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Giriş
Canlı yenidoğanlarda 21, 18, 13, X ve Y kromo-
zomlarını içeren anöploidiler bütün kromozom 
anormalliklerinin % 95 ‘ini kapsamaktadır. Bu anor-
malliklerin prenatal teşhisi, genellikle amniyon, 
koriyon veya fetal kan hücrelerinin kültüre edilme-
siyle yapılan konvansiyonel sitogenetik analizlere 
dayanmaktadır. Bu yöntem oldukça uzun zaman 
alan ve teknik olarak deneyim gerektiren bir yön-
temdir.

Son yıllarda, QF-PCR ve oldukça polimorfik olan 
küçük ardıl tekrar (Short Tandem Repeat, STR) 
analizleriyle sık görülen anöploidilerin hızlı bir 
şekilde teşhisi veya ekarte edilmeleri mümkün ol-
muştur [1-3].   Biz de hastanemizde çeşitli neden-

lerle hastanemizde yapılan amniyosentezlerin QF-
PCR sonuçlarını incelemeyi amaçladık.   

Gereç ve Yöntem
Bu retrospektif çalışmaya, Haziran 2011-Temmuz 
2012 tarihleri arasında hastanemizde prenatal tanı 
önerilen ve amniyosentez işlemi yapılan 98 has-
ta dahil edildi. Prenatal test öncesi bütün hasta-
lara genetik danışmanlık verildi ve testin doğruluk 
oranı, sınırlamaları ve faydaları anlatıldı. İnvazif 
prenatal tanı için bütün hastalardan işlemi kabul 
ettiğine dair imza alındı. Analiz için amniyosentez 
işlemi esnasında yaklaşık 1-2 mL amniyon sıvısı 
aspire edildi. 0.5-1.5 mL örnekten total DNA izo-
lasyonları yapıldı (InstaGene™ Matrix kit Bio-Rad 

Özet
Kantitatif fluoresan polimeraz zincir reaksiyon (Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction, 
QF-PCR) yöntemi yaygın kromozom anormalliklerine yönelik yapılan düşük maliyetli, hızlı ve otomas-
yon sağlayan avantajlı bir prenatal tanı yöntemidir. Hastanemizde prenatal anöploidi taramasında aktif 
olarak kullanılmaktadır. Çalışmamızda 2011 Haziran- 2012 Temmuz ayları arasında ileri anne yaşı, ikili, 
üçlü yada dörtlü taramada riskli sonuç çıkan hastalar veya ailenin anksiyetesi nedeniyle başvuran has-
talardan amniyosentez yapılanların dosyaları retrospektif olarak incelendi. Değerlendirilen 98 hastanın 
ortalama yaşı 32.98’di. Hastaların 94’ünün (%95,9) amniyosentez sonucu normal, 3’ünün (%3,1) sonu-
cu Trisomi 21 olarak değerlendirildi. Uninformatif sonuç 1 hastada görüldü. Kliniğimizde uygun hasta-
larda QF-PCR ile etkin olarak amniyosentez mayiinden 13,18, 21, X ve Y kromozomları taranmaktadır.
Anahtar kelimeler: Amniyosentez, fetal anomali, kantitatif floresan polimeraz zincir reaksiyonu.

Abstract
Quantitative fluorescent chain reaction (QF-PCR) is a cheap, rapid and automatized prenatal diagnosis 
method that is used for prevalent chromosomal abnormalities. We use prenatal aneuploidy screening 
in an active manner in our hospital. In the study we evaluate retrospectively the amniocentesis results 
of women that applied to our hospital for advanced maternal age, positive resulted prenatal aneuploidy 
screening tests or maternal anxiety between June 2011 and July 2012. Mean age of the evaluated 98 
patient was 32.98. Ninetyfour (95,9%) of them had normal results and 3 (3,1%) of them had trisomy 21. 
One patient had uninformative result. We use QF-PCR effectively in selected patients for evaluating 
amniocentesis material for chromosomes 13, 18, 21, X and Y.
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Tablo 1. Çalışmada hedef kromozom (13, 18, 21, X ve Y) genotiplendirmesinde rutin kullanılan STR markerları ve 
kromozom lokalizasyonları

Kromozom no Marker Lokalizasyon
13 D13S742 13q12.12

D13S628 13q31-q32

D13S631 13q31-32

D13S634 13q14.3

D13S742 13q12.12

18 D18S386 18q22.1

D18S391 18qpter-18p11.22

D18S858 18q21.1

D18S499 18q21.32

D18S1002 18q11.2

D18S386 18q22.1

D18S391 18qpter-18p11.22

21 D21S1411 21q22.3

D21S1435 21q21

D21S1437 21q21.1

D21S1412 21q22.2

D21S1809 21q22.1

X ve Y AMXY Xp22.1-22.31-Yp11.2

SRY Yp11.2

HPRT Xq26.1

TAF9L Xq13 3p24

DXYS156 Xq21.31 Yp11.31

SBMA Xq11.2- Xq12

DXS6803 Xq12-Xq21.33

DXS6809 Xq

DXS8377 Xq28

ABI310 USA) ve elde edilen DNA ürünleri kromo-
zomlara özgü fluoresan işaretli primerler kullanıla-
rak PCR yöntemiyle amplifiye edildi. PCR koşulları 
(28 döngü için); 95 ºC’de 15 dk, 95 ºC’de 40 sn,  60 
ºC’de 90 sn, 72 ºC’de 40 sn, 60 ºC’de 30 dk olarak 
düzenlendi. Denatürasyondan sonra (96 ºC’de 2 dk) 
1 µL PCR ürünleri alınıp daha önce 40 µL formamid 
(Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems, UK) ve 1 
µL -500 liz size standart tamponuna (GeneScan™ 
-500 LIZ™  Size Standart, Applied Biosystems, UK) 
eklendi. Sonuç için gen haritalama programı kulla-
nılarak fragman analizi yapıldı (Gene Mapper Soft-
ware, versiyon 4.0, ABI 310, USA).

Tablo 1 ve 2 ‘de hedef kromozom genotiplendirilme-
sinde kullanılan STR markerları ve kromozom loka-
lizasyonları gösterilmektedir.  İleri anne yaşı (≥35) 
veya anormal prenatal tarama testi sonuçları riski 
gösteren ya da maternal anksiyetesi olan hastalar 
çalışmaya dahil edildi.

Çalışmamızda her bir kromozom için 5 STR 
bölgesi kullanıldı ve en az 2 STR bölgesinin 

anlamlı(informatif) pikler vermesi durumunda sonuç 
verildi. İlk çalışmada 2 anlamlı STR sonucu olma-
yan hastalarda ilgili kromozom için ek STR paneli 
ile çalışma yapıldı. STR dağılımları trizomi ve nor-
mal kromozomlarda farklılık gösterdiğinden, benzer 
fluorasan intensite (1:1) ve açık bir şekilde disomik 
diallelik dağılımlar gösteren kromozomlar normal 
kabul edildi. Buna karşın, benzer fluorasan intensite 
gösteren (1:1:1) triallelik sinyal veya iki kat fazla doz 
cevabı (2:1) gösteren diallelik dağılımlar trizomi ola-
rak değerlendirildi.

Sonuçlar
Çalışmamızda 98 adet amniyon sıvısı örneği QF-
PCR ile değerlendirildi. Değerlendirilen 98 hastanın 
ortalama yaşı 32,98±6.03’di. Hastaların %16,9’una 
ileri anne taşı, %22,5’ine ikili tarama testindeki riskli 
sonuç nedeniyle, %49,4’üne üçlü tarama testindeki 
riskli sonuç nedeniyle, %10.1’ine dörtlü tarama tes-
tindeki riskli sonuç nedeniyle, %1.1’ine ise maternal 
anksiyete nedeniyle amniyosentez yapıldı. Hastala-
rın 94’ünün (%95,9) amniyosentez sonucu normal 
(Şekil 1) olarak değerlendirildi. 3’ünün (%3,1) so-
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nucu Trisomi 21 olarak geldi (Şekil 2). 1 hastanın 
sonucu ise uninformatif olarak değerlendirildi (Şekil 
3). Trisomi 21 sonucu veren hastaların demografik 
özellikleri Tablo 3’te gösterilmiştir.

Tartışma
Hastanemizde ultrasonografik bulgusu olmayan ve 
çeşitli nedenlerle amniyosentez yapılan hastalarda 
etkili olarak QF-PCR yöntemiyle kromozomal ano-
mali taraması yapılmaktadır.  Bu yöntemin 24 saat 
içinde sonuç vermesi prenatal dönemde özellikle 
önem kazanmaktadır çünkü bu dönemde konvan-
siyonel sitogenetik değerlendirmenin sonucu için 

hastanın haftalarca beklemesi ailenin endişesini ve 
stresini arttırmaktadır. Yine sonucun erken çıkması 
ile anormal sonuçlu fetüslerde eğer gebelik sonla-
nacaksa gebeliğin sonlandırılması daha erken ge-
belik haftalarında olabilmektedir.

43.000 prenatal tanı işlemi yapılan hastalarda yapı-
lan bir çalışmada (1 nolu çalışma), QF-PCR yönte-
minin 21, 18, 13, X ve Y kromozomlarındaki anöp-
loidileri belirlemedeki spesifitesinin %100 olduğu 
ve karyotipi normal olan fetüslerine  %99,6’sında 
QF-PCR sonucu normal bulunmuş. Aynı çalışma-
da, anormal QF-PCR sonucu saptanan gebeliklerin 

Fetal anöploidi analizinde QF-PCR

Tablo 2. Çalışmada şüpheli olgularda ve kromozom anomalisi varlığında kullanılan STR markerları ve kromozom 
lokalizasyonları

Kromozom no Marker Lokalizasyon
13 D13S742 13q12.12

D13S628 13q31-q32

D13S631 13q31-32

D13S634 13q14.3

18 D18S386 18q22.1

D18S391 18qpter-18p11.22

D18S858 18q21.1

D18S499 18q21.32

D18S1002 18q11.2

21 D21S1411 21q22.3

D21S1435 21q21

D21S1437 21q21.1

D21S1412 21q22.2

D21S1809 21q22.1

X ve Y AMXY Xp22.1-22.31-Yp11.2

SRY Yp11.2

HPRT Xq26.1

TAF9L Xq13 3p24

DXYS156 Xq21.31 Yp11.31

SBMA Xq11.2- Xq12

DXS6803 Xq12-Xq21.33

DXS6809 Xq

DXS8377 Xq28

DXS6803 Xq12-Xq21.33

DXS6809 Xq

DXS8377 Xq28

Tablo 3. Tespit edilen Trisomi 21 vakalarının özellikleri
Olgu 1 Olgu 2 Olgu 3

Anne yaşı 37 20 45
Amniyosentez endikasyonu İkili test Üçlü test İkili test
Amniyosentez zamanı 19 4/7 18+2/7 hafta 17+1/7 hafta
Tahliye zamanı 21 hafta 19+2/7 hafta 18 hafta
Amniyosentez sonucu için geçen süre 10 gün 7 gün 6 gün
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hemen sonlandırılabileceği ve normal sonuçlu has-
talarda sadece anormal ultrason bulguları olanlarda 
sitogenetik analizin yapılması gerektiğini belirtilmiş 
ve sonuç olarak konvansiyonel sitogenetik analiz 
için olanak bulunmayan merkezlerde QF-PCR yön-
teminin tek başına kullanılabileceği belirtilmiştir [4].
Crigliano ve ark 18000 vakalık çalışmasında QF-
PCR’ın ucuz, hızlı ve otomasyona izin veren bir tek-
nik olduğu ve QF-PCR’ın prenatal tanı testi olarak 
kullanılabileceği sonucuna varmışlardır [2].

2007’de Onay ve ark 576 amniyotik mayiinin de-
ğerlendirildiği çalışmada 19 anomalinin QF-PCR 
tarafından yakalandığını 2 yapısal kromozomal 
anomalinin ise saptanamadığını, 17 örnek çok kanlı 
olduğu için 1 örnek de enfekte olduğu için değer-
lendirilemediğini rapor etmişler ve QF-PCR’ın hızlı 
anöploidi taramasında kullanılabileceği sonucuna 
varmışlardır [5]. Nicolini ve ark 2004’te yazdıkları bir 
derlemede QF-PCR’ın anöploidi taramasında de-
ğerli, ucuz ve neredeyse tamamen otomasyonla ya-
pılan bir yöntem olduğunu ve yöntemin anöploidiyi 
yakalama oranının %98.6 (%95 güvenlik aralığında 
97.8-99.3) söylemişlerdir [3]. 400 amniyon mayiinin 
değerlendirildiği bir çalışmada qf-pcr yöntemiyle 
hastaların 4 (%1)’ünde sonuç elde edilemediğini  
QF-PCR’ın hızlı ve güvenilir bir yöntem olduğunu 
tespit etmişlerdir [6]. 

2011’de yayınlanan bir makalede 300 vaka değer-
lendirilmiş ve QF-PCR’ın güvenilir bir yöntem oldu-
ğu sonucuna varılmıştır [7]. Pertl ve ark da çalış-
malarında QF-PCR’ın hızlı ve güvenilir olduğuna 
vurgu yapmışlardır [8,9]. Öte yandan literatürde QF-
PCR’ın tek başına yeterli olmadığını savunan yazı-
lar da mevcuttur. 2009’da yayınlanan ve 40 vaka-
nın değerlendirildiği bir çalışmada artmış trisomi 21 
riski nedeniyle hastalara QF-PCR yapılmış ve QF-
PCR’ın sensitivitesinin %50, spesifitesinin %83.7, 
PPD’nin %14.3 ve NPD’nin %96.9 olduğu görülmüş 
ve kültürün altın standart olduğu vurgulanmıştır [10]. 
2005’te yayınlanan çok merkezli büyük bir çalışma-
da yazarlar en iyi protokolün PCR+karyotipleme  
veya FISH+karyotipleme şeklinde olduğu sonucuna 
varmışlardır [11]. İleri anne yaşı nedeniyle 19517 
hastanın değerlendirildiği retrospektif bir çalışma-

Şekil 1. Amniyosentez sonrası normal bir fetüse ait QF-
PCR profilleri. D21S1435 ve D21S1446 problarına ait 
normal kısa tandem tekrarlı (STR) profilleri izlenmektedir.

Şekil 2. Amniyosentez sonrası Trizomi 21 (Down sendromu) tanısı alan  bir fetüse ait QF-PCR profilleri. D21S1435 ve D21S1446 
problarına ait trizomik kısa tandem tekrarlı (STR) profilleri izlenmektedir.
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da kültürle tespit edilen 333 anormal vakadan klinik 
önemi olan 63 (%18.9) tanesi QF-PCR’la tespit edi-
lememiştir. Yazarlar ileri anne yaşı nedeniyle yapıla-
cak olan amniyosentezlerde seçimin aileye bırakıl-
ması gerektiği sonucuna varmışlardır [12]. 

QF PCR ile analizi yapılan 13,18 ve 21. kromozom-
ların trizomileri canlı doğanlarda saptanabilen ve 
yaşamla bağdaşabilen ancak kesin olarak mental 
retardasyonun ve sıklıkla kardiyolojik, GIS, nörolojik 
anomalilerin eşlik ettiği hastalıklardır. Karyotipleme 
hem daha uzun zaman alan ve daha fazla yetişmiş 
insan gücüne ihtiyaç duyulan bir yöntemdir, hem de 
kültürde yeterli üreme olmaması durumunda sonuç 
alamama riski %1 civarındadır. QF PCR yöntemi 
ile sık görülen, yaşamla bağdaşan, zeka geriliği ve 
multipl konjenital anomali riski bulunan kromozomal 
anöploidilere hızlı ve güvenilir şekilde tanı konması 
mümkün olmaktadır. Özellikle ileri anne yaşı ve 2’li 
3’lü, 4’lü tarama testlerinde artmış risk endikasyo-
nu olan gebeliklerde, amniyosentez öncesi testlerin 
avantaj ve dezavantajlarını açıklayan genetik da-
nışma verilerek güvenilir bir şekilde uygulanabile-
cek kesin tanı yöntemidir. Ultrasonda anomali sap-
tanması nedeniyle yapılacak amniyosentezlerde 
ise,  QF PCR’ ın  13,18,21,X ve Y kromozomlarının 
anöploidileri ve triploidi ile sınırlı bir tanı testi olduğu 
göz önünde bulundurularak ek olarak karyotip ana-
lizi yapılması tercih edilmelidir. 
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Şekil 3. Amniyosentez sonrası uninformatif olarak de-
ğerlendirilen fetüse ait QF-PCR profili. D21S1435 ve 
D21S1446 problarına ait uninformatif kısa tandem tekrarlı 
(STR) profilleri izlenmektedir.


