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OZET

Giris ve Amac: Dogum 6ncesi tani i¢in en sik endikasyon, fetusda artmis trizomi 21 riskidir. Bu ¢alismada,
trizomi 21’in hizli dogum oncesi tanisinda QF-PCR tekniginin klinik uygulanabilirliginin gdsterilmesi
amagclandi. Ayrica, bu teknikle trizomi tanisi koyabilmek i¢in gerekli en az hiicre sayis1 ve bu degerin gebelik
haftalariyla iligkisi degerlendirildi.

Olgular ve Yontem: 224 gebeye ait amniyon sivisinda hiicre sayimi yapildi ve gebelik haftalarina gore
simiflandirildi. Amniyon sivisinda bulunan total ve canli hiicre sayisi ile canli hiicre oraninin gebelik haftasiyla
istatistiksel olarak anlamli bir iligkisi oldugu (p<0.001) gosterildi. 135 olgudan DNA ayrimi yapildi. DNA
ornekleri D21S1411 belirleyici ile QF-PCR kullanilarak ¢ogaltildi.

Bulgular: Normal 6rneklerin pik orani ortalama 1.1 ve trizomik diallelik 6rneklerin pik oranlari 2.0 olarak
hesaplandi. 14-22. gebelik haftalar arasinda 0.1-1.9 ml amniyon sivisindan elde edilen amniyosit sayisinin
QF-PCR ile tan1 koymak igin yeterli oldugu gosterilmistir. QF-PCR testinin trizomi 21’1 teshis etmede
duyarliliginin %90, se¢iciliginin %93.6, pozitif ve negatif dngorii degerlerinin ise %100 oldugu hesaplanmugtir.
D21S1411 belirleyicinin heterozigozite oraninin ise 0.8320 oldugu gosterilmistir.

Sonug ve Tartisma: D21S1411 belirleyicinin Tiirk toplumunda trizomi 21 tanisi igin giivenle kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir. QF-PCR analizi, trizomi 21’in hizli tanisinda uygulanabilecek yardimei bir testtir. Daha
fazla sayida belirleyici ile ¢caligmak, testin duyarliligini artiracaktir.

Anahtar Sozciikler: Trizomi 21, QF-PCR, dogum 06ncesi tani, amniyosit.
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ABSTRACT

Introduction: The most frequent indication for prenatal diagnosis is the increased risk of trisomy 21 in fetus.
In this study, it is targeted to show the clinical practicability of QF-PCR technique in the rapid diagnosis
of trisomy 21. Additionally, the minumum required number of cells in order to diagnose trisomy and the
minumum number of amniocytes in relation to the gestational week were also evaluated with this technique.

Material and Method: Amniotic fluid cell counts were carried out in 224 pregnant women and the findings
were classified according to the gestational week. It was proved that there is a statistically significant (p<0.001)
relationship between the total and viable cell number, viable cell ratio in amniotic fluid and the gestational
week. The DNA isolation was made for 135 case. The DNA samples were amplified with using the determinant
of D21S1411 locus on chromosome 21 by QF-PCR.

Results: It was calculated that the average peak ratio of normal samples is 1.1 and the peak ratio of trisomic
diallelic samples is 2.0. It was shown that amniocyte number obtained from 0.1-1.9 ml amniotic fluid of
14-22 gestational weeks woman is sufficient to diagnose trisomy by QF-PCR within an acceptable range of
certainty. It was calculated that the sensitivity of QF-PCR test in diagnosing trisomy 21 was 90%, specificity
was 93.6%, positive and negative predictive values were 100%. It was indicated that the heterozygosity rate
of D21S1411 marker was 0.8320.

Conclusion: It is concluded that D21S1411 marker can safely be applied in Turkish population for diagnosis
of trisomy 21. QF-PCR analysis is a helping test that could be used for rapid prenatal diagnosis of trisomy 21.

GIRIiS VE AMAC

Andploidi en sik gézlenen ve klinik agidan en 6nemli
kromozom bozuklugu tiiriidiir. Otozomal andploidilerin
biiyiik ¢ogunlugu trizomilerdir. Bunlar i¢inde en yaygin
goriileni trizomi 21 olup, anne yasina bagli olarak degis-
mekle beraber, yaklasik 700-800 yeni dogandan birinde
goriiliir (1). Insanlarda tanimlanan ilk kromozomal ano-
malidir. Fenotip 1866’da John Langdon Down tarafindan
tanimlanmig ve Down Sendromu olarak adlandirilmis-
tir. Trizomi 21 tiim Down sendromu vakalarinin yakla-
stk %95’inden sorumludur. Kalan %5’ini mozaiklik ve
Robertson tipi translokasyonlar olusturur. Mental retar-
dasyonun bilinen en sik sebebidir. Bireylerin bir yasin-
dan fazla yasayabildigi en sik mozaik olmayan otozomal
trizomi durumudur.
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Studying with more number of markers will increase the sensitivity of the PCR test.

Key Words: Trisomy 21, QF-PCR, prenatal diagnosis, amniocyte.

Biyokimyasal testler ve ultrason fetal kromozomal
anomalilerin taranmasi i¢in standart islemler olmustur.
Riski belirlemek igin anne yasiyla beraber degerlendiri-
lirler. Her iki yaklagim, test edilen annelere fetuslarinin
major bir kromozomal bozuklugu olup olmayacagi ve
taniy1 dogrulamak i¢in girisimsel bir igleme ihtiya¢ du-
yulup duyulmadig1 hakkinda bilgi verir (2). Yiiksek riskli
oldugu diigiiniilen gebelere, gebelik yasina uygun olarak
amniyosentez veya koryon villiis 6rneklemesi gibi iglem-
ler uygulanir. Ancak bunlar girisimsel bir islem oldugu
icin gebelerin yaklasik %1’inde diisiige sebep olabilir.
Orneklemeyi takiben tam bir karyotip elde edilir. Fetal
kromozom anomalilerinin tek kesin tan1 yontemi karyo-
tiplemedir. Bir dogum 6ncesi karyotip analizinin ortala-
ma rapor edilme siiresi yaklasik 14 giindiir (3).
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Gliniimiizde QF-PCR (“Quantitative Fluorescence
Polimerase Chain Reaction”); fetal hiicre kiiltiiriine ihti-
yact ortadan kaldirmak ve bdylece segilmis bazi kromo-
zom anomalilerinin hizli tanisina olanak saglamak igin
dogum oncesi tani alanina girmistir (2,3,4,5). QF-PCR;
bireyler arasinda uzunluklar1 polimorfizm gosteren kro-
mozoma 6zgiil DNA dizilerinin ¢ogaltilmasina dayanan
molekiiler bir yontemdir. Floresan primerler yoluyla, ¢o-
galtilan kisimlar goriintiilenebilir ve otomatik DNA tara-
yicida pik alanlari olarak 6l¢iilebilir.

Bu ¢aligmada Trizomi 21°i saptamada QF-PCR me-
todunun etkinligini deneysel olarak gdstermeyi amagla-
dik. Ayrica, QF-PCR’1n en az kag¢ hiicrede trizomi 21’1
giivenilir bi¢imde saptayabildigi test edildi. Her iki de-
gerin elde edilmesinden sonra QF-PCR’la trizomi sap-
tama yaklagiminin, giivenilir ve en uygun hangi gebelik
haftasinda ne kadar hacimde amniyon sivisindan yapi-
labilecegine dair verilere dayali bir ¢ikarim elde edildi.
Bu sayede daha erken dogum o6ncesi tani olanaklar test
edilmis oldu.

OLGULAR VE YONTEM

Bu ¢alismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Prenatal Tam
Laboratuvarina rutin olarak bagvuran hastalarin amni-
yon stvilari kullanildi. Ayrica bu hastalar ile, ayn1 birime
gelen bir CVS materyalinin kiiltiire edilmis hiicreleri ve
daha dnce trizomi 21 tanis1 konmus dort ¢ocugun kanla-
r1 kullanildi. Prenatal Tani Laboratuarina bagvuran 224
hastanin amniyon sivisinda total ve canli hiicre sayimi
yapildi. Bu degerler canli hiicre oranlar ile birlikte ge-
belik haftalarina gére siniflandirildi. Bir CVS, 130 amni-
yosit hiicre kiiltiirii olmak tizere 131 materyalin, karyo-
tip analiz sonucu rapor edildikten sonra, kiiltiire edilmis
hiicreleri ile, daha 6nce trizomi 21 tanis1 konmus dort go-
cuga ait kan 6rnegi DNA ayrimi i¢in kullanildi. Trizomi
21 tanisi alan toplam 11 DNA &rnegi elde edildi.

Amniyosentez laboratuarina rutin olarak bagvuran
142 hastanin 0,5 ml amniyon sivilarindan ve geleneksel
sitogenetik analizi tamamlanmig hastalarin 25 cm? tek
tabaka (monolayer) kiiltiirlerinden olmak tizere iki tip 6r-
nekten, DNA elde edecegimiz hiicre sayisini belirlemek
icin, hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayimi hemositometre
ile hiicre sayimi protokoliine uygun olarak yapildi.

Karyotip analizi tamamlanmis hastalardan trizomi
21 tanist konanlarin kiiltiirlerinden 75 cm? flaska subkiil-
tir yapildi. 25 cm? flasktaki kiiltiirden elde edilen hiicre
¢okeltilerinden ve dort hastanin kanindan DNA ayri-
mi yapildi. Bunun i¢in DNA ayirma kiti [Roche (DNA
Isolation Kit for Blood/Bone Marrow/Tissue, Cat No: 2
032 805)] kullanildi. DNA 6rneklerinin safliklari spekt-
rofotometrik 6l¢iim ile belirlendi ve yogunluklari hesap-
landi. Caligmaya, safligi 1.6-2.0, yogunluklar1 20-120
ng/ul arasinda olan DNA ornekleri dahil edildi. %1°lik
agaroz jelde yiiriitiilerek ayrilmis DNA’nin kirik olup ol-
madiginin kontrolleri yapildi.

Amniyon hiicre kiiltiirlerinden bir kisminda amniyon
sivisinda seri seyreltmeler yapilmis olup, elde edilen hiic-
re sayisina uygun DNA ayirma protokolil uygulanmustir.
En az kag hiicreden elde edilen DNA ile QF-PCR analizi
gergeklesebilecegini anlamak amaciyla daha fazla katsa-
yida seyreltmelerin yapilmasi hedeflenmis, ancak elde
edilen hiicre sayilar1 DNA ayirma kitinin protokoliine
uygun olmadig1 i¢in hedeflenen bu seyreltmeler uygulan-
mamistir. Bunun yerine 20 ve 51 no’lu iki DNA 6rnegin-
den farkli oranlarda seyreltmeler hazirlanmis ve bunlarla
PCR kurulmustur (Resim 1).

Resim 1 20 ve 51 no’lu DNA 6rneklerinin farkli
oranlarda seyreltmesiyle kurulmug PCR iiriinleri

[zolasyonu ve agaroz jel elektroforezinde degerlen-
dirmesi yapilan kalip DNA’larin kromozom 21 iizerin-
deki mikrosatellit belirleyici bolgelerine 6zgiil floresan
isaretli primer ciftleri ile PCR reaksiyonlari kuruldu
(Tablo1). PCR optimizasyonlar1 yapildi.

Tiirkiye Cocuk Hastaliklar1 Dergisi / 7urkish Journal of Pediatric Disease




Down Sendromunun Hizli Dogum Oncesi Tanisinda D21S1411 Kisa Tandem Tekrar (STR) Belirteci Kullanilarak
Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QF-PCR) Tekniginin Etkinliginin Degerlendirilmesi
Evaluation Of Effectiveness Of Quantitative Fluorescent- Polymerase Chain Reaction (QF-PCR) Technique Using

D2181411 Short Tandem Repeat (STR) Marker In The Rapid Prenatal Diagnosis of Down Syndrome 143

Tablo 1: Mikrosatellit belirleyicilerin karsilastirmasi

Belirleyici Yerlesim Heterozigozite Tekrar Boyut Araligi (bp)
D21S11-F, -R 21q21.1 0.9 Tetra 225-280
D21S1411-F, -R 219223 0.933 Tetra 256-340

0.83 174-198
D21S1270-F, -R 21921-q22.1 Tetra
0.86 285-340

Tablo 2: Gebelik haftalarina gore hasta sayisi

Gebelik haftasi 14 15 16 17

18 19 20 21 22

Vaka sayist 2 12 65 67

44 21 8 2 3

Bir kisim PCR iiriinlerinin par¢a analizi Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
AD, Tibbi Genetik Bilimdali’'nda yapildi. Analiz sonug-
lar1 sitogenetik karyotip sonuglariyla uyumlu bulundu.
ABI Prism 310 Genetik Analizor’de yapilan bu analizlere
dayanarak yontem optimize edildikten sonra, D21S1411
belirleyici ile kurulan PCR {iriinlerinin parca analizi ABI
Prism 3730 Genetik Analizor’de hizmet alimi seklinde
yaptirildi (Macrogen, Seoul-Korea).

Arastirmamizda gruplar arasindaki farkliliklar SPSS
10.0 bilgisayar istatistik paket programi1 kullanilarak ana-
liz edilmistir. Gruplardan en az birinde olgu sayis1 <30
oldugu durumlarda parametrik olmayan yontemlere bas-
vurmak gerektiginden, istatistiksel analizlerde Kruskal
Wallis Testi ve spearman korelasyon testi kullanilmistir
(6). Verilerimizde 14, 15, 19, 20, 21 ve 22. haftadaki olgu
sayist <30 oldugundan asagidaki dort parametrenin ge-
belik haftasi ile iligkisi Kruskal Wallis Testi ile degerlen-
dirildi:

. 1 ml siispansiyondaki hiicre (amniyosit) say1si

. 1 ml stispansiyondaki canli (“viable”) hiicre sa-
yis1

. Canl1 hiicre orant
. 1 ml amniyon sivisindaki hiicre sayisi

Kruskal Wallis testi sonrasinda iki siirekli degisken

Cilt4 « Say13 2010/ Vol 4 « Number 3 2010

arasindaki bagmtiy1 (korelasyon) belirlemek amaci ile
spearman korelasyon testi kullanildi. Olgiim degerleri
sira diizenegine doniistiiriilerek iglem yapildi; 14 ve 15.
haftalar “15. hf>” ve 20. 21 ve 22. haftalar “20. hf<” sek-
linde gruplandirildi (6).

BULGULAR

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dali Prenatal Tan1 Laboratuvarina
14 Mart—10 Agustos 2006 tarihleri arasinda rutin olarak
bagvuran 224 gebenin amniyon sivilarinda total ve canlt
hiicrelerin sayimi yapildi. Gebelik haftalaria gére gelen
vakalarin dagilimi Tablo—2’de gosterilmistir.

. Kruskal Wallis Testi Sonuglari:

Birim hacimde bulunan total ve canli hiicre sayilart
ile canli hiicre oraninin, gebelik haftasiyla istatistiksel
olarak anlamli bir iligkisi oldugu gosterildi (Tablo-3).

. Spearman Korelasyon Testi Sonuglart:

Gebelik haftas1 azaldik¢a gerekli sivi hacminin arttig1
goriilmistiir. Béylece daha erken gebelik haftalarinda da
dogum Oncesi taninin miimkiin olabilecegi ve QF-PCR
tekniginin etkinliginin gebelik haftasindan etkilenmedigi
gosterildi. Gebelik haftasi ile bu dort parametre arasinda-
ki iligkinin pozitif ve negatif yonde hangi diizeylerde ol-
dugu “r” ile, ve istatistiksel olarak anlamli olup olmadig:

ise “p” ile gosterilmistir (Tablo—4).
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Tablo 3: Kruskal Wallis Testi sonuclari

Hiicre sayisi/ml Viable hiicre plhize Hiicre sgyls1/
siispansiyon 1 say1s1/ml siisp. P* orant 1 o p*
Ortalama + SD Ortalama = SD Ot fmoen O v =2
SD SD
27071.43 + 13600.00 = 7121.43 +
15 i 16088.53 7356.94 LSS IR 4467.52
16. hf 55646.15 + 28356.92 + 52.70 + 14524.62 +
’ 41862.30 22669.40 10.60 10709.66
79119.40 + 36800.00 + 20631.34 +
17. hf 47.61 £8.87
1;‘91943812';; <0.001 11?‘;616825 <0.001 <0.001 31106828209 <0.001
82+ 5 82+ 552.27 £
15, 2 56993.82 24659.80 i Es Y 18307.89
192571.43 + 60761.90 + 51476.19 +
1S, 1it2 99894.23 32021.72 V=SSN 26887.95
316923.08 + 107000.00 + 112076.92 +
0B 76367573 60620.40 3420749 136272.07

Tablo 4: Spearman Korelasyon Testi sonuclari

r* p
Gebelik haftasi-Hiicre sayisi/ml siispansiyon 0.711 <0.001
Gebelik haftasi-Viable hiicre sayisi/ml siisp. 0.624 <0.001
Gebelik haftasi-Viable hiicre orani -0.531 <0.001
Gebelik haftasi-Hiicre sayisi/ml amniyon 0.679 <0.001

Tablo 5: ABI 310°da yapilan analiz sonuc¢lar1 (*Trizomi 21)

Belirleyici | DNA ornegi | Tepecik “size” 1/2 Tepecik alan1 Tepecik boyu | Veri noktasi T((;E:Iclllk
D21S11 5/3x* 123.45/139.00 14228/36811 1480/1548 3592/3715 2,58:1
D21S11 6 220.37/224.26 1369/1140 147/143 4712/4745 1,2:1
D21S11 8 224.22/230.07 1047/884 123/110 4643/4691 1,18:1
D21S11 2 224.42/238.14 16484/18113 1181/1443 4586/4696 1,1:1
D21S1270 2 164.55/187.41 108296/215783 7054/6432 4076/4265 1,1:1
D21S1411 38/2x 285.33/297.70 53835/62605 6320/7104 5031/5123 1,16:1

Tablo 6: D21S1411 heterozigozite frekansinin karsilastirilmasi

Heterozigozite Frekansi

Belirlevici Referans Referans Referans Mevcut ¢alisma
elirleyici

4 (Mann et al, 2001) (Andonova et al, 2004) (Lee et al, 2004) (Tiirk toplumu)
D21S1411 0.933 0.860 0.832 0.832
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Genescan Analizi Sonuglart:
. ABI 310’da yapilan analiz sonuglar1 (Tablo-5).

. Bu verilere gore; analiz sonuglari sitogenetik
karyotip sonuglariyla uyumlu bulunmustur. ABI Prism
310 Genetik Analizoér’de yapilan analizlere dayanarak
yontem optimize edildikten sonra, D21S1411 belirleyi-
ciyi ile kurulan tiim PCR firlinlerinin parga analizi ABI
Prism 3730 Genetik Analizor’de yapildi. D21S1411 be-
lirleyici ile yapilan bu parga analizi sonuglarina gére 135
ornekten;

0 10 basarisiz
o 125 sonug elde edildi

21 bilgilendirici olmayan
104 bilgilendirici (%83.2)

D21S1411 belirleyicisinin toplumumuz i¢in bulunan
bu heterozigozite orani, literatiirdeki verilerle kiyaslan-
mast Tablo—6’da verilmistir.

. Informatif verilerin dagilimi ve istatistik deger-
lendirmesi:

ABI 3730’da yapilan genescan analizinin sonuglarina

gore, QF-PCR metodunun duyarlilik, segicilik ve pozitif/
negatif ongdrii degerleri hesaplanmistir (Tablo 7).

Mevcut veriler 1s18inda elde edilen 6ngorii degerleri
asagidaki gibidir:

Duyarlilik-sensitivite 1% 90

Secicilik-spesifite 1% 93.6
Pozitif 6ngdrii degeri 1% 100
Negatif 6ngorii degeri 1% 100

. Bu c¢alismada dizomik diallelik 6rneklerle, di-
allelik trizomi 21 6rneklerin pikleri arasinda belirgin bir
fark oldugu gosterilmistir. Yetersiz sonuglarin pik oranla-
r1 ise bu iki degerin ortasinda bulunmustur (Tablo 8).

Onbir Trizomi 21 vakasinin dokuzunda QF-PCR ana-
liz sonuglarinin sitogenetik karyotip analiziyle uyumlu
oldugu goriilmis, birinden sonug elde edilememis ve biri
ise yetersiz bulunmustur. Bu durumda yalanci pozitif ve
yalanci negatif sonu¢ gézlenmemistir. Bu dokuz trizomi
orneginden yedisinin trizomik diallelik, ikisinin trizomik
triallelik oldugu goriildii.

51 no’lu DNA bilgilendirici olmadigindan, bu &rne-
gin seri seyreltmeleriyle hazirlanan PCR {iriinlerinin par-

Tablo 7: QF-PCR testinin 6ngorii degerleri

QF-PCR: + QF-PCR: - QF-PCR:

(Trizomi 21) (Normal) (Yetersiz) L e
Gold Standart*: + Gergek Pozitif Yalanci Negatif 1 10
(Trizomi 21) 9 0
Gold Standart*: - Yalanc Pozitif Gergek Negatif 6 94
(Normal) 0 88
Toplam 9 88 7 104

*Sitogenetik analizi

Tablo 8: Diallelik Orneklerdeki Pik Oranlar

D21S1411 Trizomik Diallelik Dizomik Diallelik Yetersiz
Ortalama SD* Ortalama SD* Ortalama SD*

PAR* 2,0 0.29 1.1 0.15 1.54 0.11

PHR* 2,0 0,28 1,16 0.11 1,50 0,08

*PAR: “Peak Area Ratio” *PHR: “Peak Height Ratio” *SD: “Standard Deviation”
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¢a analizi, en az kag hiicreden tan1 konulabilir bir 6riintii
elde edilecegi konusunda bilgi verici olmamuistir. Bu veri,
20 no’lu DNA &rnegiyle elde edilmistir. 20 no’lu 6rnek
trizomik bir vakaya ait olup, ana stoktan ve 2, 5, 10, 20,
50 kat seyreltmelerinden PCR kurulmustur. Bu iiriinle-
rin elektroforegramlarinda 2, 5, 10 kat seyreltik 6rnekte
yetersiz, ana stok ile 50 kat seyreltik formlarda normal
oriintii elde edilirken, 20 kat seyreltik drnekte trizomi ta-
nis1 konulabilmektedir (Sekil—1).

DNA-20/20x*
0.59:1

A:3069
H:47

A5G
H:812

Sekil 1: 20 kat seyreltik 6rnegin elektroforetogram
goriintiisii

20 no’lu DNA 6rnegi 270 000 hiicreden elde edildi. En az
20 kat seyreltik 6rnekten pozitif sonug elde edilebildigin-
den, QF-PCR analizi ile trizomi 21 tanis1 konulabilecek
en az hiicre saymnin 13 500 oldugu sdylenebilir. Boylece
gebelik haftalarina gore, analiz yapilabilecek ortalama
amniyon stvi hacmi belirlendi (Tablo—9).

Tablo 9: QF-PCR analizi i¢cin gerekli amniyon sivi

hacminin gebelik haftasina gore dagilimi

Ortalama hiicre sayis1/ Amniyon s1v1

ml amniyon voliimii
15. hf> 7121.43 ~1.9 ml
16. hf 14524.62 ~0.9 ml
17. hf 20631.34 ~0.7 ml
18. hf 31552.27 ~0.4 ml
19. hf 51476.19 ~0.3 ml
20. hf< 112076.92 ~0.1 ml

TARTISMA

QF-PCR, her bir STR’ye 06zgiil oligoniikleotid pri-
merler vasitasiyla, floresan boyalarin PCR ¢ogaltma
iiriinleriyle birlesmesi esasimna dayanir. Bu reaksiyonun,
PCR c¢ogaltiminin erken iistel fazinda oldugu varsayi-
lirsa, olusan gen iriiniiniin miktar1 baslangigtaki hedef
dizi miktariyla orantili olacaktir (7,8). DNA ¢ogaltiminin
etkinligini cesitli fiziksel ve kimyasal faktorler etkileye-
bilir. PCR’1n diisiik denaturasyon sicakligindan, kalip
DNA miktarinin azligindan, DNA safligindan etkilendigi
bilinmektedir. Bu etkilerin iistel fazda olmasi; reaksiyon
kinetigini etkileyecek ve allellerin ¢ogaltim oranlarin-
da farkliliklara sebep olacaktir. Trizomik olan 20 no’lu
DNA 6rnegimizin yalnizca 20 kat seyreltmesinde trizo-
mik 6riintli elde etmis olmamiz, reaksiyon kosullarindaki
bu farkliliklarla aciklanabilir. Ayrica, ana stokta olmasi
muhtemel PCR kisitlayicilarinin da beraber seyreltilmesi
bu sonugta etkili olabilir. Bu durum dogru bir analiz so-
nucu elde etmede seyreltmenin énemli bir faktor oldugu-
nu gostermektedir. DNA 6rneklerinden daha fazla sayida,
daha farkli oranlarda seyreltmeler hazirlamakla, daha
hassas bir sonuca ulagilabilir. Kanli ya da rengi bozulmus
bir amniyon sivisindan elde edilen DNA’nin da PCR ki-
sitlayicilarini igerebilecegi bildirilmistir (3). Bu ¢alisma-
da sonug elde edemedigimiz tek trizomi vakasi olmustur
ki bu DNA 06rneginin elde edildigi amniyon sivisinin da
kanli oldugu bilinmektedir.

Zimmermann ve ark., RT Q-PCR ile trizomi 21 tani-
siin konulabilirligine dair yaptig1 ¢caligmada, yontemin
belli bir DNA yogunluk degerinin iizerinde uygulanabile-
cegiyle ilgilenmis, 10 kat seyreltik DNA 6rnekleri kulla-
nilincaya ve DNA yogunlugu 10 pg/ml’ye diisiinceye ka-
dar en uygun sonuglari elde etmistir (9). Bu veriler, bizim
calismamizdaki 20 kat seyreltik 6rnekte DNA yogunlugu-
nun 10.2 pg/ml olmasi ile son derece uyumludur. Ayrica,
ayni1 ¢aligmada bir trizomi 21 vakasinda esik degerin sira
dis1 bir deger gosterip, bu ektraksiyonun iki seyreltme-
sinde trizomi 21 i¢in beklenen esik degerler elde edilmis
olmasi da ¢alismamiz ile uyumlu goériinmektedir.

Zheng ve ark., farkli allellerden PCR firiinlerinin nisbi
miktarlarimi tayin etmede pik ytiksekligi oranlarinin pik
alani oranlarina kiyasla daha iyi oldugunu bulmustur. Her
iki dl¢iimiin birlikte yapilabilecegini bildiren kaynaklar
da mevcuttur (3, 8). Caligmamizda da analiz sonuglari iki
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Olciimiin birlikte degerlendirilmesi ile elde edildi. Boyle
bir dl¢iimiin sitogenetik karyotip analiz sonuglariyla yiik-
sek derecede uyumu sebebiyle daha giivenilir oldugu ka-
naatine varildi.

Cirigliano ve ark., X kromozom dozajinin QF-PCR’la
Olciimiinde, D21S1411 otozomal belirleyiciyi i¢ kontrol
olarak kullanmistir. Ayni sekilde, D21S1411°in miktarini
tayin etmek i¢in HPRT {iriinii de i¢ kontrol olarak kullani-
labilecegini bildirmislerdir. Kromozom 21°e ait bes STR
icin homozigot olan bir fetusta bu sekilde allel kopya sa-
yist belirlenebilmistir (10).

Dogum o6ncesi orneklerin test edilmesi, sinirlt drnek
miktari, degisken ornek kalitesi, mozaiklik ve anneye ait
hiicrelerin bulagsmasi sebebiyle giigtiir (11). Sekizinci ve
daha sonraki gebelik haftalarinda amniyon sivisindan ye-
terli DNA ayrilabildigi ve PCR’1 kullanarak dogum o6n-
cesi tani i¢in bu 6rneklerin uygun oldugu gosterilmistir.
Ozellikle 14 haftadan daha erken gebeliklerde tek santri-
fiijden sonra elde edilen hiicre sayist DNA ayirmak igin
diisiik bulundugundan, amniyon sivi hiicrelerini yogun-
lastirmak i¢in ardisik santrifiijasyon metodu kullanilmis-
tir (12). Biz ise ¢alismamizda QF-PCR analizinin yapila-
bilecegi en az hiicre saymin gebelik haftasiyla iliskisini
gosterdik. Literatiirde QF-PCR analizi i¢in 0.5-4 ml ya
da 6rnegin 1/10’u kadar amniyon sivisi alinmasi tavsiye
edilir (4,7, 9, 11, 13). Verilerimiz, gebelik haftas1 arttik¢a
analiz i¢in gerekli amnion s1vi hacminin azaldigini ve bu
miktarin ortalama 0.1-1.9 ml arasinda degistigini goster-
mektedir.

QF-PCR’la ilgili olarak iki problem vardir; mozaiklik
seviyesinin tespit edilebilirligi ve direk test sonuclarryla
fetal genotip arasindaki uyumun derecesi (3). Genomik
mozaikligin molekiiler olarak tespit edilmesinde QF-
PCR’1n sensitivitesi, anoploidili hiicre serisinin yiizde
oranina baglidir. %10-12 mozaiklik oraninin QF-PCR
analizi ile belirlenemezken, %30 trizomi mozaiklik sevi-
yesinin tespit edilebildigi gosterilmistir (2,13). QF-PCR
testinin mozaik vakalara tan1 koymadaki duyarlilik se-
viyesini 6l¢mek icin yeterli sayida vakanin arastirilmasi
gerekmektedir. Genellikle bir mozaik genotip oOriintii ile
iki genotipi gosteren Oriintii arasindaki ayrimi yapmak
miimkiindiir (11). iki genotipi gdsteren bir 6riintii, genel-
likle anneye ait hiicre bulagiminin gostergesidir. Anneye
ait kan hiicrelerinin bulastig1 diisiiniilen 6rneklerde, yiik-
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sek derecede polimorfik STR’lerin QF-PCR ¢ogaltimiy-
la, tiim kromozomlar i¢in fazladan alleller gosteren veya
allel pikleri arasinda carpik oranlarin oldugu bir QF-PCR
Orlintiisii olusmasi beklenir. Bu oriintii genellikle normal
ya da trizomik bir 6rnekle uyumlu olmadig: gibi, triploidi
ya da mozaiklikle karistirilamayacak kadar da karakte-
ristiktir. Bu sebeple yanlig tani riski yoktur. Cirigliano,
goriiniiste temiz olan, ancak santriijden sonra az bir kon-
taminasyonun goriildigi, 6zellikle disi fetuslarda FISH
analizini engelleyebilecek 6rneklerin tamamini basariyla
cogaltmis ve tan1 koymustur (14). Ciinkii kontaminasyo-
nun ¢ok diisiik seviyelerde oldugu bu durumlarda; anneye
ait hiicrelerin sebep olacag: fazla pikler ¢ok kiigiik flo-
resan aktivite gostereceklerinden, fetal STR piklerinin
oranlar1 arasinda anlamli bir degisiklige sebep olmaya-
caklardir. Kontaminasyon diisiiniilen vakalarda, 6zellikle
fetus kiz ise, drnekteki hiicrelerin fetal kaynagini belirle-
mek i¢in, anne kaninin es zamanl ve ayn1 belirleyiciler
kullanilarak analiz edilmesi gerekir. Fetal 6rnekteki fazla
floresan pikleri annedekilerle ayni Slgiilere sahiptir (2,
3, 11). Ayrica trizomi 21’in mayotik kdkeni de QF-PCR
analizi ile belirlenebilir (15).

Bu konudaki ilk deneyler, geleneksel sitogenetik ana-
lizle daha once tan1 konmug 6rneklerde yapildi (14,16).
Sitogenetik analiz sonuglarini riske atmamak amaciyla
biz de ¢alismamizda bu yolu izledik. Bu durumda mater-
nal hiicre kontaminasyonu riski s6z konusu degildir.

STR bazli ¢aligmalar Hardy Weinberg dagilimina uy-
gun evliliklerin oldugu toplumlarda daha basarili olmak-
tadir. Ulkemiz gibi akraba evliliklerinin yaygimn oldugu
kapal1 toplumlarda Hardy Weinberg kanununun rastgele
cgiftlesme sarti bozuldugundan, birden fazla allelli her-
hangi bir lokus i¢in homozigotlarin toplumda artis1 ve
buna karsin heterozigotlarin azalmasiyla sonuc¢lanmak-
tadir (17). Bu durum; QF-PCR analizinde bilgilendirici
olmayan sonug yiizdesini artirmaktadir. Bilgilendirici ol-
mayan sonug yiizdesini en aza indirmek i¢in uygun belir-
leyici se¢imi 6nemlidir (18). Birkag tane yiiksek derecede
polimorfik, 6zgiil belirleyicinin kullanimi, homozigozite
olasiligini azaltir, 6zgiilliigi artirir, yalanci negatif ya da
siipheli sonuglardan kaginmayi saglar (8).

Calismamizda yalanci pozitif ve yalanci negatif sonug
goriilmemekle beraber, bilgilendirici sonuglardan yedisi
yetersiz bulunmustur. Bunlardan biri trizomik bir vaka-
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ya aitti. Yetersiz pik orant gosteren drneklerin daha fazla
sayida farkli belirleyici ile analiz edilmesi 6nerilmektedir
(11, 14, 15, 18, 19). Nitekim ti¢-alt1 belirleyiciyle yapilan
pek cok caligmada yalanci pozitif sonug elde edilmemis-
tir (7, 19). Dort belirleyiciyle yapilan baska bir ¢alismada
yalanci negatif sonug¢ gozlenmemistir (18). Literatiirde
yalanci pozitif ve yalanci negatif sonuglar ¢ok nadir go-
riilmekle beraber, bunlarin daha ¢ok mozaik vakalarda
oldugu goze ¢arpmaktadir (20).

Maternal kandan fetal hiicre elde edilmesi, preimp-
lantasyon genetik tani calismalar1 gibi az hiicre ile yapi-
lan calismalarda kalip DNA miktar1 az olacagindan, bir
allel ayricalikli olarak amplifiye olurken allellerden biri-
nin amplifikasyonunda yetersizlik olabilir. “Allelik drop
out” adi verilen bu etki pik oranlarmin sapmasina sebep
olacagindan kantitatif analiz giivenilir olmayabilir (3, 20,
21, 22). Primer baglanma bolgesi polimorfizmleri de al-
lelik drop-out ile sonuglanip yanlis taniya sebep olabile-
cegi gibi, yine bu bolgelerdeki mutasyonlarda aym etki
ile bilgilendirici olmayan sonuglar elde edilebilir (23).
Mikrosatellit tekrar biiyiikliigli somatik mozaikligi de,
analiz i¢in tek belirleyici kullanildig1 zaman yanlis taniy-
la sonuglanabilir (3). Bu sebeplerle en az iki bilgilendiri-
ci belirleyiciyle ¢alisilmasinin gerekli oldugu savunulur
(15, 19, 24).

Bilgilendirici olmayan sonuglarin ¢ok biiyiik bir ihti-
malle trizomi olmadigi kanis1 yaygindir (7). Normal bir
dizomigin yiiksek derecede polimorfik ¢ok sayida STR
icin homozigot olmasi nadir bir durumdur. Trizomik bir
genomun bilgilendirici olmayan Oriintii gdsterme ihtima-
li dizomik bir genoma kiyasla ¢ok daha diisiik olacaktir.
Literatiirde bir vaka harig, bilgilendirici olmayan sonug-
larin daima normal dizomiklere ait oldugu goriilmiistiir
(20). Bu ¢alismada tek belirleyici ile elde edilen analiz
sonuglart degerlendirildi. Ancak calismanin yapildig
[zmir ve yoresinde akraba evliligi oranlarmin ¢ok diisiik
olmasi, ¢alismamizda fazladan olumsuz bir etkiye sebep
olmamuistir. Ayrica kullanilan D21S1411, 30 alleli olan ve
simdiye kadar kromozom 21 i¢in kullanilanlar arasinda
heterozigozite orani en yliksek olan belirleyicidir (25).
Bilgilendirici olmayan sonug¢larimiz 125 olgunun 21’inde
(%16.8) goriildii ve bunlarin tamami karyotipik olarak
normal dizomikti.

STR belirleyicilerinin allel siklig1 ve heterozigozite-

si farkli etnik gruplar arasinda degismektedir (18). Bu
calismada kullanilan D21S1411 belirleyicinin Tiirk top-
lumundaki heterozigozitesi, ayni belirleyicinin yayinlan-
mig diger verileriyle kiyaslanmustir.

Dogum oncesi tanida QF-PCR’1n rolii konusunda ya-
zarlar arasinda farkli goriisler vardir. Karyotip analizine
alternatif bir test olarak kullanilabilecegini savunanlar ol-
dugu gibi, karyotip analizine yardime1 bir test oldugunu
savunanlar da vardir. Bazi yazarlar ise endikasyona gore
ayrim One stirmiislerdir; anormal ultrasonografi bulgula-
11 ya da ebeveynin kromozomal yeniden diizenlenmeleri
olan kadinlar tam karyotip analizi gerektirir, ileri maternal
yas ya da pozitif anne serum taramasi ve endise sebebiyle
dogum Oncesi tani gereken kadinlara tek basina QF-PCR
onerilebilir (24, 26). Ancak, OF-PCR’1n ekonomik, hizli
ve giivenilir bir teknik oldugu konusunda fikir birligi s6z
konusudur.
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