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Ozet

Kantitatif fluoresan polimeraz zincir reaksiyon (Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction,
QF-PCR) yontemi yaygin kromozom anormalliklerine yonelik yapilan distk maliyetli, hizli ve otomas-
yon saglayan avantajli bir prenatal tani yéntemidir. Hastanemizde prenatal andploidi taramasinda aktif
olarak kullaniimaktadir. Calismamizda 2011 Haziran- 2012 Temmuz aylari arasinda ileri anne yasi, ikili,
Ucli yada dortli taramada riskli sonug ¢ikan hastalar veya ailenin anksiyetesi nedeniyle bagvuran has-
talardan amniyosentez yapilanlarin dosyalari retrospektif olarak incelendi. Degerlendirilen 98 hastanin
ortalama yasi 32.98’di. Hastalarin 94’Gnun (%95,9) amniyosentez sonucu normal, 3’Gndn (%3,1) sonu-
cu Trisomi 21 olarak degerlendirildi. Uninformatif sonu¢ 1 hastada géruldi. Klinigimizde uygun hasta-
larda QF-PCR ile etkin olarak amniyosentez mayiinden 13,18, 21, X ve Y kromozomlari taranmaktadir.
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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Giris

Canl yenidoganlarda 21, 18, 13, X ve Y kromo-
zomlarini igceren andploidiler bitin kromozom
anormalliklerinin % 95 ‘ini kapsamaktadir. Bu anor-
malliklerin prenatal teshisi, genellikle amniyon,

lerle hastanemizde yapilan amniyosentezlerin QF-
PCR sonuglarini incelemeyi amagladik.

Gereg ve Yontem

koriyon veya fetal kan hicrelerinin kultire edilme-
siyle yapilan konvansiyonel sitogenetik analizlere
dayanmaktadir. Bu yontem olduk¢a uzun zaman
alan ve teknik olarak deneyim gerektiren bir yon-
temdir.

Son yillarda, QF-PCR ve oldukga polimorfik olan
kiiglk ardil tekrar (Short Tandem Repeat, STR)
analizleriyle sik goértlen andploidilerin hizli bir
sekilde teshisi veya ekarte edilmeleri mimkin ol-
mustur [1-3]. Biz de hastanemizde cesitli neden-

Bu retrospektif calismaya, Haziran 2011-Temmuz
2012 tarihleri arasinda hastanemizde prenatal tani
Onerilen ve amniyosentez islemi yapilan 98 has-
ta dahil edildi. Prenatal test 6ncesi butin hasta-
lara genetik danismanlik verildi ve testin dogruluk
orani, sinirlamalari ve faydalarl anlatildi. invazif
prenatal tani igin bitlin hastalardan islemi kabul
ettigine dair imza alindi. Analiz i¢in amniyosentez
islemi esnasinda yaklasik 1-2 mL amniyon sivisi
aspire edildi. 0.5-1.5 mL 6rnekten total DNA izo-
lasyonlari yapildi (InstaGene™ Matrix kit Bio-Rad
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ABI310 USA) ve elde edilen DNA Urtnleri kromo-
zomlara 6zgu fluoresan isaretli primerler kullanila-
rak PCR ydntemiyle amplifiye edildi. PCR kosullari
(28 dongu icin); 95 °C’de 15 dk, 95 °C’de 40 sn, 60
°C’de 90 sn, 72 °C’de 40 sn, 60 °C’de 30 dk olarak
duzenlendi. Denatirasyondan sonra (96 °C’de 2 dk)
1 yL PCR drlnleri alinip daha 6nce 40 pL formamid
(Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems, UK) ve 1
WL -500 liz size standart tamponuna (GeneScan™
-500 LIZ™ Size Standart, Applied Biosystems, UK)
eklendi. Sonug i¢in gen haritalama programi kulla-
nilarak fragman analizi yapildi (Gene Mapper Soft-
ware, versiyon 4.0, ABI 310, USA).

Tablo 1 ve 2 ‘de hedef kromozom genotiplendiriime-
sinde kullanilan STR markerlari ve kromozom loka-
lizasyonlari gosteriimektedir. lleri anne yasi (235)
veya anormal prenatal tarama testi sonuglari riski
gOsteren ya da maternal anksiyetesi olan hastalar
calismaya dahil edildi.

Calismamizda her bir kromozom icin 5 STR
bolgesi kullanildi ve en az 2 STR bdlgesinin

anlamli(informatif) pikler vermesi durumunda sonug
verildi. ilk calismada 2 anlamli STR sonucu olma-
yan hastalarda ilgili kromozom igin ek STR paneli
ile calisma yapildi. STR dagilimlari trizomi ve nor-
mal kromozomlarda farklilik gosterdiginden, benzer
fluorasan intensite (1:1) ve acik bir sekilde disomik
diallelik dagihimlar gbsteren kromozomlar normal
kabul edildi. Buna karsin, benzer fluorasan intensite
gosteren (1:1:1) triallelik sinyal veya iki kat fazla doz
cevabi (2:1) gosteren diallelik dagihmlar trizomi ola-
rak degerlendirildi.

Sonuglar

Calismamizda 98 adet amniyon sivisi érnegi QF-
PCR ile degerlendirildi. Degerlendirilen 98 hastanin
ortalama yasi 32,98+6.03'di. Hastalarin %16,9’una
ileri anne tasi, %22,5’ine ikili tarama testindeki riski
sonug nedeniyle, %49,4’lne gl tarama testindeki
riskli sonu¢ nedeniyle, %10.1’ine dortll tarama tes-
tindeki riskli sonug nedeniyle, %1.1’ine ise maternal
anksiyete nedeniyle amniyosentez yapildi. Hastala-
rin 94’tnin (%95,9) amniyosentez sonucu normal
(Sekil 1) olarak degerlendirildi. 3'Gnin (%3,1) so-

Tablo 1. Calismada hedef kromozom (13, 18, 21, X ve Y) genotiplendirmesinde rutin kullanilan STR markerlari ve

kromozom lokalizasyonlari

Kromozom no Marker Lokalizasyon

13 D13S742 13912.12
D13S628 13931-932
D13S631 13931-32
D13S634 13914.3
D13S742 13912.12

18 D18S386 18qg22.1
D18S391 18qpter-18p11.22
D18S858 18g21.1
D18S499 18921.32
D18S1002 18911.2
D18S386 18g22.1
D18S391 18qpter-18p11.22

21 D21S1411 21922.3
D21S1435 21qg21
D21S1437 21g21.1
D21S1412 21g22.2
D21S1809 21g22.1

XveY AMXY Xp22.1-22.31-Yp11.2
SRY Yp11.2
HPRT Xq26.1
TAFIL Xq13 3p24
DXYS156 Xq21.31 Yp11.31
SBMA Xq11.2- Xg12
DXS6803 Xq12-Xg21.33
DXS6809 Xq
DXS8377 Xq28




nucu Trisomi 21 olarak geldi (Sekil 2). 1 hastanin
sonucu ise uninformatif olarak degerlendirildi (Sekil
3). Trisomi 21 sonucu veren hastalarin demografik
Ozellikleri Tablo 3’te gosterilmistir.

Tartisma

Hastanemizde ultrasonografik bulgusu olmayan ve
cesitli nedenlerle amniyosentez yapilan hastalarda
etkili olarak QF-PCR yo6ntemiyle kromozomal ano-
mali taramasi yapiimaktadir. Bu yontemin 24 saat
icinde sonug¢ vermesi prenatal donemde 6zellikle
onem kazanmaktadir ¢linkii bu donemde konvan-
siyonel sitogenetik degerlendirmenin sonucu igin

Fetal andploidi analizinde QF-PCR

hastanin haftalarca beklemesi ailenin endisesini ve
stresini arttirmaktadir. Yine sonucun erken ¢ikmasi
ile anormal sonugclu fetislerde eger gebelik sonla-
nacaksa gebeligin sonlandiriimasi daha erken ge-
belik haftalarinda olabilmektedir.

43.000 prenatal tani igslemi yapilan hastalarda yapi-
lan bir galigmada (1 nolu galisma), QF-PCR yonte-
minin 21, 18, 13, X ve Y kromozomlarindaki andp-
loidileri belirlemedeki spesifitesinin %100 oldugu
ve karyotipi normal olan fetislerine %99,6’sinda
QF-PCR sonucu normal bulunmus. Ayni ¢alisma-
da, anormal QF-PCR sonucu saptanan gebeliklerin

Tablo 2. Calismada stpheli olgularda ve kromozom anomalisi varliginda kullanilan STR markerlari ve kromozom

lokalizasyonlari

Kromozom no Marker Lokalizasyon
13 D13S742 13912.12

D13S628 13931-g32

D13S631 13931-32

D13S634 13914.3
18 D18S386 18qg22.1

D18S391 18qpter-18p11.22

D185858 18g21.1

D18S499 18921.32

D18S1002 18911.2
21 D21S1411 21922.3

D21S1435 21921

D21S1437 219211

D21S1412 21922.2

D21S1809 219221
XveY AMXY Xp22.1-22.31-Yp11.2

SRY Yp11.2

HPRT Xq26.1

TAFIL 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 vakalarinin 6zellikleri

Olgu 1 Olgu 2 Olgu 3
Anne yasl 37 20 45
Amniyosentez endikasyonu ikili test Uglii test ikili test
Amniyosentez zamani 19 4/7 18+2/7 hafta 17+1/7 hafta
Tahliye zamani 21 hafta 19+2/7 hafta 18 hafta
Amniyosentez sonucu icin gegen stire 10 guin 7 gin 6 gln
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Sekil 1. Amniyosentez sonrasi normal bir fetise ait QF-
PCR profilleri. D21S1435 ve D21S1446 problarina ait
normal kisa tandem tekrarl (STR) profilleri izlenmektedir.

hemen sonlandirilabilecegi ve normal sonuglu has-
talarda sadece anormal ultrason bulgulari olanlarda
sitogenetik analizin yapilmasi gerektigini belirtiimig
ve sonug olarak konvansiyonel sitogenetik analiz
icin olanak bulunmayan merkezlerde QF-PCR yon-
teminin tek bagina kullanilabilecegi belirtilmistir [4].
Crigliano ve ark 18000 vakalik ¢alismasinda QF-
PCR’in ucuz, hizli ve otomasyona izin veren bir tek-
nik oldugu ve QF-PCR’In prenatal tani testi olarak
kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir [2].

2007°de Onay ve ark 576 amniyotik mayiinin de-
gerlendirildigi ¢calismada 19 anomalinin QF-PCR
tarafindan yakalandigini 2 vyapisal kromozomal
anomalinin ise saptanamadigini, 17 drnek ¢ok kanli
oldugu icin 1 6rnek de enfekte oldugu icin deger-
lendirilemedigini rapor etmisler ve QF-PCR’in hizli
anodploidi taramasinda kullanilabilecedi sonucuna
varmiglardir [5]. Nicolini ve ark 2004’te yazdiklari bir
derlemede QF-PCR’In andploidi taramasinda de-
gerli, ucuz ve neredeyse tamamen otomasyonla ya-
pilan bir ydontem oldugunu ve yontemin andploidiyi
yakalama oraninin %98.6 (%95 guvenlik araliginda
97.8-99.3) sdylemiglerdir [3]. 400 amniyon mayiinin
degerlendirildigi bir calismada qgf-pcr ydntemiyle
hastalarin 4 (%1)Unde sonuc¢ elde edilemedigini
QF-PCR’in hizli ve guvenilir bir yéntem oldugunu
tespit etmiglerdir [6].

2011’de yayinlanan bir makalede 300 vaka deger-
lendirilmis ve QF-PCR’in glvenilir bir ydntem oldu-
gu sonucuna varilmistir [7]. Pertl ve ark da calis-
malarinda QF-PCR’in hizli ve guvenilir olduguna
vurgu yapmislardir [8,9]. Ote yandan literatiirde QF-
PCR'’In tek basina yeterli olmadigini savunan yazi-
lar da mevcuttur. 2009'da yayinlanan ve 40 vaka-
nin degerlendirildigi bir calismada artmis trisomi 21
riski nedeniyle hastalara QF-PCR yapilmis ve QF-
PCR’In sensitivitesinin %50, spesifitesinin %83.7,
PPD’nin %14.3 ve NPD’nin %96.9 oldugu gorilmuis
ve kuiltiran altin standart oldugu vurgulanmistir [10].
2005’te yayinlanan ¢ok merkezli buyuk bir calisma-
da yazarlar en iyi protokolin PCR+karyotipleme
veya FISH+karyotipleme seklinde oldugu sonucuna
varmiglardir [11]. lleri anne yasi nedeniyle 19517
hastanin degerlendirildigi retrospektif bir calisma-
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Sekil 2. Amniyosentez sonrasi Trizomi 21 (Down sendromu) tanisi alan bir fetlise ait QF-PCR profilleri. D21S1435 ve D21S1446
problarina ait trizomik kisa tandem tekrarli (STR) profilleri izlenmektedir.
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da kdlturle tespit edilen 333 anormal vakadan klinik
Onemi olan 63 (%18.9) tanesi QF-PCR’la tespit edi-
lememigtir. Yazarlar ileri anne yasi nedeniyle yapila-
cak olan amniyosentezlerde secgimin aileye birakil-
masi gerektigi sonucuna varmislardir [12].

QF PCR ile analizi yapilan 13,18 ve 21. kromozom-
larin trizomileri canli doganlarda saptanabilen ve
yasamla bagdasabilen ancak kesin olarak mental
retardasyonun ve siklikla kardiyolojik, GIS, nérolojik
anomalilerin eslik ettigi hastaliklardir. Karyotipleme
hem daha uzun zaman alan ve daha fazla yetismis
insan gucune ihtiya¢ duyulan bir ydntemdir, hem de
kaltirde yeterli Greme olmamas! durumunda sonug
alamama riski %1 civarindadir. QF PCR ydntemi
ile sik gorulen, yasamla bagdasan, zeka geriligi ve
multipl konjenital anomali riski bulunan kromozomal
anoploidilere hizli ve guvenilir sekilde tani konmasi
mimkin olmaktadir. Ozellikle ileri anne yagi ve 2'li
3’10, 4’1u tarama testlerinde artmis risk endikasyo-
nu olan gebeliklerde, amniyosentez dncesi testlerin
avantaj ve dezavantajlarini agiklayan genetik da-
nisma verilerek guvenilir bir sekilde uygulanabile-
cek kesin tani ydntemidir. Ultrasonda anomali sap-
tanmasi nedeniyle yapilacak amniyosentezlerde
ise, QF PCR’In 13,18,21,X ve Y kromozomlarinin
andploidileri ve triploidi ile sinirli bir tani testi oldugu
g6z 6nlunde bulundurularak ek olarak karyotip ana-
lizi yapiimasi tercih edilmelidir.
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Sekil 3. Amniyosentez sonrasi uninformatif olarak de-
gerlendirilen fetise ait QF-PCR profili. D21S1435 ve

D21S1446 problarina ait uninformatif kisa tandem tekrarli
(STR) profilleri izZienmektedir.

Fetal andploidi analizinde QF-PCR

Kaynaklar

1. Rahil H, Solassol J, Philippe C, Lefort G, Jonveaux P. Ra-
pid detection of common autosomal aneuploidies by quantitative
fluorescent PCR on uncultured amniocytes. Eur J Hum Genet
2002;10(8):462-466.

2. Cirigliano V, Voglino G, Cafiadas MP, Marongiu A, Ejarque
M, Ordofiez E, Plaja A, Massobrio M, Todros T, Fuster C, Cam-
pogrande M, Egozcue J, Adinolfi M. Rapid prenatal diagnosis
of common chromosome aneuploidies by QF-PCR. Assess-
ment on 18,000 consecutive clinical samples. Mol Hum Reprod
2004;10(11):839-846.

3. Nicolini U, Lalatta F, Natacci F, Curcio C, Bui TH. The intro-
duction of QF-PCR in prenatal diagnosis of fetal aneuploidies:
time for reconsideration. Hum Reprod Update 2004;10(6):541-
548.

4. Cirigliano V, Voglino G, Ordofiez E, Marongiu A, Paz Cafiadas
M, Ejarque M, Rueda L, Lloveras E, Fuster C, Adinolfi M. Rapid
prenatal diagnosis of common chromosome aneuploidies by
QF-PCR, results of 9 years of clinical experience. Prenat Diagn
2009;29(1):40-49.

5. Onay H, Ugurlu T, Aykut A, Pehlivan S, Inal M, Tinar S, Ozki-
nay C, Ozkinay F. Rapid prenatal diagnosis of common aneuplo-
idies in amniotic fluid using quantitative fluorescent polymerase
chain reaction. Gynecol Obstet Invest 2008;66(2):104-110.

6. Rahil H, Solassol J, Philippe C, Lefort G, Jonveaux P. Ra-
pid detection of common autosomal aneuploidies by quantitative
fluorescent PCR on uncultured amniocytes. Eur J Hum Genet
2002;10(8):462-466.

7. Citli S, Koksal B, Kiiglik Kurtulgan H, Akkus N, Ozdemir O,
Sezgin I. Prenatal dénemde multiplex kantitatif fluoresan PCR
(QF-PCR) teknigi ile yaygin kromozomal anoploidilerin tespiti:
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi deneyimi Cumhuriyet Tip
Dergisi 2011;33:389-395.

8. Pertl B, Kopp S, Kroisel PM, Hausler M, Sherlock J, Winter R,
Adinolfi M. Quantitative fluorescence polymerase chain reaction
for the rapid prenatal detection of common aneuploidies and fetal
sex. Am J Obstet Gynecol 1997;177(4):899-906.

9. Pertl B, Pieber D, Lercher-Hartlieb A, Orescovic |, Haeusler
M, Winter R, Kroisel P, Adinolfi M. Rapid prenatal diagnosis of
aneuploidy by quantitative fluorescent PCR on fetal samples
from mothers at high risk for chromosome disorders. Mol Hum
Reprod 1999;5(12):1176-1179.

10. Aydogmus S, Keskin HL, Baykal Gokge S, Avsar AF, Celen
E. Prenatal anéploidi saptanmasinda kantitatif floresan-polime-
raz zincir resksiyonu(QF-PCR) yénteminin etkinligi. Turk J Med
Sci 2009;39(5):741-716.

11. Caine A, Maltby AE, Parkin CA, Waters JJ, Crolla JA; UK As-
sociation of Clinical Cytogeneticists (ACC).Prenatal detection of
Down’s syndrome by rapid aneuploidy testing for chromosomes
13, 18, and 21 by FISH or PCR without a full karyotype: a cyto-
genetic risk assessment. Lancet. 2005 Jul 9-15;366(9480):123-
128.

12. Leung WC, Lau ET, Lau WL, Tang R, Wong SF, Lau TK, Tse
KT, Wong SF, To WK, Ng LK, Lao TT, Tang MH; Working Group
on Prenatal Diagnosis and Counselling, Hospital Authority. Rapid
aneuploidy testing (knowing less) versus traditional karyotyping
(knowing more) for advanced maternal age: what would be mis-
sed, who should decide? Hong Kong Med J 2008;14(1):6-13.

21



