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Ozet

Amag. Kantitatif fluoresan polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative fluorescent polymerase chain
reaction, QF-PCR) insanda major sayisal anoploidi nedeni olan kromozom 13, 18, 21, X ve Y
kromozomlarimin  kiigiik ardil tekrar (short tandem repeat, STR) analizi ile hizl
kimliklendirilmesine olanak saglayan bir yontemdir. Arastirmada, iiglii test pozitifligi ve diger
nedenlerle riskli kabul edilen gebeliklerde QF-PCR teknigi kullanilarak fetal kromozomlarda STR
analizi yapilmig, yontemin prenatal tanidaki yeri ve 6nemi tartigilmigtir. Yontem. Toplam 300 adet
riskli gebelik analiz edilmis olup analizlerin tamaminda fetal amniyotik mayii (15 mL)
kullanilmistir. Bu amagla Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali tarafindan analiz i¢in gonderilen fetal amniyotik mayiinin RPM 1640 besi ortaminda
solid hiicre kiiltiirii ile karyotip karyogram ve QF-PCR ile STR analizleri yapilmistir. STR analiz
icin yaklagik 05-1 mL amniyotik mayii drneginden izole edilen total genomik DNA kullanildi.
Fetal DNA’lar uygun primerler kullanilarak kromozom 13, 18, 21, X ve Y’ye ait toplam 17 STR
bolgesi fluoresan multiplex PCR yontemiyle amplifiye edildi ve genotiplendirildi. Bulgular.
Analiz i¢in amniyotik mayii 6rnegi gonderilen gebeliklerin 16-20 haftalik gebelikler olduklar1 ve
en Onemli etiyolojik sebebin ise ileri anne yast oldugu tespit edildi. Sivas bolgesine ait
laboratuvarimiza gonderilen 300 adet amniyon mayii materyalinden 1 adet trizomi 13 (Patau
sendromu), 1 adet trizomi 18 (Edward sendromu), 5 adet trizomi 21 (Down sendromu) olmak
iizere toplam 7 adet trizomik fetus tanist kondu ve raporlandirildi. Bu sonuglar ayni zamanda
amniyon hiicre kiiltiirii ile elde edilen karyotip analizi ile dogrulandi. Trizomik fetuslarin her iki
ebeveynine fetus karyotipleri hakkinda genetik danisma verildi. Sonug. Prenatal tamda QF-PCR
yonteminin yararlilifi ortaya konmus olup rutin prenatal tamida giivenle kullanilabilecegi
gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Prenatal tan1, QF-PCR. anoploidi

Abstract

Aim. Quantitative fluorescent polymerase chain reaction (QF-PCR) is a method that helps rapid
detection of chromosome 13, 18, 21, X and Y which are the major cause of numerical aneuploidies
in human using specific short tandem repeats (STR). In the current study, STR analysis, with using
QF-PCR technique, was done in fetal chromosomes of pregnancies which was accepted as risky in
terms of triple test positivity and other reasons and the value of the method in prenatal diagnosis.
Method. A total of 300 risky fetus were analysed, fetal amniotic fluid (15 mL) was used for all
analyses. For this purpose, fetal amniotic fluids, which were referred by Cumhuriyet University
School of Medicine, Department of Obstetrics and Gynecology, were subjected to karyotyping by
cell culture in RPM1640 culture medium and of-PCR STR analysis. Total genomic DNA samples
extracted from fetal amniotic fluid cells (1-1.5 mL) were used for STR analysis. Fetal DNAs were
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amplified and then genotyped using appropriate primers belonging to chromosomes 13, 18, 21, X
and Y in terms of 17 STR region. Results. It was determined that the pregnant women whose
amniotic fluids were sent for analysis, were between 16-week and 20-week of pregnancies, and the
most important etiologic reason was advanced mother age. A trisomy 13 (Patau syndrome), a
trisomy 18 (Edwards Syndrome) and 5 trisomy 21 (Down syndrome) were detected in total of
amniotic fluids which were sent to our laboratory of Sivas region. These results were also
confirmed by cell culture and karyotype analysis. Genetic counselling about their fetuses’
karyotype was given to both of the parents. Discussion. These results showed that QF-PCR is an
effective method and can be used safely in prenatal diagnosis.
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Giris

Son zamanlarda kantitatif fluoresan polimeraz zincir reaksiyonu (QF-PCR) prenatal
tanida yaygin anoploidilerin tespitinde kullanilmaktadir [1-7]. Kuskusuz prenatal tanida
en iyl yontem konvansiyonel sitogenetik yontemler olmakla birlikte uzun kiiltiir siiresi
nedeniyle hastanin stresini artirmaktadir. Fluoresan insitu hibrizidasyon (FISH) kiiltiire
edilmemis amniyotik mayi hiicrelerinde hizli prenatal tanida kullanilan alternatif bir
yontemdir [8, 9]. QF-PCR yo6nteminin FISH dahil diger yontemlerden iistiin kilan 6nemli
avantajlar1 daha az materyale ihtiyacinin yani sira, daha hizli olmasi, diisik maliyetli
olusu ve daha giivenilir olmasidir [10]. Bununla birlikte kromozom diizeyinde tanimlama
saglamasi ve maternal kan ile kontamine 6rneklerde basariyla uygulaniyor olmasi QF-
PCR’1 prenatal tamida vazgegilmez kilmaktadir [7]. QF-PCR yonteminin yaygin
anoploidilerin tanisinda ¢ok sayida prenatal ¢aligmada giivenirliligi ispatlanmustir [4, 7].
Bu ¢alismada, kurumumuzda prenatal tan1 endikasyonu bulundugu igin anne onayi ile
amniyosentez yapilan olgularda hizli prenatal tamida iki yillik QF-PCR deneyimimizi
sunduk.

Gere¢ ve yontem

Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Kliniginde 2009-2011 yillari
arasinda gesitli endikasyonlardan dolay1 prenatal tani istenilen toplam 300 adet amniyon
stvist Ornegi incelendi. Calismaya kabul etmedeki en 6nemli endikasyon ileri anne yasi
ikinci en sik endikasyon prenatal tani testi pozitifligi olarak tespit edildi. Tablo 1’de
calismamizdaki endikasyonlar ve oranlar1 verilmistir. Bu amagla Cumhuriyet Universitesi
Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali tarafindan analiz i¢in
gonderilen fetal amniyotik sivi drnekleri QF-PCR yontemiyle degerlendirildi. Bu 6rnekler
16-20. gebelik haftalarinda alinmis 15 mL amniyotik siv1 6rnekleri idi. Oncelikle 0,5-1,5
mL oOrnekten total DNA izolasyonlar1 yapildi (InstaGene™ Matrix kit Bio-Rad ABI310
USA), ve elde edilen DNA iriinleri kromozomlara 6zgii fluoresan isaretli primerler
kullanilarak PCR yoluyla amplifiye edildi. PCR kosullar1 (28 déngii i¢in); 95°C de 15 dk,
95°C’de 40 sn, 60°C’de 90sn, 72°C’de 40sn, 60°C’de 30dk olarak diizenlendi.
Denatiirasyondan sonra (96°C’de 2 dk) 1ul PCR iiriinleri alinip daha 6nce 40pl formamid
(Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems, UK) ve 1 ul -500 liz size standart tamponuna
(GeneScanTM-500 LIZTM Size Standart, Applied Biosystems, UK) eklendi. Sonug igin
gen haritalama programi kullanilarak fragman analizi yapildi. (Gene Mapper Software,
versiyon 4.0, ABI 310, USA). Tablo 2 ve 3’te hedef kromozom genotiplendirilmesinde
kullanilan STR markirlar1 ve kromozomal lokalizasyonlar1 gosterilmektedir. Prenatal
tanidaki QF-PCR yonteminin amaci fetiis cinsiyetini belirlemek degildir ve cinsiyet
raporlarda belirtilmez. Bebek dogmadan ya da yasama sinirina erismeden once (24.
gebelik haftasi) kendisinde var olan problemlerin teshis edilmesi hedeflenir.
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Calismamizda her bir kromozom basina en az 2 STR (kisa ardil tekrarlar) bolgesi
kullanildi. Ornekleri normal kabul etmek i¢in kullandigimz kriter allel pik oram 1:1 olan
ve acik bir sekilde disomik diallelik paternin olmasidir (Sekil 1). Pik oranlar1 1:1:1 olan
trizomik triallelik patternler veya allel pik orani 2:1 olan trizomik diallelik patternler
anormal kabul edildi.

Tablo 1. QF-PCR analizi yapilan olgularimiza ait prenatal tami endikasyonlari ve oranlari.

Endikasyon Oran (%)
Ileri anne yas1 %51
Prenatal tarama testi pozitifligi %33

Fetal anomali %8

Diger nadir nedenler %6

Tablo 2. Arastirmada hedef kromozom (13, 18, 21, X, Y) genotiplendirmesinde rutin
kullanilan STR markirlari ve kromozomal lokalizasyonlari.

Kromozom no Prob

13 D13S258
D13S305
D13S631
D135634

18 D18S386
D18S390
D18S391 18qpter-18p11.22
D18S535 18¢l2.2

21 D21S1411 21g22.3
D21S1414 2121
D21S1437 21g21.1
D21S1446 21q22.3-ter

Lokalizasyonu
13921
13912.1-13g14.1
13931-32
13914.3

18g22.1

18922.2

XY AMXY  Xp22.1-22.31-Ypll.2
SRY Yp11.2
X22 Xq28Yq(PAR2)
DXYS218 Xp22.32Yp11.3(PARL)
HPRT  Xq26.1

Tablo 3. Arastirmada siipheli olgularda ve kromozomal anomalili vakalarda kullanilan ek
STR markirlar: ve kromozomal (13, 18, 21, X, Y)lokalizasyonlari.

Kromozomno Prob Lokalizasyonu

13 D13S742 13912.12
D13S628 13931-932

18 D18S858 18921.1
D18S499 18921.32-921.33
D18S1002 18qgll.2

21 D21S1412 21qg22.2
D21S1435 21¢21
D21S1008 21qg22.1

XY SBMA Xql1.2-Xq12
DXS6803  Xgl2-Xq21.33
DXS6809  Xq
DXS8377  Xq28

Bulgular

Yapilan ¢alismada toplam 300 adet amnion sivisi1 6rnegi QF-PCR ile analiz edildi ve
analiz sonunda 1 adet trizomi 13 (Patau sendromu) (Sekil 2), 1 adet trizomi 18 (Edward
sendromu) (Sekil 3) ve 5 adet trizomi 21 (Down sendromu) (Sekil 4) olmak iizere 7 adet
patolojik sonug raporlandi. Bu sonuglar konvansiyonel sitogenetik analiz ile dogrulandi.
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Klinigimize prenatal tani i¢in gelen amniotik mayii drnekleri 16-20 gebelik haftasina aitti
ve en Onemli endikasyon ileri anne yas1 ikinci en sik endikasyon prenatal tami testi
pozitifligi olarak tespit edildi. Tablo 1’de calismamizdaki endikasyonlar ve oranlari
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Sekil 1. Normal bir fetiise ait QF-PCR analiz sonuclari.
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Sekil 2. Trizomi 13 (Patau sendromu) tamsi alan fesua ait amniyon mayii QF-PCR profilleri.
Kromozom 13 trizomisine ait elde edilen STR profilleri oklarla gosterilmistir.
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Sekil 3. Trizomi 18 (Edward sendromu) tanisi alan fetusa ait amniyon sivisi QF-PCR
profilleri. Kromozom 18 trizomisine ait elde edilen STR profilleri oklarla gosterilmistir.
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Sekil 4. Down sendromlu bir olguya ait QF-PCR profilleri. Kromozom 21 trizomisine ait
elde edilen STR profilleri oklarla gosterilmistir.

Tartisma

Bu arastirmada laboratuvarimizin iki yillik rutin prenatal tanida QF-PCR uygulamasi
yaparak 300 gebede elde edilen klinik uygulama sonuglarimizi sunduk. Bizim
sonug¢larimiza gére QF-PCR prental tanida hizli ve giivenilir bir sekilde sonug saglayarak
ivedilikle karar verme olanagi vermektedir. Uygulamalarimizda etkilenmis
kromozomlarin elde edildigi tim o6rneklerdeki yaygin anoploidiler basariyla saptandi.
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Calismamizdaki 300 vakada QF-PCR ile sitogenetik analiz sonuglari arasinda herhangi
bir uyumsuzluk yoktu. X ve Y kromozomlar1 i¢in Amelogenin gen markirlar, X
kromozomal STR’leri ve Y’ye spesifik SRY bolgesi cinsiyet kromozomlarnin tayini i¢in
kullanildi. Amelogenin hem X (AMEL X) ve hem Y (AMEL Y) iizerinde bulunur ve bu
iki gen biiyiikliik farkliliklarindan dolay1 cinsiyet saptamada bir markir olarak kullanilir.
Boylece bu gen disi ve erkeklerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ek olarak X (X22,
HPRT, DXYS218) ve Y (SRY, DXYS218) kromozom spesifik STR markirlarinin
kullanilmas1 cinsiyet kromozomlarimin dogru bir sekilde belirlenmesine yardimci
olmaktadir [11, 12]. Trizomik kromozomlarin parental orjini ve prezigotik ya da
postzigotik orjinli olup olmadigi geleneksel sitogenetik veya diger analitik tekniklerle
belirlenemez. Kromozomal polimorfik STR markirlart parental drneklerle es zamanli
olarak analiz edilirlerse trizomik kromozomlarin parental orjinini belirlemek igin
kullanilabilir. Anne ve babadaki PCR fragmentlerinin uzunluklarinin fetiisinki ile
karsilastirilmasi ekstra kromozom orjinini agiga ¢ikarir. Bazi olgularda her iki ebeveynin
STR markirlarinin ayni olmast durumunda bu markirlar uninformatif (bilgi verici
olmayan) olarak degerlendirilirler. Trizomik sendromlar i¢in kullanilan ultrason kriterleri
yada serum tarama testlerinde yiiksek risk varhiginda trizomik sendromlarin hizli bir
sekilde dogrulanmasi yada dislanmas1 hamileligin takibi ile ilgili karar vermeye yardimci
olmaktadir. QF-PCR, FISH ve klasik sitogenetik karyotipleme tekniklerine gére hem
daha hizli hem daha kolay bir yontemdir. Ayrica anoploidi durumlarinda fazladan
kromozomun hangi ebeveyne ait oldugu tespit edilebilmektedir. Ek olarak maternal
kontaminasyon saptanabilmektedir. Bununla birlikte QF-PCR’in prenatal tanida birkag
olumsuz yani da bulunmaktadir. Ornegin QF-PCR ile mozaisizmlerin saptanmasi
miimkiin olmayabilir (6zellikle anormal hiicreler %15-%20’nin altinda ise). QF-PCR
delesyonlarin tespiti igin uygun bir metod degildir. Nadir durumlarda bir kromozom igin
test edilen tim STR markirlari uninformatif olabilir. Boyle ornekler FISH ve
karyotiplendirme yontemleri ile test edilmelidirler. Biz ¢alismamizda 13, 18, 21 nolu
kromozomlar i¢in 4’er adet STR markiri, X ve Y kromozomlar: i¢in 5 adet STR markiri
kullandik (Tablo 2). Bu markirlardan en az ikisinin informatif (bilgi verici) olmasi
durumunda kromozomu normal olarak degerlendirdik (Sekil 1, normal). Bir veya daha az
bilgi verici STR markir1 bulunmasi durumunda 13 nolu kromozom igin 2 adet 18 ve 21
nolu kromozomlar i¢in {icer adet XY icin ise 4 adet ek STR markir1 degerlendirdik (Tablo
3). Ayrica trizomik fetuslarda da ilgili kromozom i¢in ek STR markirlari ile tekrarlayarak
dogruladik. QF-PCR otozomlar ve cinsiyet kromozomlarindaki sayisal bozukluklar: test
etmede etkin ve giivenilirligi ispatlanmis bir yontemdir. Prenatal tamida ucuz ve basit
uygulanabilen bir tan1 yontemidir. Hastalarin biiylik ¢cogunlugunda X, Y, 13, 18 ve 21
nolu kromozomlardaki anomaliler saptanabilmektedir. Bu nedenle ebeveynin endiselerini
kisa zamanda azaltan ve tedavi siirecini hizlandiran bir yontemdir.
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