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OZET

Bu ¢aligmada, 2004-2008 yillar1 arasinda prenatal tani amaci ile gelen 200 hastanin konvansiyonel sitogenetik ve FISH analiz sonuglart
sayisal kromozomal anomaliler yoniinden endikasyonlarmna gére; anormal ultrason bulgusu (AUS), {iglii tarama testi riski (UTT), ileri
maternal yas (IMY) ve digerleri olarak dort ana grupta ve ek endikasyonlara gore de alt gruplarda degerlendirildi. Degerlendirilen 200 vaka
icinde, 52 vaka ileri maternal yas, 59 vaka anormal ultrason bulgusu, 44 vaka {¢lii tarama test riski nedeniyle gonderilmisti. Diger
endikasyonlarla gelen vakalarin sayis1 ise 11 olarak tespit edildi. AUS ile gelen vakalarda sayisal kromozomal anomali oran1 AUS igermeyen
vakalara gore daha yiiksek bulundu (p=0.002). AUS olan ve Ozellikle ge¢ donemde amniyosentez yapilan olgularda, konvansiyonel
sitogenetik analize ek olarak FISH gibi hizli sonu¢ alman yoéntemlerin uygulanmasinin sonu¢ verme siiresinin kisaltilabilmesi, olas1
terminasyonun erkene alinmasi, annenin bekleme stresinin azaltilmasi, ilave tetkik yapilacaksa zaman kazanilmasi gibi oénemli yararlar
saglamasi nedeniyle oldukea etkili ve gerekli oldugu gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Prenatal tani. Sayisal kromozomal anomaliler. FISH.

Evaluation of the Cytogenetics and FISH Analysis Results by the Aspects of Numerical Chromosomal
Aberrations and Indications in Prenatal Diagnosis

ABSTRACT

In this study, the results of conventional cytogenetic and FISH analysis of 200 cases who were admitted for prenatal diagnosis in 2004-2008
were grouped and evaluated according to the indications as abnormal ultrasound findings, triple test risk, advanced maternal age and the
others. Subgroups were designated according to the additional indications. In evaluated 200 cases, 52 cases referred for advanced maternal
age, 59 cases for abnormal ultrasound findings, 44 cases for triple test risk, 11 cases for other indications. Numerical chromosomal aberration
ratio was observed higher in the group with abnormal ultrasound findings than the other groups without abnormal ultrasound findings
(p=0.002). In prenatal diagnosis, application of the rapid assays such as FISH is very important and necessary especially in cases who have
late amniocentesis and abnormal ultrasound findings because of shortening the result giving time, taking possible termination time earlier,
decreasing mother’s waiting stress, saving time for additional tests.
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Gelis Tarihi: 05.02.2009 Prenatal sitogenetik analiz giiniimiizde prenatal tani
Kabul Tarihi: 08.01.2010 endikasyonu olan hastalarda uygulanan tanisal bir
testtir. Kromozomal anomalilerin prenatal tanisi, yay-
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sitogenetik analizi ile yapilir. Fetal hiicrelerin eldesi,
9-11. gebelik haftasinda alinan koryonik villus 6rnek-
lemesi, 16-19. gebelik haftas1 civarinda yapilan
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iceren sayisal degisikliklerdir. Prenatal tanida konvan-
siyonel sitogenetik analizlerin sonuglanmasi igin ge-
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nellikle iki hafta ya da iizerinde bir siire gerekmekte-
dir'>. Bu uzun sonug siiresinin kisaltilabilmesi, olast
terminasyon zamaninin erkene alinmasi, annenin bek-
leme stresinin azaltilmasi, ilave tetkik yapilacaksa
zaman kazanilmasi gibi olduk¢a 6nemli yararlar sag-
lamaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda “cover-slip”
gibi kiiltiir yontemleri ile sonug siireleri 6-9 giine
indirilmistir ancak bu kiiltiirlerde her zaman istenen
kalitede kromozom elde edilememektedir. Bu yiizden,
yapisal anomalilerin tespiti igin uygun olmamakla
birlikte sayisal kromozomal anomalileri ilk 48 saat
gibi kisa bir siirede saptayabilen “Quantitative
Fluorescence Polymerase Chain Reaction” (QF-PCR)
ya da “Fluorescence In Situ Hybridization” (FISH)
gibi yontemlerin uygulanmasi 6nem kazanmaktadir*®.
Molekiiler sitogenetik (FISH) veya QF-PCR yontem-
lerinden birinin, genellikle 10-20 giin siiren konvansi-
yonel sitogenetik yonteme oranla 1-2 giin gibi kisa
stire icinde sayisal kromozomal anomalilerin saptan-
mast agisindan etkili oldugu ¢esitli caligmalarda goste-
rilmistir™®. Giiniimiizde de FISH veya QF-PCR ydn-
temi direkt amniyon sivisindan hazirlanmis materyal-
den sayisal kromozomal anomalilerin hizli teshisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir'®"2,

Bu ¢alismamizda ¢esitli endikasyonlarla amniyosentez
yapilan olgularin, konvansiyonel sitogenetik ve FISH
yontemi analiz sonuglarinin karsilagtirmali olarak
tanisal etkinligini gdstermeyi amagladik.

Gereg ve Yontem

Bu caligmada, 2004 - 2008 yillar1 arasinda cesitli
prenatal tani endikasyonlar1 ile amniyosentez yapila-
rak Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali Prenatal Tan1 Laboratuvarina gonderi-
len 200 vakadan konvansiyonel sitogenetik ve FISH
analizleri sonucunda sayisal kromozom anomalisi
saptanan olgularin oranlari ile tiplerinin prenatal tani
endikasyonlar1 ile karsilagtirilmasi, ayni zamanda
sayisal kromozomal anomali yoniinden konvansiyonel
sitogenetik ve FISH sonuglarinin birbirleriyle olan
uyumlarinin degerlendirilmesi amaglandi. Bu ¢alis-
manin etik onay1 Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu’ndan alind1.

200 vakanin sonuglar1 prenatal tani1 endikasyonlarina
gore ileri maternal yas (IMY), anormal ultrason bul-
gusu (AUS), iiclii tarama testi (UTT) riski, IMY+AUS,
IMY+UTT, AUS+UTT ve digerleri (ailede mental
retardasyon Oykiisii, daha once sayisal kromozomal
anomalili ¢ocuk dogurma Oykiisii, ailede yapisal kro-
mozom aberasyonu Oykiisii v.b) olmak iizere yedi
gruba ayrilarak incelendi (Tablo I). Vakalarin anne
yas1 ortalamasi 31.9 = 6.59 SS, gebelik haftasi ortala-
mast ise 20.78 £ 2.6 SS olarak saptandi. 200 amniyon
stvist Orneginden FISH ve konvansiyonel sitogenetik
analiz es zamanli olarak c¢alismalarina baslandi.
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Transabdominal yolla alinmis toplam 10-20 ml
amniyon sivisinin 3-5 ml’si FISH yonteminde kulla-
nilmak i¢in ayrildi. Konvansiyonel sitogenetik analiz-
de hiicre kiiltiirii i¢in 3 kiltiir kab1 kullanildi. Her
hasta i¢in kiiltiire edilen en az 2 kiiltiir kab1 ¢alisildi.
Hiicrelere 9-13 arasi gilinlerde standart ‘harvest’
islemi uygulandi. Elde edilen metafaz plaklarina GTG
bantlama teknigi uygulandi, 20 metafaz plag: iizerin-
den sitogenetik analizler yapildi. FISH analizi i¢in
yaklasik 3-5 ml amniyon sivisi santrifiij edilip iizerine
5 ml tripsin/EDTA koyuldu. KCI eklendikten sonra
fiksatifle muamele edildi. Lamlara istenilen yogunluk-
ta ¢ekirdek yaymalar1 yapilip 2 X SSC ve pepsinli
0.0IN HCI bekletildi. DNA % 70 formamidle
denatiire edildi. Hazirlanan preparatlara sentromerik
18/X/Y problar1 ve lokiis 6zgli 13/21 problart (Vysis,
Abbott, U.S.A.) konulup hibritleme i¢in 37°C’de bir
gece bekletildi. DAPI II ile boyanan preparatlar FISH
laboratuvarinda bulunan Nikon E 600 marka flouresan
mikroskop iizerine kurulmus olan tekli (aqua, gold,
blue, red, green, dapi), ikili(red/green) ve icli
(dapi/red/green) filtrelere sahip Quips Imaging System
(Applied: UK) ile analiz edildi. Her olgu i¢in 50-100
hiicre degerlendirildi ve saptanan patolojilere ait re-
simler ¢ekildi (Sekil -1,2).

Sekil 1:

Trizomi 21°li bir vakanin 13. kromozoma (yesil) ve 21.
kromozoma (kirmizi) ozgii LSI problariyla yapilan
hibritlenmis amniyosit hiicresinin interfaz ¢ekirdegi
goriiniimii (21. kromozoma ait 3 adet kirmizi sinyal ve
13. kromozoma ait 2 adet yesil sinyal).

Kategorik verilerin analizinde ki-kare testi kullanil-
mistir. Anormal ultrason bulgusu (AUS) iceren ve
icermeyen vakalardaki anomali sayisi1 arasinda, benzer
sekilde IMY endikasyonu igeren ve igermeyen, UTT
endikasyonu iceren ve igermeyen vakalardaki anomali
sayilar1 arasinda karsilastirma yapildi ve p<0.05 dege-
11 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 2:

Triploidi’li vakanin 18 (Aqua), X (vesil) ve Y (kirmizi)
kromozomlarina 6zgii sentromerik problariyla yapilan
hibritlenmis amniyosit hiicresinin interfaz ¢ekirdegi
goriiniimii (18. kromozoma ait 3 adet aqua sinyal, X
kromozomuna ait 2 adet yesil sinyal ve
Y kromozomuna ait 1 adet kirmizi sinyal).

Bulgular ve Sonuglar

Sayisal kromozomal anomalilerin saptanmasi agisin-
dan konvansiyonel sitogenetik analiz ve FISH anali-
zi %100 uyum gosterdi. Maternal kontaminasyona ya
da kiiltiire bagli olarak goriilen diisiik oranda yalanci
mozaisizmler her iki yontemden yararlanilarak ekarte
edildi. Degerlendirilen 200 vaka iginde, 52 vaka
(%26) ileri maternal yas (IMY), 59 vaka (%29.5)
anormal ultrason bulgusu (AUS), 44 vaka (%22) tg¢lii
tarama test (UTT) riski nedeniyle génderilmisti. Diger
baslig1 altindaki endikasyonlarla gelen vakalarin sayisi
ise 11 (%5.5) olarak tespit edildi. Bunlarin diginda
kalan 34 vakanmn birden fazla prenatal tani
endikasyonu vardi. Bunlar; 8 vakada IMY+AUS, 18
vakada IMY+UTT ve 8 vakada AUS+UTT olarak
gozlendi. Yapilan degerlendirmeler sonucunda yalniz
IMY bulgular1 olan 52 vakanin 1 tanesinde, yalniz
AUS bulgular1 olan 59 vakanin 3 tanesinde ve diger
nedenlerle gelen vakalardan bir tanesinde sayisal
kromozomal anomali saptandi. UTT riski bulunan 44
vakada sayisal kromozomal anomaliye rastlanmadi
(Tablo-I). IMY ve 2. endikasyonu olan 78 vakadan 7
sinde, AUS ve 2. endikasyonu olan 75 vakadan 11
inde, UTT ve 2. endikasyonu olan 70 vakadan 6 sinda
sayisal kromozom anomalisi saptandi (Tablo-II). Di-
ger endikasyonlar sebebiyle gelen 11 vaka, say1 azlig1
nedeni ile karsilagtirma diginda tutuldu. Sadece AUS
bulgusu ile ya da AUS bulgusu ve buna ek endikasyon
ile gelen vakalarda sayisal kromozomal anomali oran-
lar1 diger gruplara gore daha yiiksek bulundu.

Endikasyonlar ve saptanan anomaliler agisindan AUS
iceren tim vakalarda AUS icermeyen vakalara gore
(iMY, UTT ve diger endikasyonlar) anlamh sekilde
anomali tespit edildigi goriildii (p=0.002). IMY igeren
tiim vakalar ile IMY igermeyen vakalar arasinda ano-
mali saptanmasi acisindan anlamlilik saptanmadi
(p=0.52). UTT igeren tiim vakalar ile UTT igermeyen
vakalar arasinda da anomali saptanmasi agisindan
anlamli bir farklilik gézlenmedi (p=0.67).

Tablo 1. Anomalilerin vaka sayilar1 ve endikasyonlari
smiflamasina gore yiizde dagilimi

ENDIKASYON V.SAYISI | A.SAYISI | % (YUZDE)
YALNIZ iMY 52 1 1.92
YALNIZ AUS 59 3 5.08
YALNIZ UTT 44 0 0
IMY +AUS 8 4 50
AUS + UTT 8 4 50
UTT + MY 18 2 11.11
Diger endikasyonlar 11 1 9.09
TOPLAM 200 15 75
C:kilffre” tUm 75 11 1410
\l/J;I;;ll;;:eren tim 70 6 8.57

V: Vaka, A: anomali.,. iMY: ileri maternal yas, AUS: anormal
ultrasonografik bulgu, UTT: ii¢lii tarama testi

Tablo II. Anomali tiplerinin endikasyon smiflamasina
gore dagilimi

ENDIKASYON | V.SAYISI Tzrf Tg Tg Triploidi | 45X | XXY | Toplam
YALNIZ IMY 52 | 1 1
YALNIZ AUS 59 | 2 1 3
YALNIZ UTT 44 0 0
IMY + AUS K 4
AUS + UTT 8 |11 [1] 1 4
UTT +iMY 18 111 2
Diger
endikasyonlar " ! !
IMY igeren 78 |41 11| 7
tim vakalar
AUS igeren 75 l6l2|1] 2 1
tim vakalar
UTT igeren 70 [1]11] 1 |1]1] &6
tim vakalar

V: Vaka, IMY: ileri maternal yas, AUS: anormal ultrasonografik
bulgu, UTT: ti¢lii tarama testi, Trz: Trizomi

Tartisma
Prenatal tanida, konvansiyonel sitogenetik analiz ile

sayisal ve yapisal kromozomal anomalilerin yakla-
stk % 99.57i tespit edilebilmektedir’. Tespit edileme-
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yenlerin ¢ogu genellikle 5 megabazdan kiigiik olan
anomalilerdir’. Konvansiyonel sitogenetik analizin en
onemli avantaji, olusabilecek tiim sayisal ve yapisal
anomalilerin birlikte goriiliip degerlendirilebilmesine
olanak saglamasidir. Ancak burada kiiltlir siiresinin
uzun olmasi annede anksiyete veya depresyon olasiligt
yoniinden dezavantaj olusturmaktadir. Fetiis hareketle-
ri anne tarafindan 15. hafta civarinda hissedilmeye
baglamakta ve bu andan itibaren fetiisle ilgili tiim
girisimler annenin psikolojik gerginligini daha da
arttirmaktadir’™'>'*, Hizli sonug veren prenatal tam
testlerinden olan molekiiler sitogenetik (FISH) ve
molekiiler yontemleri ile 13, 18, 21, X ve Y kromo-
zomlarina ait sayisal kromozomal anomalilerin yakla-
stk %95°den fazlas1 tespit edilebilmektedir”'*"°. Kon-
vansiyonel sitogenetik yontemlerle tespit edilebilen
dengeli yapisal anomalilerin fetiiste fenotipik etkisi
beklenmemektedir. Dolayist ile FISH yontemi ile
tespit edilemeyen bu yapisal degisimlerin bir kismi
fetlis acisindan anomali riski tasimamaktadir. FISH
yonteminin en 6nemli avantaji 24-48 saat gibi kisa bir
siirede sonug¢ alinabilmesidir. Boylece hem annenin
bekleme stresi azalmakta hem de terminasyon igin
medikal sonlandirma sinirina yaklagan vakalarda siire
kazanilmaktadir. Ayrica bu yontem ¢ok fazla hiicre
degerlendirilmesine olanak verdiginden diisiik oranlt
sayisal mozaisizmlerin tespiti yoniinden konvansiyo-
nel sitogenetik analize listiinlik saglamakta ve kiiltiire
edilmemis hiicreler iizerinde analiz yapilabildiginden
kiiltir kosullarina bagli yalanci mozaisizmler diglana-
bilmektedir'™'®. FISH ve sitogenetik sonuglar yoniin-
den degerlendirilen calisma vakalarimizdan IMY
endikasyonu igeren tiim vakalarin sayisi 78 olup, bun-
larin 52 tanesinde sadece IMY endikasyonu 26 tane-
sinde ise IMY ile birlikte ikinci bir endikasyon (AUS
veya UTT) vardi, bunlarin bilyiik kisminda da gebelik
haftas1 20 hafta ya da iizerinde idi. Ortalama gebelik
haftasinin beklenenden daha yiiksek olma nedeni,
aneuploidi tespit edildiginde muhtemel terminasyon
icin sonu¢ verme siiresinin kisaltilmasi amactyla ileri
gebelik haftasi olan vakalarda FISH analizinin daha
fazla tercih edilmesidir. Sadece IMY endikasyonu
olan 52 vakadan 1 tanesinde sayisal kromozomal
anomali saptandi (trizomi 21). Literatiirdeki prenatal
tan1 caligmalarinda ileri anne yasina bagli sayisal
kromozomal anomali oranlar1 genelde % 2-4 civarinda
bulunmaktadir, bizim vaka sayimiz ¢ok yiiksek olma-
makla birlikte % 1.92 lik oran literatiirle uyumludur.
Bunun yani sira elde edilen sonuglar endikasyona gore
FISH analizi yapilmasinin gereklili§ini ve yararini
gostermektedir'®!”. Vakalarimizdan AUS endikasyonu
iceren tiim vakalarin sayist 75 olup, bunlarin 59 tane-
sinde sadece AUS endikasyonu, 16 tanesinde ise AUS
ile birlikte ikinci farkli endikasyon (IMY veya UTT)
vardi. Sadece anormal ultrason bulgusu nedeni ile
gelen 59 vakanin 3 tanesinde saptanan sayisal
kromozomal anomalinin 2 tanesi trizomi 21 ve bir
tanesi triploidi idi ve oran % 5.08 olarak tespit edildi.
Bu oranin digerlerinden yiiksek olmasi da yine litera-
tiirle uyum gostermektedir'®. Anormal ultrason bulgu-
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su endikasyonuyla gelen gebelere ait fetiislerde sapta-
nan sayisal kromozomal anomali oraninin (% 5.08),
ileri maternal yas endikasyonuyla gelen gebelere ait
fetiislerde saptanan sayisal kromozomal anomali oran-
larindan (%1.92) belirgin derecede yiiksek olmasi
endikasyona gore FISH analizi ile hizli sonug¢ alma ve
olas1 terminasyon zamanini kisaltma agisindan g¢ok
o6nemlidir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda AUS
endikasyonu igeren vakalarda saptanan anomali oran-
larinin anlamli sekilde yiiksek olmasi, anormal ultra-
son bulgularinin daha ayrintili degerlendirilmesi ve
bunlarin kromozomal anomaliler ile iliskilerinin sinif-
lamasinin daha ayrmtili yapilmasinin kromozomal
anomalilerin tespit edilme oranlarini daha da arttirabi-
lecegini gostermistir. Caligmada IMY nedeniyle gelen
tim olgularda (n=78) anomali orani %8.97, AUS
nedeniyle gelen biitiin olgularda (n=75) anomali ora-
m %I14.1, UTT nedeniyle gelen biitiin olgularda
(n=70) ise %8.57 idi (Tablo I). Tim sonuglar genel
olarak degerlendirildiginde 200 vakadan 15’inde (%
7.5) sayisal kromozomal anomali gézlendi. Ozellikle
endikasyonlar gbz Oniine alinip literatiir verileri ile
karsilastirildiginda bu degerler hizli olmasi nedeniyle
FISH analizinin gerekliligini gostermektedir'' ™!, Ay-
rica, sonu¢ verme siiresinin kisa olmasi, daha fazla
hiicre tizerinde analiz yapabilme olanag1 ve kiiltiir
problemlerinin diglanmasi da goz Oniine alindiginda
bu analizin olduk¢a etkili oldugu goriilmektedir ve
endikasyonu olan vakalarda maliyet etkinligi acisin-
dan oldukca avantajlidir. Ancak yapisal anomalilerin
saptanmasi ve maliyetin diisiik olmas1 gibi nedenlerle
konvansiyonel sitogenetik analiz hala avantajini ve
vazgecilmezligini korumaktadir.

Sonug olarak ¢aligmamizi kapsayan vakalar agisindan
bakildiginda standart sitogenetik analiz vazgecilmez
olmakla birlikte ilave FISH analizi, iyi klinik
endikasyon konulmus vakalarda oldukga etkili goriil-
mektedir. Ileri anne yasi, anormal ultrasonografik
bulgu olan vakalarda 6zellikle de gecikmis haftalarda
yapilan amniyosentez igin erken sonu¢ vermede, dola-
yis1 ile medikal terminasyon siiresini miimkiin oldugu
kadar  kisaltmada, gebe stresini ve olasi
kontraendikasyonlar1 azaltmada sitogenetik analiz
yaninda molekiiler sitogenetik (FISH) analizinin ya-
pilmasi biiyiik yarar saglayacaktir. Ileri anne yas
tanis1 konmus anormal ultrasonografik bulgulu vaka-
lar agisindan ise ileri anne yasina gore daha fazla
anomalinin erken safhada saptanacak olmasi bu vaka-
larda gerekliligi daha da artirict etken olmaktadir.
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