6ncii miRNA (pre-miRNA) yapisini olusturmak tizere kesilir. Pre-miRNA, sa¢
tokasi seklinde bir yap1 olusturur ve igerisinde kok halka yapist bulunur.

Sitoplazmaya ihracat: Pre-miRNA, exportin-5 proteini tarafindan ¢ekirdekten
sitoplazmaya tasinir.

Pre-miRNA islenmesi: Sitoplazmada, Dicer enzimi tarafindan pre-miRNA molekili
yaklagik 22 niikleotit uzunlugunda ¢ift sarmalli bir RNA molekiilii olan olgun miRNA'ya
boltndr.

Olgun miRNA vyuklenmesi: Olgun miRNA, bir Argonaute proteinini iceren RNA
kaynakli susturma kompleksi (RISC) olarak adlandirilan bir komplekse yiiklenir.

Hedef tanima: RISC kompleksi, hedef haberci RNA (mRNA) molekiillerindeki
tamamlayict dizilere baglanir. Bu etkilesim, mRNA'nin geviri slrecini inhibe edebilir

veya mRNA'nin bozulmasina neden olabilir.

Tum pre-miRNA'lar olgun miRNA'lara igslenmez. Bazi pre-miRNA'lar, Dicer
disindaki enzimler tarafindan taninabilir ve pargalanabilir. Bu durumda, farkli biyolojik
islevlere sahip diger kiiciik RNA tiirleri olusabilir. miRNA'larin ekspresyonu ve
islenmesi, diger miRNA'lar, RNA baglayict proteinler ve sinyal yollar1 gibi cesitli
faktorler tarafindan diizenlenebilir. Bu diizenlemeler, miRNA'larin belirli hiicresel

stireglerde ve patolojik durumlarda etkili olmasini saglar. (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. miRNA Biyogenezi
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2.11. 21. Kromozom Uzerindeki miRNAlar

21. kromozomda nispeten az sayida protein kodlayan genlerin birgok hastaligi
etkilemesi sorusu iizerine, bunun kismen chr21 kodlu bes mikroRNA (miRNA) ile
aciklanabilecegi diistintilmektedir. Bu chr21l kodlu miRNA'lar, let-7c, miRNA-99a,
miRNA-125b, miRNA-155 ve miRNA-802'yi igerir. Bu miRNA'lar, insan 21.
kromozomunun uzun kolu iizerinde kiimelenmistir ve chr21q21.1-chr21g21.3 bolgesini
kapsar (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. let-7¢c, miRNA-99a, miRNA-125b, miRNA-155 ve miRNA-802 mikro
RNA’larin 21. Kromozom iizerinde konumlanmas1 (Zhao vd., 2017)

Son arastirmalar, Down Sendromu (DS) hastalarinda ekstra chr21 kopyasi
nedeniyle bu bes miRNA'nin ekstra bir dozaja sahip oldugunu gostermektedir (Mollo vd.,
2023). Ayrica, Hsa2l1'e haritalanan bircok mikroRNA DS'de asir1 ifade edilmektedir.
MiR-99a, let-7c, miR-125b-2, miR-155 ve miR-802'nin Trizomi 21'li bireylerde kalp ve
beyinde kolayca tespit edildigi bildirilmektedir. (Mollo vd., 2023; Zhao vd., 2017).
Ayrica miR-99a'nin kalpte, bobrekte, karacigerde, beyinde ve akcigerde ifade edildigi
gosterilmistir. MiR-99a’nin ekspresyonu, organ gelisimi, doku homeostazi, bagisiklik

yanit1 ve patolojik durumlar gibi ¢esitli biyolojik siire¢lerde rol oynayabilir (Mollo vd.,
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2023). MiR-99a’nin hedefleri arasinda onkogenler ve tiimor baskilayicilar olarak bilinen

genler de vardir (Eniafe & Jiang, 2021).

Let-7c’nin fazla ekspresyonu, mezoderm spesifikasyonunda (T/Bra ve Nodal) ve
kardiyak farklilasmada (Mespl, Nkx2.5 ve Tbx5) rol alan genlerin ekspresyonunu
artirarak kardiyomyojenezini destekler ve ayn1 zamanda dogrudan hedefi olan EZH2'yi
baskilamaktadir (Mollo vd., 2023). Hsa21 miR-155-5p'nin trizomik kalplerde down
regiile oldugu bulunan bir gen olan mitokondriyal transkripsiyon faktérii A (TFAM) ile
etkilesime girerek mitokondriyal biyogenez tizerinde etkisi oldugu bildirilmistir (Mollo
vd., 2023).

2.12. Kardiak Tliskili mikro-RNA’lar

miR-155, 21. kromozom (zerinde yer alan B-hiicre Entegrasyon Kimesi'nden
(BIC) transkript olan bir non-kodlayan RNA olarak ifade edilir ve evrimsel olarak
korunan bir islevi ima eder. miR-155'in hematopoezi, inflamasyonu ve bagisikligi da
iceren birgok biyolojik stirecte rol oynadigi gosterilmektedir. Ayrica, nemli bir molekiil
olan tip 1 Angiotensin II reseptdrii (AT1R) ile iliskilendirilmistir; bu molekiil renal
fonksiyon ve vaskiiler diiz kas kontraksiyonuna katilir. MiR-155'in diizensizligi, ¢esitli
kanser tirleri, kardiyovaskiiler hastaliklar ve viral enfeksiyonlarla iliskilendirilmistir.
MiR-155"in islevsel aktivitesi iizerine yapilan arastirmalarin birka¢ yi1l 6nce baslamasi
nedeniyle, yakin gelecekte birgok baska islevin ortaya ¢ikmasi muhtemeldir (Faraoni vd.,
2009).

Let-7c, ilk kesfedilen iki mikroRNA (miRNA) olan lin-4 ve let-7, nematod
Caenorhabditis elegans'ta bulunmus ve kok hiicre boliinmesi ve farklilagmasinda
zamanlamay1 kontrol ettigi belirlenmistir (Roush & Slack, 2008). 21. Kromozom
izerinde yer alan C210rf34 geninin intron 6'sinda bulunan bir kiime i¢inde diizenlenmistir
ve 21g21.1'e yerlestirilmisgtir (Ozsolak vd., 2008). let-7 miRNA ailesi embriyonik
gelisimde aktif olarak yer alir ve let-7c¢, farelerde tiim viicutta yaygin olarak bulunur. let-
7¢, hiicre biiylimesi ve farklilagmasi i¢in onemlidir ve sekans ve islev agisindan yiliksek
diizeyde korunmustur. Insan kardiyak olgunlasma siirecinde in vitro olarak let-7¢ yiiksek
seviyede ifade edilir. let-7 miRNA ailesinin asir1 ifadesi, insan embriyonik kok
hiicrelerinden elde edilen kardiyomiyositlerin olgunlagsmasini, hiicre boyutunu, sarkomer

uzunlugunu ve kasilma yetenegini artirir. let-7 miRNA'lar1, fare ve insan kalp hastaligi
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orneklerinde ylksek dizeyde ifade edilir. let-7c'nin inhibisyonu, farelerde infarktis
sonrast kardiyak remodellemeyi saglamakta ve fonksiyonu iyilestirmektedir. Baska bir
fare calismasinda ise let-7c inhibisyonunu takiben epikard hicrelerinin artan
mobilizasyonu goézlemlenmistir (Narumanchi vd., 2019). Ayrica let-7'nin akciger
dokusunda yiksek diizeyde ifade edildigi, akciger hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini
baskiladig1 ve karaciger kanseri hiicre hattinda hiicre dongiisii ilerlemesini etkiledigi

g6zlenmistir (Johnson vd., 2007).

MiR-433, kromozom 12'de bulunan ve O6zellikle renal fibrozis ve karaciger
fibrozisi ile iliskilendirilen bir mikro RNA molekiiliidiir. Bununla birlikte, miR-433'lin
kalpteki rolii, ozellikle kalp fibrozisi lizerindeki etkisi hakkinda net bir bilgi yoktur.
Yapilan caligsmalar, miR-433'lin kalp fibroblastlarinin biiylimesini artirarak ve
miyofibroblastlara doniismesini tesvik ederek kalp fibrozisini etkileyebilecegini
gostermektedir. Ayrica, miR-433"in kalp fibroblastlarinda biiylime faktorii-p (TGF-f)
veya Anjiyotensin Il (Ang II) uyariminin neden oldugu doniisim tepkilerini
baskilayabilecegi bulunmustur. Ayrica, miR-433'Un iki hedef geni olan AZIN1 ve JNK1

tanimlanmustir.

miR-433"in yumurtalik kanseri hiicrelerinde kemoterapiye karsi direncin
olusmasma neden olabilecegi belirtilmektedir. miR-433"in asirt ifadesinin, A2780

hiicrelerinde hiicresel yaslanmay1 indiikledigi gosterilmistir (Weiner-Gorzel vd., 2015).
2.13. Real-Time PCR

Real-Time PCR (Q-PCR), deneysel biyoloji ve klinik aragtirmalarin daha ileri
analitik analizlere gereksinim duyulmast sonucu gelistirilmis bir PCR teknolojisidir ve
gen kopya Uriinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistirme imkani saglar. Bu
yontemde PCR islemi gercek zamanli olarak izlenebilir, reaksiyon devam ederken islem
yapilabilir ve dongii sayilar1 veya sicaklik degistirilebilir (Sekil 2.14). Bu nedenle,
geleneksel PCR yontemlerine kiyasla daha tercih edilir hale gelmistir. Real-time PCR,
amplifikasyon ve tayin islemlerinin ayni reaksiyon tiipiinde gerceklestigi ve ayn1 anda

yapildig1 homojen bir yontemdir.
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Sekil 2.14. Real Time PCR cihazinin goériiniimii

Real-Time PCR da amplifikasyon iriinleri ile orantili olarak artig gdsteren
floresan sinyallerin belirlenmesi, reaksiyon karisimina ilave edilen floresan 6zellikli
ajanlarin kullanilmasi ile gergeklesir. Real Time PCR’da belirleme yontemi, DNA
boyalar1 veya diziye 6zgiil prob kullanilarak PCR'nin her dongiisiinde floresans degisimi
izlenir. Real-time PCR'de kullanilan ilk boya etidyum bromiirdiir, ancak giiniimiizde
siklikla SYBR Green I kullanilmaktadir. Her ikisi de ¢ift sarmalli DNA'nin arasina
girerek DNA’ya baglanabilen floresan boyalardir. Ancak SYBR Green I, etidyum
bromiirden daha iyi ¢ift sarmali tek zincirden ayirt edebilir. Diger yontemde ise PCR
Uruntne 6zgu florofor-isaretli oligoniikleotit olan problar kullanilir. Bu problardan en
yaygin olan1 TagMan probudur ve ger¢cek zamanli PCR isleminde hedeflenen DNA veya
RNA bolgesine spesifik olarak baglanir. Probun baglandigi boélgede amplifikasyon
gerceklestiginde, floresan etiket olan flurophore'un yaydigr floresan sinyali tespit edilir
ve bu sayede DNA veya RNA hedefinin varlig1 ve miktar1 nicel olarak analiz edilebilir.
TagMan probu, 5’ ugunda Flurophore (F), 3’ ucunda Quencher (Q) molekiillerinden
olugsmaktadir (O'Connor & Glynn, 2010) (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. Real-Time PCR’da SYBR Green 1 ve Tagman probun ¢alisma mekanizmasi
3.7.1. Revers Transkriptaz (cDNA)

Tek zincirli RNA Orneginin komplementerini olusturmak i¢in Revers
Transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak yapilan PCR temelli bir yontemdir (Sekil 2.16).
Burada sadece ekzonik bolgeler yer alir, intronik bdlgeler yer almamaktadir. cDNA
transkribe olan mMRNA’y1 tasimasi nedeniyle sadece ekzonik bolgeleri igerir (O'Connor
& Glynn, 2010).

Oligo (dT)s
Random Primers
Sequence-specific Primers
(optinal depends on test)

All types
dq of RNA
—

Y template

dNTPs l LT

< e
BuﬁerU‘ V/-'. > Jd e« RT

RT
o ® *% o0 T
¢« [ D% oL PR e
el Y A4 INL ¥ <
a ® 0 g > 9 $° o
ct" o9 Ct“‘ L W
cDNA

Sekil 2.16. Revers Transkriptaz (RT) ile cDNA sentezi
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan malzeme ve cihaz listesi

Kullanilan Malzemeler

Kullanilan Cihazlar

miRNeasy Serum/ Plasma izolasyon Kiti-
(Qiagen-Almanya)

mMiRCURY LNA cDNA
Traskripsiyon Kit (Qiagen-Almanya)
2x miRCURY SYBR Green Master Mix
(Qiagen-Almanya)

miRCURY LNA miRNA PCR Assay
(Qiagen-Almanya)

Reverse

Safe Mate 1.2 Laminar Flow kabin (Bioair,
Italya)

PCR Cihaz1 (Sensquest Thermal Cycler)
(Labcycler, Hilden, Almanya)

Gergek zamanli PCR cihaz1 (Qiagen, Rotor-
Gene Q 5plex, Almanya)

ThermoFisher Scientific NanoDrop (Thermo

Fisher  Scientific,  Amerika  Birlesik
Deviletleri)
Dragon Lab Vortex (Thermo Fisher

Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)
Hettich- Mikro20 Mikrosantrifiij Hermle,
Wehingen, Almanya)

-20°C derin dondurucu (Arcelik- Turkiye)
+4°C buzdolab1 (Argelik- Tlrkiye)

Daihan Scientific -80°C derin dondurucu

(Daihan Scientific, Kore)
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3.1. Materyal

Calisma Gruplan

Bu calismada, Trakya Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik Tan1 Merkezi'ne

basvuran ti¢ farkli grup incelenmistir (Cizelge 3.4):

A Grubu: Down sendromlu bireyler ve konjenital kalp hastaligi olanlar.

B Grubu: Down sendromlu bireyler, ancak konjenital kalp hastalig1 olmayanlar.

C Grubu: Saglikli kontrol grubu.

Calismada, Down sendromu ve konjenital kalp hastalig: ile iliskilendirilen miRNA'lar

incelenmistir. Toplanan drnekler tizerinde Real-Time PCR ile miRNA ekspresyon analizi

yapilacaktir. Ayrica, ¢alismada yer alan bireylerin annelerinin yas bilgileri de toplanmistir

(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.4. Calismaya dahil edilen gruplar

Gruplar

Dahil edilen olgular

A grubu
(12 olgu)

H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12

B grubu
(15 olgu)

H13, H14, H15, H16, H17, H18, H19, H20, H21, H22, H23, H24, H25,
H26, H27

C grubu
(17 olgu)

K28, K29, K30, K31, K32, K33, K34, K35, K36, K37, K38, K39, K40,
K41, K42, K43, K44

Cizelge 3.5. A ve B gruplarma dahil edilen bireylerin demografik 6zellikleri ve KKH

bilgileri
Cinsiyet | Yas Anne Yasi Konjenital Kalp Hastahig:
H1 E 17 33 ASD
H2 K 5 43 Arkus hipoplazisi, sol superior vena kava
H3 E 3 34 PDA, Aort yetersizligi
H4 E 3 25 VSD, ASD
H5 E 2 24 ASD, VSD,
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H6 E 6 36 VSD, PDA

H7 K 7 40 OFT, Pulmoner yetersizlik, Pulmoner Stenoz,
Aort yetersizligi

H8 E 6 36 Fallot tetralojisi, Parsiyel Pulmoner Ventz
Donus

H9 K 5 27 ASD, PDA, Mitral yetersizlik

H10 K 6 45 ASD

H11 E 1 29 VSD, ASD, Mitral kapak prolapsusu, mitral
yetersizlik, trikispid kapak prolapsusu

H12 K 2 30 ASD, LPA, Pulmoner hipertansiyon

H13 E 1 35 -

H14 K 4 26 -

H15 K 5 34 -

H16 K |1 35 -

H17 K 6 40 -

H18 K 1 26 -

H19 E 3 36 -

H20 K 2 25 -

H21 K 1 40 -

H22 K 3 34 -

H23 K 3 43 -

H24 K 3 35 -

H25 E 1 25 -

H26 E 2 29 -

H27 K 2 31 -

Kan 6érneklerinin toplanmasi ve islenmesi

Calisilacak olgularin her birinden EDTA’l1 mor tiipe kan 6rnegi alindi ve 10
dakika 1900 x g (3000 rpm)’de santrifiij edildi. Sandrifujden sonra tiip igerisinde 2 ayri
faz ayrimi1 gozlendi. Ust (sar1) plazma fazi, ara buffy coat tabakasi1 (beyaz kan hiicreleri

ve trombositler igeren) bozmadan 2 ml yeni bir tiipe (konik tabanli) aktarildi. Normal
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kosullarda 10 ml periferik kan 6rneginden 4-5 ml’lik plazma 6rnegi elde edildi. Calisma

gruplar1 tamamlanincaya kadar plazma drnekleri -80 °C’de saklanda.
3.2. Yontem
Calismanin prensibi

Calismada kullanilacak olan plazma Ornekleri (QIAGEN® miRNeasy
Serum/Plasma Advanced Kit (cat. no. 217204)) miRNeasy Serum/Plasma izolasyon Kiti
kullanilarak RNA 6rnekleri elde edildi. miRCURY LNA RT Kit ile elde ettigimiz RNA
ornekleri ¢cDNA donistiirildi. miRCURY LNA SYBR® Green PCR Kit (cat. no:,
339346) ile elde ettigimiz miRNA orneklerimizin ekspresyonlari i¢in Real Time PCR
calistirildi. PCR sonunda analizi gerceklestirmek igin ikili tekrar seklinde ¢alisilacak
ornekler ortalama Ct degerleri bos bir Excel tablosuna aktarildi. Tabloda ortalama Ct ACt
degerlerinin hesaplamasi yapildi. ACt degerleri saptandiktan sonra AACt degerleri
hesaplandi. Her bir ornek icin 2”°(-AACt) degerleri hesaplanarak istatistik agidan
degerlendirildi.

RNA izolasyonu

1. Dondurulmus plazma 6rnekleri +4 °C soguk blok iizerinde ¢ozdiiriildi. Eriyen 6rnekler
3000 x g de 2 dk santrifujlendi.

2. 200 pl plazma 6rnekleri 2 ml'lik bir tiipe aktarildu.

3. Uzerine 60 pl Tampon RPL eklenir. Tiip kapaklar1 kapatildi ve >5 s boyunca
vortekslendi. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi.

4. Uzerine 20 ul tampon RPP eklendi. Tiip kapaklari kapatildi ve >20 s boyunca siddetli
sekilde karigtirildi. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi.

5. Pelleti ¢oktiirmek i¢in oda sicakliginda 12000 x g'de 3 dakika boyunca santrifiijlendi.
Not: Siipernatant a¢ik ve renksiz olmalidir.

6: Siipernatantdan ~ 230 pl yeni 2 ml bir tiipe aktarildi. Uzerine ~230 pl izopropanol
(6rnek hacmi kadar) eklendi. Vorteksleyerek karistirildi. Tiip igerisindeki 6rnegin tamami
RNeasy UCP MinElute kolonuna aktarildi. Kapagi kapatip >8000 x g'de 15 saniye

boyunca santrifiijlendi ve kolonalt1 degistirildi.
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7: RNeasy UCP MinElute kolonuna 700 pl tampon RWT eklendi. Kapagi kapatip >8000
x g'de 15 saniye boyunca santriftijlendi ve kolonalti degistirildi.

8: RNeasy UCP MinElute kolonuna 500 pul tampon RPE eklendi. Kapagi kapatip >8000

X g'de 15 saniye boyunca santrifujlendi ve kolonalt1 degistirildi.

9: RNeasy UCP MinElute kolonuna %80’lik etanolden 500 ul eklendi. Kapagi kapatip
>8000 x g'de 2 dakika santrifiijlendi ve kolonalt1 degistirildi.

10: RNeasy UCP MinElute kolonunu iizerine bir sey eklemeden bos olarak en yiiksek
hizda 5 dakika santrifiijlendi ve kolonalt1 atildi.

11: RNeasy UCP MinElute donme kolonunu yeni bir 1,5 ml toplama tiipiine yerlestirildi.
Spin kolonunun merkezine 10 pul RNaz-olmayan su dogrudan eklendi ve 3 dakika inkiibe
edildi. Kapagi kapatip ve RNA'y1 elde etmek igin en yiiksek hizda 4 dakika santriftijlendi.
Daha sonra tekrardan kolon alt1 degistirilmeden kolonun ortasina 10 ul RNaz-olmayan su

dogrudan eklendi ve direk santrifiije yerlestirilip en yiiksek hizda 4 dakika santrifiij edildi.

Genomik RNA’larin kalitelerini nanodrop (Thermo Fisher Scientific ABD) yardimiyla
Olglldi. Nanodrop da RNA-az igermeyen 2 ul su kullanilarak blank yapildi. Daha sonra
izole edilen RNA oOrnekleri 2’ser ul nanodrop da Olgiimleri yapilip kaliteleri

degerlendirildi.
miRNA’nin ¢cDNA’ya Cevrilmesi

1: Izole edilen RNA ve 5x miRCURY RT Reaksiyon tamponu buz iizerinde ¢dzdiiriild.
RNaz icermeyen suyu oda sicakliginda (15-25°C) ¢ozduruldi. Kullanmadan hemen
once, 10x miRCURY RT Enzimi dondurucudan ¢ikarildi. TUplere hafifce vurarak her bir

sollisyonu karismast saglandi. Kisa bir santrifiij sonrasi soguk blok iizerine alindi.

2: UniSp6 RNA spike-in'i sulandirmak igin tiipe 80 pl niikleaz icermeyen su eklendi.
Vorteksleyerek karigtirildi ve spin atildi. RNA spike-in'i tamamen ¢6zmek icin buz
Uzerinde 20-30 dakika bekletildi. Tekrardan vorteksleyerek karistirildi ve spin atildi.
Kullanimdan sonra —30 ila —15°C'de sakland:.

3: Cizelge 3.6'ya gore buz iizerinde RT reaksiyon master karigimi hazirlandi.
Vortekslendi ve ardindan buz izerinde 0,2’lik tiiplere dagitilti. Ardindan her RNA 6rnegi

kendi tlplerine eklendi. Vortekslendi ve spin atild1 sonra buz tzerinde bekletildi.
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Cizelge 3.6. RT reaksiyon miktarlari

Malzemeler Miktar
5x mIRCURY RTT Reaksiyon Tamponu | 2 ul
RNase-free su 4,5 ul
10x miRCURY RT Enzim Karigim1 1ul
Sentetik RNA spikeinleri (istege bagli) 0,5 ul
RNA 06rnegi 2 ul
Toplam Reaksiyon Miktar1 10 ul

4: Cizelge 3.7’deki protokol programina gore 42°C'de 60 dakika boyunca inkiibe edildi.

5: Ters transkriptaz enzimini inaktive etmek icin 95°C'de 5 dakika inkiibe edildi.

6: Sonra 4°C'ye sogutuldu.

Cizelge 3.7. RT PCR protokolii

Uygulanacak Adimlar Zaman Sicakhik
Ters transkripsiyon adimi | 60 dakika 42 °C
Reaksiyon inaktivasyonu 5 dakika 95 °C
Saklama ©

7: Ters transkripsiyon PCR sonunda cDNA 6rnekleri soguk blok iizerine alind1 ve hemen

Gergek Zamanli PCR (Real-Time) asamasina gegildi. Eger ¢calismaya daha sonra devam

edilecekse cDNA ornekleri -30 ila -15 °C arasinda sakland.

Real-Time PCR

1: 10 ul Real-Time reaksiyonundan hemen 6nce, 590 ul niikkleaz igermeyen su ekleyerek

c¢DNA'y1 1:60 oraninda seyreltildi.

2: Cizelge 3.8’e gore bir reaksiyon karigimi hazirlandi. PCR reaksiyonlarinin sicaklik

baslangic1 nedeniyle, ornekleri reaksiyon kurulumu sirasinda veya rotor tiiplerini

programlarken soguk blok lizerinde tutmak gerekli degildir.

Cizelge 3.8. Real Time PCR reaksiyonu i¢in gerekli malzemeler ve miktarlari

Malzemeler

Miktar

2X miRCURY SYBR® Green Master Mix

S5ul
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PCR primer mix 1 ul
cDNA 0Ornegi 3ul
RNase-free water 1 ul
Total reaksiyon hacmi 10 ul

3: Reaksiyonlar iyice karistirildi ve 10 pl'lik PCR tiplerine Rotor-Disc 72’ye 10° ul

olacak sekilde hazirland.
4: Tupler oda sicakliginda kisa siireli bir sekilde santrifiij edildi.
5: Real-Time PCR’1 Cizelge 3.9'a gore programlandi.

Cizelge 3.9. Real-Time PZR ¢alisma protokolii

Uygulanacak Adimlar Zaman Sicakhik
PCR ilk 1s1 aktivasyonu 2 dakika 95 °C

2 adimli dongii

Denattirasyon 10 saniye 95 °C
Baglanma 60 saniye 56 °C
Dongii Sayist 40*

Erime egrisi analizi 60-95 °C

6: PCR tlpleri Real-Time PCR’a yerlestirildi ve dongl programi basglatildu.

Elde edilen verilerden ilk dnce ACt=miRNA Ct-House-keeping Ct degerleri
hesaplandi. Daha sonra AACt ve en son 2”(-AACt) formiiliiyle degerler hesapland1 ve
miRNA ifade diizeyleri belirlendi.

Ct (Cycle treshold) degeri, es zamanli PZR deneylerinde floresan sinyal
miktarinin, gézlenebilmesi i¢in gereken minimum degerin (esik degerini) gectigi dongii
sayisina verilen isimdir.

Ikili tekrar seklinde ¢alistigimiz miRNA’larm ortalama Ct degerleri hesapland.
Calistigimiz miRNA’larin Ct degerlerinden, House-keeping miRNA’nin Ct degeri
cikartilarak ACt degeri saptandi.

ACt = miRNA Ct-housekeeping miRNA Ct

46



ACt degerlerinden sonra g¢alistigimiz kontrollerin ACt ortalamalar1 hesaplandi.
Calistigimiz. miRNA’larin ACt degerlerinden, kontrol gruplarimizin ortalama ACt

degerleri ¢ikarilarak, AACt degeri saptandi.

AACt = Calistigimiz miRNA’larin ACt degerleri — Kontrollerin ortalama ACt
degerleri MiRNA ifade diizeyi calismalarinda AACt degerleri hesaplandiktan sonra 27(-
AACt) degerleri hesaplandi ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Istatistiksel analizler, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dali'nda, SPSS 20.0 (Lisans No: 10240642) paket programi
kullanilarak gerceklestirildi. Bu analizlerde p<0.05 degeri, istatistiksel anlamlilik sinir1

olarak kabul edildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

Calismamizda Trakya Universitesi Hastanesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1 ve
Cocuk Kardiyoloji Bilim Dali’na bagvuran Down Sendromlu ve konjenital kalp hastalig
ile gelen ve Down Sendromlu fakat konjenital kalp hastaligi olmayan olgular ile, saglikli
kontrol grubunu karsilagtirarak Down Sendromlu bireylerin konjenital kalp hastalig
prognozunu etkileyebilecegi diisiiniilen miR-155, let-7c ve miR-433 isimli mikro-

RNA'larin ekspresyon diizeyleri ile iliskisini arastirdik.

Calismaya karyotip analiz ve kardiyoloji sonuglar1 sonuglart degerlendirilerek 3
ayr1 grup dahil edildi. A Grubu: Down Sendromlu ve konjenital kalp hastalig: olan 12
olgu, B Grubu: Down Sendromlu ve konjenital kalp hastaligi olmayan 15 olgu, C Grubu:
Saglikli kontrol olarak 17 olgu dahil edildi (Cizelge 4.4).

Calismamizda 3 gruba ait tim olgulara (A, B ve C) miRNA (miR-155, let-7c ve
miR-433) ekspreyon analizi yapildi (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Calismada mikro RNA’larda ekspresyon elde edilen olgular

Mikro-RNA’lar | Eksprese olan olgular

Hsa-miR-155 H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14,
H15, H16, H17, H18, H19, H20, H21, H22, H23, H24, H25, H26,
H27, K28, K29, K30, K31, K32, K33, K34, K35, K36, K37, K38,
K39, K40, K41, K42, K43, K44

Hsa-let-7¢ H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14,
H15, H16, H17, H18, H19, H20, H21, H22, H23, H24, H25, H26,
H27, K28, K29, K30, K31, K32, K33, K34, K35, K36, K37, K38,
K39, K40, K41, K42, K43, K44

Hsa-miR-433 H7, H12, H13, H14, H16, K30, K41
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Calisma gruplarinda miR-155, let-7c ve miR-433 isimli mikro-RNA’larin
ekspresyon diizeyleri belirlendi (Sekil 4.17).

120%

100%
80%
60%
40%
20%
. 1nE _

A Grubu B Grubu C Grubu

® Hsa-miR-155 mHsa-let-7c  ® Hsa-miR-433

Sekil 4.17. Calismamizdaki gruplarin ekspresyon seviyeleri

Caligmaya katilan bireylerin miR-155, let-7¢c ve miR-433 mikro-RNA'larinin
ifade diizeyleri, gruplar arasinda Real-Time PCR ile yapilan analizlerle degerlendirildi
(Sekil 4.18, 4.19, 4.20).
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A Grubu
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Sekil 4.18. A grubu olgularinda mikro-RNA ifade duzeyleri

B Grubu
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Sekil 4.19. B grubu olgularinda mikro-RNA ifade dlzeyleri
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C Grubu
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Sekil 4.20a. C grubu olgularinda mikro-RNA ifade diizeyleri
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Sekil 4.20b. C grubu olgularinda mikro-RNA ifade diizeyleri
Calisma gruplarimin 2*(-AACt) degerleri

Calisma gruplarinda ilgili mikro-RNA’larin ifade diizeyleri her bir 6rnegin iki kez
caligilmasi ile belirlendi. Her ¢alisma sonunda elde edilen Ct degerleri baz alinarak her
bir mikro-RNA’nin ifade diizeyleri 2"(-AACt) olarak hesaplandi (Cizelge 4.11)
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Cizelge 4.11. Olgularin mikro-RNA ifadelerinin 2*(-AACt) degerleri

H1
H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9

H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27

miR-155
5,17
3,68
0,31
82,14
1,27
8,4
2,15
8,03
20,39
94,68
114,96
29,65
10,09
191
10,56
149,60
0,40
2,51
23,67
0,56
4,03
29,96
1,38
36,76
1,17
5,81
7,86

let-7c
11,2
14,57
2,94
136,24
0,55
17,45
5,66
36,63
31,45
265,95
297,14
37,79
85,63
5,48
91,77
506,70
1,23
10,63
82,14
1,37
6,96
144,00
9,09
186,1
1,54
12,81
17,69

miR-433

Foo)
1e's]

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0

7,0
29024,83
0,01

0

3,24

0

O O O O o o o o o o
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Yirmi iki olguda (H1, H2, H3, H4, H5, H6, H8, H9, H10, H11, H15, H17, H18,
H19, H20, H21, H22, H23, H24, H25, H26, H27) miR-433 mikro-RNA ifadesine ait Ct
degeri hesaplanamadi. Bu durum miR-433 RNA molekilinin plazmada yeterli oranda

ifade edilmedigi seklinde yorumlandi.

Kontrol grubunda her ¢aligma sonunda elde edilen Ct degerleri baz alinarak her
bir miRNA’nin ifade duzeyleri, 2*(-AACt) olarak hesaplandi ve istatistiksel analizleri
yapildi (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Kontrol grubu icin mikro-RNA ifadelerinin 2*(-AACt) degerleri

Ki 173 2,41 0
K2 10,27 19,03 0
K3 29,14 51,62 3,72
K4 201 3,57 0
K5 0,98 1,32 0
Ké 7,67 19,9 0
K7 0,53 0,47 0
K8 051 1,17 0
K9 22,63 73,01 0
K10 151 2,52 0
K11 12,47 17,69 0
K12 1,36 1,42 0
K13 1,97 2,73 0
K14 20,11 57,08 1,25
K15 5,75 19,77 0
K16 11,63 20,18 0
K17 2,66 11,08 0

Kontrol grubunun on bes drneginde (K1, K2, K3, K4, K5, K6, K7, K8, K9, K10,
K11, K12, K13, K14, K15) miR-433 mikro-RNA ifadesine ait Ct degeri hesaplanamadi
(Cizelge 12). Bu durum miR-433 RNA molekuilinin plazmada yeterli oranda ifade

edilmedigi seklinde yorumlandi.
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Calismamizda sonuglar ortalama+Std.Sapma olarak ifade edildi. Gruplar (A
grubu ile B grubu ve A grubu ile C grubu) arasinda ve mikro-RNA cesitleri (miR-155,
let-7c ve miR-433) arasinda gen ifade diizeylerinin (miR-155, let-7c ve miR433)
karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi.

Istatistiksel analizler T.U. T1p Fakiiltesi Biyoistatistik ve T1bbi Bilisim Anabilim
Dalinda SPSS 20.0 (Lisans No: 10240642) paket programi kullanilarak yapildi. p<0.05

degeri istatistiksel anlamlilik sinir degeri olarak kabul edildi.

Independent-Samples Kruskal-Wallis test ile A grubu, B grubu ve C grubunun

degerlendirilmesi

Kruskal Wallis testi kulanilarak yapilan degerlendirmede A, B ve C gruplart ile
miR-155, let-7c ve miR-433 ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamistir (Sekil 4.21).

0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

0

H miR-155 M let-7c

Sekil 4.21. A grubuna ait miR-155 ve let-7c ekspresyonlarinda Kruskal Wallis testi
kullanilarak hesaplanan p<0,05°e gore degerleri

MiR-155"in gruplar arasindaki degerlendirilmesi

A grubu ile B ve C gruplar1 arasinda anlamli bir fark saptanmamuistir (p: 0,392).
MiR-155 mikro RNA’nin Kruskal Wallis testine gore gruplardaki ifade degerleri Sekil

4.22’de sematik olarak ele alinmistir.
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
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Sekil 4.22. miR-155 ekspresyonunun gruplar arasi karsilastiriimasi
let-7¢’nin gruplar arasindaki degerlendirmesi

A grubu ile B ve C gruplar1 arasinda anlamli bir fark saptanmamaistir (p: 0,248).
Sekil 4.23’te let-7c’nin Kruskal Wallis testine gore gruplardaki ifade degerleri sematik

olarak ele alinmistir.

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
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Sekil 4.23. let-7¢ ekspresyonunun gruplar arasi karsilastirilmasi
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BOLUM 5

TARTISMA

Down Sendromu (DS), bireylerin fiziksel ve zihinsel gelisimini etkileyen, diinya
genelinde bircok aileyi ve toplumu etkileyen bir durumdur. Normalde, her bireyin
hicrelerinde iki adet 21. kromozom bulunurken, Down Sendromlu bireylerin
hiicrelerinde ti¢ adet 21. kromozomu vardir. Bu durum, "trizomi 21" olarak adlandirilir.
Genetik bir anormallik olan trizomi 21, 21. kromozom uzerinde bulunan genlerin ekstra
bir kopyasina neden olur. Bu da gen dozaj dengesizligine yol agarak ¢esitli saglik
sorunlarinin ortaya c¢ikma olasiligimmi artirir. Down Sendromu'na sahip bireylerde
genellikle bilissel gelisimde belirgin bir gerilik, tipik yiiz 6zellikleri, kalp sorunlari,

bagisiklik sistemi sorunlar1 gibi bir dizi belirti gortilebilir.

DS’lu bireylerin taninmasinda ¢ekik goz, basik burun yapisi, ensede kalinlik ve
simian cizgisi temel belirleyici etmenlerdir. DS, mayoz bélinmedeki ayrismama (%88),
Robertsonian translokasyon (%4.5), mozaiklik (%2-3) ve duplikasyon gibi ¢esitli
nedenlerden kaynaklanmaktadir (Hassold ve Hunt 2001; Asim ve digerleri 2015). DS,
ayni zamanda Koroner Kalp Hastaligi (CHD), Alzheimer hastaligi (AD), kanser,
konusma, 6grenme ve bellek kusurlari, Hirschsprung hastaligi (HD) ve 16semi gibi ¢esitli
diger klinik durumlarla da iliskilidir (Asim & Agarwal, 2021). DS’lu bireylerde goriilen

bu patolojik bulgular klinigine farkli derecelerde yansimaktadir.

21. kromozom (zerinde bulunan ve DS’yla iliskili hedef genler arasinda
NOTCH1, HANDL1 ve NRIP1 ozellikle kalp gelisiminde 6nemli etkileri vardir. DS'da
fazladan bir 21. Kromozom bulunmasi sonucu CHD'nin prevalans1 %40 ila %63.5 olarak
tahmin edilmektedir. Alt tipler arasinda AVSD (%45), ventrikuler defektler (%35), izole
atriyal septal defektler (%8), patent duktus arteriyozus (%7) ve Fallot tetralojisi (%4)
strastyla yer alir (Asim, A., & Agarwal, S. (2021)). CHD, tiim DS vakalarinin yarisindan
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fazlasin1 olusturan karmasik bir bozukluktur (Weijerman ve digerleri 2008). DS'li
bireylerdeki AVSD, dogas1 geregi cok ¢esitli olup, tiim DS ile iligkilendirilen alt tipler
arasinda en yaygin olanidir. AVSD vakalarinin yaklasik %641 genetik sendromlarla

baglantilidir, %36's1 ise sendromik olmayan vakalardir (Digilio ve digerleri 1998).

Literatiirde Down sendromlu bireylerin klinik durumlar1 gz 6niine alindiginda
21. kromozom fiizerinde yer alan kodlanmayan RNA’lardan 6zellikle miR-99a, let-7c,
miR-125b-2, miR-155 ve miR-802 mikro-RNA’larin kalp ve beyin gelisiminde énemli
etkileri oldugu bildirilmektedir (Zhao vd.,2007). Ancak bazi ¢alismalar miR-433{in de
kalp gelisiminde etkili olabilecegi 6ngoriisiindedir (Infante vd., 2019).

Calismamizda Down sendromu tanisi alan bireylerin konjenital kalp hastaliklar
tizerinde ve gruplardaki ifadeleri arasinda etkili olacagini 6ngordiigiimiiz miR-155, let-
7¢ ve miR-433 mikro RNA’larinin ifade diizeylerini aragtirdik. miR-155, let-7¢c ve miR-
433 mikro RNA’larinin konjenital kalp hastaligi olan (Grup A), olmayan (Grup B) ve
saglikli grup (Grup C) arasinda herhangi anlamli bir istatistiksel fark saptamadik.

A grubundaki bireylerin miR-155, let-7c ve miR-433 ifadeleri, B ve C grubu
bireyleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p:0,392).
miR-433’in Real-Time PCR c¢alismasi ile Ct degeri hesaplanamamasi (38 Ornekte)
sonucunda, ¢alisma gruplariin plazmalarinda yeterli oranda ifade edilmedigi seklinde

yorumland.

Down Sendromlu (DS) bireylerde ekstra bulunan 21.kromozom, bir dizi
mikroRNA'nin asir1 miktarda ifade edilmesine sebep olmaktadir (Bras vd., 2018; Coppola
vd., 2014). 21. kromozom genlerinin agir1 ifadesi konjenital kalp hastaliklarinin
patogenezindeki roliinu gostermektedir. Bu genler, embriyonik kardiyogenezde yer alan
genlerin veya miRNA'larin ekspresyonunu bozarak CHD'nin olusumunda nasil rol
oynadiklarini agiklamaktadir (Mollo vd., 2021). Calismamizda, 6zellikle Grup A'nin
diger gruplarla karsilastirildiginda toplam 44 olguda miR-155 ve let-7¢ mikroRNA'larin
ifadelerinde anlamli bir fark saptamadik. A grubundaki bireyler incelendiginde, kalp
kusurlartyla benzer bir sekilde miR-155 ve let-7c¢ ifade diizeylerinde bir artis
gozlemlemedik. Bu durum, bu mikroRNA'larin dokuda plazmadan daha yiiksek bir ifade

diizeyine sahip olma olasiligini diisiindiirmektedir.
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MiR-433 H7, H12, H13, H14, H16, K30, K41 olgularinin plazmalarinda ifade
edilirken, 38 olgunun plazmalasinda ifade edilmedi. MiR-433’iin, kalp gelisimi iizerinde
etkili oldugu bildirilmistir (Li vd., 2014). Li, D., ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada
VSD’li ve VSD’siz (kontrol) grubu karsilastirmak i¢in miRNA mikrodizin analizi
kullanmiglardir. Calisma sonunda olgularin plazmalarinda miR-433’{in diisiik oranda
ifade edilmesi bulgular arasindadir. Calisma sonucunda miR-433’{in VSD’li bireylerde
Ozellikle ventrikiiler ve kardiyak gelisimde rol oynayan HAND1, ZFPM2, NOTCH1 ve
GATA3 hedef genlerini etkiledigi bildirilmektedir (Li vd., 2014). Ayrica baska bir
calismada miR-433'in c¢alisma popiilasyonunda 6nemli bir ayirt edici glice sahip
obstriiktif CHD biyobelirteci olarak gii¢lii bir kamit saglamistir. Ozellikle tikamk
CHD’nin de ayit etme durumu bildirilmistir (Infante vd., 2019). Calismamizda 7 olgunun
plazmasinda ifade edilen miR-433 ifadesi toplam olgu sayisindan ¢ok daha az miktarda

ifade edildigi i¢in istatistik olarak anlamli bir sonug¢ saptanmadi.

Let-7c ve miR-99a'nin kardiyomyogenez {izerindeki etkileri, bu mikro RNA'larin
DS fetal kalplerindeki diizenlenme durumu ve bunlarin CHD patogenezindeki potansiyel
rolii detayli bir sekilde ele alinmigtir (Coppola vd., 2014) .Dolasimdaki let-7¢ miktarinin
CHD bireylerde ayirt edici oOzelligi bildirilmistir (Infante vd., 2019). Let-7c'nin
ekspresyonu baska bir ¢alismada, mitokondriyal ve kalp anomalileriyle iliskili olan
SLC25A4/ANT1 genini hedefleyerek bu genin diisiik miktarda diizenlenmesine neden
olmaktadir (1zzo vd., 2017). Calismamizda toplam olgularin plazma érneklerinde let-7c
ifadesi saptanmistir. Let-7¢’nin mikro RNA ifadesi i¢in istatistiksel analiz verilerine gore

calisilan gruplar arasinda anlamli bir sonug saptanmamustir (p:0,248).

Nagy, O., ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada VSD li bireylerin mikrodizin
analizi sonucunda miR-155’in asag: regiile ifade edildigi ispatlanmistir. Bu sonuglara
g6re miR-155 asag: ifadesi kalp gelisimiyle iliskili hedef genlerin ifadesini etkilemektedir
(Li vd., 2014). Izzo, A., ve arkadaslarinin verilerine gore MiR-155-5p'nin, DS’lu fetal
kalplerde, oploid olanlara kiyasla asagi regiile edilen otuz ii¢ tahmin edilen hedef geni
bulunmustur. Hedeflenen genler arasinda MECP2 geni de bulunmaktadir. Ayrica MECP2
geni let-7c tarafindan da hedeflenmektedir (I1zzo vd., 2017). Calismamizda olgularin
tamaminda miR-155 ekspresyonu saptandi. Ancak ekspresyon degerleri ile klinik
bulgular incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi

(p:0,392).
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Tez ¢alismamizda, Down sendromlu bireylerde miR-155, let-7c ve miR-433
mikro RNA ekspresyonlarinin konjenital kalp hastalig1 agisindan énemini vurgulamayi
amagladik. DS'li bireylerde konjenital kalp hastalig1 olanlarla olmayanlar arasinda miR-
155, let-7c ve miR-433 ekspresyonlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi. Bu verilerin anlasilabilirligini artirmak ve daha kesin sonuglara ulasmak i¢in
daha fazla sayida olgu iceren ve plazma dis1 dokularda da ekspresyon analizine yer veren

caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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BILGILENDIRILMIS GONULLD OLUR FORMU

Bir omagismsa projesine davet edilmekiesiniz. Bu  sregiomamn  yirbilbeesi, Tokys

UOniversitesi Tip Fakiltesi Bilimsel Arss dar Etik Kurulu'mun ............. wrih ve ........... sk
karan ile enaylannsgur,

Amagtmmyn knidmeyn kerer vermeden dnce aragtrmamin meden ve masd yapilscagin
mnlasnanie ok mensdidir.

o katiliny mmamen ghnillobak ilkesine bagl obap katilmma reddetmeniz berbangi
bir cezayn ya da elde edilecek herhamgi bir varsnn kaybedilmesine kesinlikle ol agmany: -:lkur

Ay gekilde magtemays kanlmay: kbl enikien sonm da herbangi bir yerinde
highir meden gostenmeksizn herbangi bir zamr va da elde edilnwesi bellemen bir :.-'nﬂ.r kaybina yol
a¢maden arsstirmadan gekilehilisiniz.

Aragtuma. kepsamiseds vapilin iglemlenin mali giderlen amsimasala ya da destekleyici
{Dmiversite) temafindan karplamscak clup size ya do sosysl givenkic R —— highir mali yak
getirmevecekrir.

Agngadaki bilgileni dikkmlice okuyun ve aragirmaya katilmak isteyip istensedigimize karsr
vermek igin y liefien hiraz dilginiin.

& Arsgiermann bilinsel sdiz miR- 135, let-Te ve naR-433 mikroBNA Elspresyonlansn
Down Sendromiu Birevlerde Konjenital Kalp Hasulbilsnna Exkisimin Amgnninas

& Arsgterneanen anlsmlabllle basht adi: mikre-RNA lans (miR- 152, let-Te ve miR-431)
fazls Oretilmes] deramunds Down Sendronsba bireylerde dogugion gelen kalp hasiahiine

®  Seremiu Aragtermsonm sdove ghrev ver: Dog. Dr Sinem Yalgmiepe, Trakya
Oiniversitesi, Tip Fakiltesi, Tibi Genetik Anabilim Dali
Arsgtrmanms amaer: Kosjenizl kalp hastahii) dowm sendromlu bireylerde ik sk gidell Imekindir.
Barada Komjenitsl Kalp Heaahfing neden o lan nuiloro- BN A lar mcelesecektir. Down sendronsba olap
mcak Konjeniinl Kalp Hostahi) balunmayen bastalarda etkili segilmis olm naBNA {mir-1 33, mir-
433 we et Te) ekspoesyonlanmn deferlendinilneesi amaglanmalkisdir.
& Arsgiermanen nbieligi (kdisik, borstevar. epidemiyobsjik, tez ¢alismasa vh.): Arsstinma
klimik ve laboravevar verilerinin ileriye domilk arspinimasma yiinelik bir ¢almader.
- A.r:qir-- I:rql-nl.l.lrih'tulﬂ'uki slresi: Mam 2022-Nisan 2025 wrihlen
I soma;lan qalis dabil edileceltir.
- Am:kmh.ulhthﬂiiﬂlllhuvm L1

®  Arsgirmas srasinds oygelanseak olas nvagly yistemler dahil olmak fzere giadbive
wypulamacak yiintem. girlsim ve tedavilerin tdmi: Coaallilerden hasabik woalen ie ilgik

lab ve klimik bilgilerimin bilimsel calisma mmac ile thaswa ismi belimmelsizing
kullansm igin hin.nlln.bmhl.r. Giindllindn 1% yag alt olmas nedeniyle vasal vansinden ixn
alinascaknr.

= Arsgwrmanm deneysel kismnlan: Trokya Universitesi Coosk Berdiyolojisi Baliminde
Down sendromlu Konjeninal Kalp hastahgy innsy almeg we Down Sendromu klisik tans) alms
mzak Konjenital Kalp hasmligs bulunmaysn hastalerdss EDTA"l mor vipe periferik ventz
Trakera User el Top Fabaitedd Blamor] v nmalar Eab Kande (TURARK]
kg, ol s Fosmmie

T

GomullananVasisidn imzas: Sayfa 14
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kom alinocak we Tibbi Genetik Amabilim Dali'na giederilecekiir. Penifenk vendz kandan
FMeasy Mink Kit keolasyos kit ile heas BENATen izole edilir. Hosta RNA len RT? First
Strand Kit ile komplementar DWA (e DA ) ya Polinsemz Chain Reaction (FCR) dle gevrilin.
TagMAN Gene expressbon sssay ile Beal Time FCR'da gen elgpresyonlon iseelenir. Uvgpan
maliz prog ile gen ei=presiyon verilen elde edilecekrir.

#  Farkh wypulima ve girigimler kgin gin@ll@lerin arastirmas grapliries rastpele stamma
okasiligi:

*  Katlimeimn aragtwmava dahil edilme nedend: Kanlime 13 yog alo olaca igin vanisine
BGOF olsalank, coama almdikiom sonra ¢alspmaya dabil edilecelmir.

*  Arsgtrmddas dofredas gosild jgin bekleses varar: Doprudan bireysel bir yamar
belcleramnensekiedir.

# Gindldnén sorumisiuklar: BGOFw olbovarsk coligmays kanhp konbmayscogins bar
irndesi ile karar vemck.

& Géndlisis (srastirma hamilelerds veya lohssalarda vapilscaksa lse embrive, fetis
weys sl gocublarmes da) marus kalakllecckberl riskber veys rabasach kllar: O2eallilons
ez kalabileceklen herbangi bir risk veyva rehatmzliler yokiur,

+  [Risklere karp alman Gnlemler: Kigisel verilonin koremmes kanunu dikkere shinsrsk
calymava dahil edilen godllllenin her tirld bikgisi isim belimmeksizin fael bir kodlama ile
siftelenecek ve gifre korunsaly bil gisayards muhafaes edibecekrir.

& Gdndliye abtermstil slarsk uypulsnabilecek slan diger yomtemder ve buslann olass
yarar ve zararkre: Chinilbve herhangi bir dernmif yomem uygulasmeyacaki.

®  Arsyiwrmays bagh olarsk bir zarer olugiugends veribecek inzminat ve saflanseak
tedaviler: Arsgtinmamoads  gondllyve berhangi zarar werici bir dunsmun gelisneesi
beldlemmmensekiedir.

«  Géndllilere yapilacsk slapm, vemek gibl masraflars (kgkin Gdemveler: CGibinillalere
herhangi bir fideme yapibmayncaknr.

«  Ginilisis arssormays kabnhmimn sons erdirilmesinl gereltirecck deramidsr veya
wedender: Gnillindn yasal varisinin BGOF'u okudukian somm palymaya keidmek
mensedidind beyan cimesi denunvends amstemays katdlimi sona endinlecektir,

*  Aragiirma sonunds ghnillbere hibgl verlleeek mi¥ Ever, sragume sonunda gooollilens
wimsleni aragtrmsada elde edilen somaglar ile ilgili bilgi verilecektir.

#  Giindliileris sragiinma kaknds, kendiler] haklonds ya ds arastirmayla ibgill herhangh
br Beklenmedik olay kskkinds daha fazls bilgh edinchilmesl igin temasa gegehlbecegl
kisl ve kemdisine El'_ 3§ sawtinde erigehibecefi selefon nemaras: Dog. Dr Sinem
Yalmaepe, Trakya Universitesi, Tip Fakilltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dale 03377168691

+  Géndlilerden elde edilecek slan Biyolojlk materyallerin hasgl anaglars kellaslscag:
Giinilbilerden elde edilen dmeklerle miB-133, miR<33 wve lei-Te muknoR B lonn

I H i | (!
presyonlaninn ki chir.

Trakya Unswrced Tip Fakiied Blimas] rayarmaler Bk Kunads [TU_RAEK]
Filgpdiachrll mak. Gl O Fosmai

Gomullindn/Vasisimdn imzas: Sayfa 24
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Yukands scikes tanmbanas vahgmanin ne ampgls. kimber tarafindss ve nusil gerpeklegririlecegi
anlayahilegegim bir ifsde ile bana anlawld; =

Hus aragtarenadan elide edilen bil gikrin bans ve bagkn insanlara saglavacags vararlar bana anlald,
f’-l‘ﬂlﬂ'ﬂﬂ sirmsieda meydana gelebilecek riskler ve rahmsiehklar hisa anlayabilecegin bir dille
anlatulds,

Aragtiits sirasinda olugabilecsk marar dun a gergeklegtirileck Elember bana anlstkl),
Amghirmann yiritiilmesi sesnda olas yan etkiler, riskler ve zarardar ve hiklanm kotwrsunda 24
saul bilgi alsbilecefim bir veskilinin s ve tedefionu hang veri |di.

Aragtirng kapsaminduki bintiin musyene, teekik ve restler le wbbi Fakim hizmetleri igin benden ya da
el Bulandisgum sasyal giivenlik kungdugundan highir doret istenmevered| hama anlsld;
Aragarmayn highir basks vie sorlama altuda olmaksszsn ol 10 olarak katiliyonem.

Mrgernaya kitilmay reddesme hakking aghip oldufum bana bildirildi.

Sanamiu sragtrmce ¢ hekime haber vemek kaydayla, highir gerekge pistermeksizin istediglm anda
bu galigmadan gekilebilecegimin balincindeyin,

Bu pahgmava kanlmayy neddetmem ¥4 da sonradan cekilmen halinds hichir sonombilid sl

EErmedigimi v bu durunsun semdi va da pelecekie gereksinim duydufuen ubhi bakim highir Bgime
etkilemiyecegini bilivorum.

Calegmanan yiriifedsi olan smgtimac ¢ hekim ¥4 dn destekleven kurubug, gabgma programunn
gereklerind verine  getirmwedeki ibamalim nedeniyle, bendim  onayemi almedan beni caligma
kapsamindan ikarabilecegin biliyorum,

Trakya Universitesi Tip Fakiles Bilimsel Araptrmalar Bk Kurula'mun gerekli ghrdigiinde,
gizliligimin kommmas ilkesine uygun olarsk, smgtirma komssuy b iligili orijinal ubi kayitlarima
daogridan eriginude bulunabileceging biliyorum

Ngili yasal ditzenlemeler pereginee kimligam: anzya pkaracak kayslann gisli wiulacag, kamuesuns
sgiklanmoyecads  amghrma  sonuglanmn  bilissel toplantilards  sunulabilessgi  ya da
yaymlanahilecegi, ancak, bu tar duramlsnda kimligimin kesin olarek gizlh wrulacsg bana agikland:,
Aragrma konusuyla dlgili olarak, galismaya devam etme istegimi etkileyebdlecek yeni bilgilor olde
edildifinde hann ve da yasal temsilcime amanmda hilgilersdirme yapulacagy bana scakland,
Yukands wer alan e amghrmadan fince ghnolliye verilmesi gereken hilgileri  gosteren
Bilgllendirilmiz Gonallg Olur Formu adh neetni kendi anadilinsde okudum,

Akl gelen baeln sorulan sofia alanag tarands ve sonslanma doyarucy sevaplar akdim,
Yukarida konusu belintilen smgtirma ile ilgili vanl ve sheli apiklama sagida s belirilen
araghirmact tarmfindan vapbd.

Bu kogullaria, s konusy argtrmaya highir bask ve zorlama olmaksizn plnilii olarak kaislmayy
kabul edivorum.

Traiyn T Fbetd i Bl vl Bk Kuruls [T HAFN]
Filgi i iy GandlE e Forea

Gantllindn/Vasisinin imzas: Sayfa 34
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Brilizilendirileis Gainli Chur Formu®nun tam imeal bir kopeyssim akdims,
o Gimatlinin (Ef pazs dep
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fzamy
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Sz,
Tarih;
Addrest fvarsa fefgion v faks mumaray
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Tivify:
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