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OZET

Tarama Testleri ile Gebelikte Anéploidi Riskinin Belirlenmesi Ve Kantitatif
Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ile Prenatal Tanisi

Insan plasental laktojeni (hPL), plasenta tarafindan sentezlenen ve maternal
serumda bulunan bir polipeptiddir. Down sendromlu plasentalarda sentezinin azaldigi
gosterilmistir. Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QF-PCR), son yillarda
anoploidilerin hizli tanisinda kullanilan ydntemlerdendir. Bu calismanin amaci fetal
anoploidiler icin hPL’nin maternal serum belirteci olarak potansiyelinin ve QF-PCR’1n
tanidaki etkinliginin arastirilmasidir.

Merkez Laboratuvarina basvuran birinci trimester i¢cin 85 diisiik ve 23 yiiksek
riskli, ikinci trimester icin 84 diisiik ve 51 yiiksek riskli gebenin serum hPL diizeyleri
Olctildii. Diisiik riskli gebelerin hPL diizeyleri ile her gebelik giinii i¢cin medyan
degerleri belirlenerek gebelik yasina uygun MoM degerleri hesaplandi. Prenatal Tan1
Unitesi’ne hemoglobinopatiler yoniinden prenatal tam amaciyla bagvuran 26 gebe ile
yiikksek riskli olgulardan invaziv prenatal islem yapilan 2 gebeye QF-PCR analizi
yapild.

Birinci trimester yiiksek riskli grupta Down sendromlu oldugu tespit edilen
olgunun hPL MoM degeri 0,77, ikinci trimester yiiksek riskli grupta Down sendromlu
oldugu tespit edilen olgunun hPL MoM degeri 1,50 olarak belirlendi. Bu iki olguya
yapilan QF-PCR analizi ile karyotipleri 47,XX+21 olarak belirlendi. Normal karyotipe
sahip oldugu belirlenen 26 Ornegin birinde ise QF-PCR sonucu 46,XX olarak
belirlenmesine ragmen olgunun yapilan sitogenetik analizinde fetusun karyotipinin
46,XX-92,XXXX mozaik tetraploidi oldugu saptandi. QF-PCR yonteminin duyarlilig1
% 66,6, ozgiillugii % 100, pozitif prediktif degeri % 100 ve negatif prediktif degeri %
96 olarak hesaplanda.

Sonug olarak; hPL birinci trimesterde andploidi taramasinda mevcut testlere ek
olarak kullanilabilir, ancak potansiyelinin degerlendirmesi icin genis prospektif
caligmalara ihtiya¢ vardir. Bununla beraber QF-PCR, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik
oranlar1 ile andploidilerin hizli tanisi i¢in giivenilir bir yontemdir.

Anahtar Sozciikler: anoploidi, hPL, prenatal tani, QF-PCR
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ABSTRACT

Determination Of The Risk Of Aneuploidy By Screening Tests And Prenatal
Diagnosis By Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction

Human plasental lactogen (hPL) is synthesised by placenta and found in maternal
serum. In Down syndrome affected placentas, hPL synthesis is reduced. Quantitative
Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-PCR) is used for rapid diagnosis of
aneuploidies in recent years. The aim of this study is to investigate potential of hPL as
maternal serum marker for fetal aneuploidies and efficacy of QF-PCR in diagnosis.

Serum levels of hPL were measured in first trimester 85 low-risk, 23 high-risk
pregnancies and in second trimester 84 low-risk, 51 high-risk pregnancies. Medians for
each day were determined with hPL levels of low-risk pregnants. MoM values
appropriate gestational age were calculated. QF-PCR was performed in 26 pregnants
admitted for hemoglobinopathy to Prenatal Diagnosis Unit and in 2 high-risk pregnants
undergone invasive prenatal testing.

hPL MoM values of Down syndrome pregnancies in first and second trimester
high-risk groups were identified respectively as 0,77 and 1,50. Karyotypes of these two
cases were determined as 47,XX+21 by QF-PCR. In one of 26 cases with normal
karyotype by QF-PCR, karyotype of fetus was determined as 46,XX-92,XXXX mosaic
tetraploid by cytogenetic analysis. The sensitivity, specificity, positive predictive value
and negative predictive value of QF-PCR was calculated respectively as 66.6 %, 100 %,
100 % and 96 %.

Consequently, hPL can be used in addition to the current first-trimester screening
tests, however large prospective studies are required for the assessment of the potential
of hPL. Nevertheless, QF-PCR is a reliable method for rapid diagnosis of aneuploidies
with high sensitivity and specificity rates.

Key words: aneuploidy, hPL, prenatal diagnosis, QF-PCR
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1. GIRIS

Kromozomal anomaliler perinatal 6liim ve cocukluk cagi 6ziirlerinin en onemli
nedenidir. Kromozom anomalilerinin saptanmasi invaziv prenatal tani icin en sik
endikasyondur. Ancak amniyosentez, CVS veya kordosentez seklinde yapilan invaziv
islemler ile yaklasik % 1 diisiik riski bulunmaktadir. Bu nedenle bu testler sadece
kromozomal anomaliler i¢in yiiksek riskli oldugu diisiiniilen gebelere uygulanmalidir.'
Tarama programlar1 baglica ¢ogunlugu terme kadar yasayabilen ve agir fenotipik
ozellikler gosteren bozukluklar1 hedef alir. Bunlar arasinda Down sendromu prenatal
tan1 ve terapotik abortus olmadan 1-2:1000 prevalansi ile en sik goriilendir ve uzun
siireli morbidite ile 5nemli derecede iliskilidir. **

Gebelikte yapilan tarama testlerinin hedefi anomalili fetuslar1t miimkiin oldugu
kadar erken doéneminde saptamak ve aileyi bilgilendirmektir. Onceleri mevcut tek
tarama testi anne yas1 olup 35 yas ve lizerindeki gebeliklerde Down sendromunu
saptayabilmek icin genetik damismanlik ve amniyosentez veya CVS Onerilmekteydi.
Down sendromu i¢in 35 yas altindaki kadinlarda biyokimyasal serum taramasi 1984
yilinda Merkatz tarafindan diisitk maternal serum AFP diizeyleri ve Down sendromu
arasindaki iligskinin gosterilmesiyle baslamistir.” Giiniimiizde tarama testleri maternal
yasa bakilmaksizin rutin olarak tiim gebelere Onerilmektedir. Biyokimyasal ve
ultrasonografik yontemleri kullanarak yiiksek saptama oranlari elde edilen ¢esitli tarama
stratejileri mevcuttur. Ikinci trimester maternal serum taramasi iki dekattan fazladir
uygulanmaktadir. Yakin gecmiste ilk trimester testleri fetal andploidiler icin erken
tarama ve erken tan1 imkan1 sunmustur.®

Tarama testlerinin performans ve etkinligini gelistirmek i¢in farkli fikirler 6ne
siirlilmiistiir. Bunlar; ilk trimester taramasinin ikinci trimester taramasi ile kombine
edildigi entegre tarama modeli, ilk testin sonraki test icin gerekliligini belirleyen ilk ve
ikinci trimester sartli ve ardisitk tarama modeli ve aymi belirteclerin tekrarlayan
kullanimidir.” Tarama performansinin artirilmasinin bir yolu ise ilave belirteclerin dahil
edilmesidir. Nazal kemik ve trikiispit regiirjitasyonu gibi ultrason belirteclerinin yanisira
SP1, ProMBP, PLGF, hPL ve ADAM 12 gibi biyokimyasal belirtecler 6ne siiriilmiis ve

test edilmistir.8



Maternal yas, anormal serum biyokimyasal belirtecleri veya anormal ultrason
bulgulart nedeniyle kromozomal anomalili fetus tasima riski yiiksek bulunan gebelere
amniyosentez, CVS veya kordosentez uygulanir ve elde edilen fetal hiicrelerden
standart karyotipleme ile kromozom analizi yapilir. Bu geleneksel sitogenetik analiz
kromozom anomalilerinin prenatal tanisinda altin standarttir. Ancak bu yontemde hiicre
kiiltiirii i¢in gerekli olan siire en az 10 giin (optimum 21 giin) olup sonug¢ almak i¢in
beklenen bu siire ailelerde anksiyeteye neden olmaktadir. Son yillarda 24-48 saat icinde
sonu¢ vermeyi saglayan diyagnostik yontemler gelistirilmistir. FISH, QF-PCR ve
MLPA bu yontemler arasinda en sik kullanilanlardir.’

Bu calismada hPL’nin fetal trizomiler i¢in birinci ve ikinci trimesterde maternal
serum belirteci olarak etkinliginin belirlenmesi ve QF-PCR analizinin anoploidi

tanisindaki etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kromozom Diizensizlikleri
Kromozom diizensizlikleri sayisal ve yapisal olmak iizere iki grupta
incelenirler.''? Sayisal kromozom anomalileri yapisal kromozom anomalilerinden daha

yaygindir ve tiim kromozom anomalilerinin % 95’inden fazlasim olusturmaktadir.'>

2.1.1. Kromozomlardaki Sayisal Diizensizlikler

Sayisal degisiklikler iki sekilde ortaya cikar. Kromozom sayisindaki artis ya da
azaliglar, temel kromozom sayilarmin katlar1 kadar oluyorsa buna Oploidi, temel
kromozom sayisinin katlar1 kadar olmuyorsa buna da andploidi denir. 10.11.13

Oploidi: Temel kusur; hiicrede cekirdek boliinmesi oldugu halde sitoplazma
boliinmesinin olmamasidir. Hiicrelerdeki kromozom sayisi o organizma tiirii i¢in temel
gametik sayinin tam kati kadar artmistir. Yasamla bagdasmaz. Oploidik kromozom
yapisina daha ¢ok insan tiimor dokusu kiiltiirlerinde ve spontan diisiik materyallerinde
rastlanmaktadr.'®'>"?

Anoploidi: Kromozom bozukluklar1 arasinda en sik goriileni ve en Onemli
olamdur.'”'* Temel kromozom sayisinin katlar1 kadar olmayan artma ya da eksilmelere
denir. Homolog kromozomlardan birinin eksikliginde o kromozomun monozomisi, bir
kromozomun fazlaliginda ise o kromozomun trizomisi s6z konusu olur."

Anoploidi olusumunda iki temel mekanizma s6z konusudur:

Kromozom ayrilamamasi (nondisjunction): 1. veya 2. mayotik bdoliinme
sirasinda iki ayr1 hiicreye gitmesi gereken bir kromozom ciftinin her iki iiyesinin
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birbirinden ayrilmayip birlikte bir tek hiicreye gitmesi olayidir.
cogunda maternal mayoz I hatalar1 mayoz II hatalarindan daha siktir, ancak
kromozomlara spesifik degisiklikler izlenebilmektedir. Ornegin trizomi 21’de maternal
mayoz | hatalar1 baskinken, trizomi 18 karakteristik olarak maternal mayoz II hatalar1
i(;erir.14

Anafaz gecikmesi (lagging): Kromozomlarin anafazda kutuplara gocii sirasinda

olusan bir hata sonucu kromozomlardan bir tanesi geri kalir. Ge¢ kalan bu kromozom

ya esinin bulundugu yavru hiicreye katilir ya da boliinme sirasinda ortadan kaybolur.



Eger esinin bulundugu hiicrede kalacak olursa, bir hiicrede aym1 kromozomdan iki tane
bulunurken, diger hiicrede hi¢ bulunmaz. Eger sitoplazma bdliinmesi sirasinda
kaybolacak olursa, hiicrelerden biri normal kromozom sayisina sahip olurken digerinde

bir kromozom eksik olacaktir.'”

2.1.1.1. Otozomal Trizomiler

Insan kromozomlarindan herhengi birinin bir cift yerine 3 tane bulunmasi trizomi
olarak tanimlanmaktadir. Otozomal trizomilerde dismorfik goriiniim, zihinsel 6ziir ve
gelisme geriligi karakteristik bulgular olup yasam siireleri saglikli insanlara gore daha
kisadir."? Trizomi insidansi diisiikle sonlanan gebeliklerde % 50, 6lii dogumlarda % 4

ve canli dogumlarda % 0,3 olarak belirlenmist'ur.11

2.1.1.1.1. Trizomi 21

Trizomi 21 halen iizerinde en ¢ok calisilan andploid durumdur. Trizomi 21°li
gebeliklerin % 80’inin spontan abortusla sonlanmasina ragmen terme kadar ulasan az
sayidaki otozomal trizomiden birisidir. Down Sendromu yaklasik 600 ile 1000 canli
dogumda bir goriilmektedir. Goriilme siklig1 nedeniyle bu sendrom zeka geriliginin en
stk saptanan formu ve dogum defektlerinin 6nde gelen bir nedenidir."

1866’da John Langdon Down ileride kendi ismiyle tanmimlanacak olan benzer
fiziksel ozelliklere sahip bireyleri tanimladig1 klasik makalesini yaymmlamistir. Down
Sendromu’nun aymrict Ozellikleri zeka geriligi, hipotoni ve yiiz, el ve ayaklardaki
anomalilerdir. Diger fenotipik bilesenleri konjenital kalp defektleri, sindirim sistemi
anomalileri, konjenital katarakt ve I6semiyi igerir. Sitogenetik karyotiplemenin
gelismesi ile 1959 yilinda Lejeune ve ark. tarafindan Down Sendromu’nun etyolojisinin
fazladan bir 21. kromozomun varhg oldugu belirlenmistir."

Down sendromundaki bu ekstra 21. kromozom % 95 siklikla maternal mayotik
nondisjunction ve yaklasik % 4 vakada Robertsonyan translokasyon sonucu dengesiz
ayrilmaya baghdir. Yaklasik % 1 vakada ise mozaizm vardir ve bu bireyler daha hafif
bir fenotip sergilerler.'*'®

Anoploidilerin ilk tamimlandigi giinden itibaren maternal nondisjunction ig¢in
predispozan faktorler arastirilmistir.'* Down sendromlu bir fetusun konsepsiyon

anindaki anne yasi, kromozom 21’deki mayotik nondisjunction icin en Onemli risk



faktoriidiir."” Ileri maternal yas ile artmig Down Sendromu orani arasindaki iligki ilk

15,16

defa 1933’te Penrose tarafindan gosterilmistir. Trizomi 21 ve diger andploidilerin

anne yasgi ile iligkileri sekil 1’de gbsterilmistir.11

% Risk
10
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XY, XXY, XYY

Trizomi 18

Trizomi 13

45, X

0.001

___________________ Triploidi
0.0001 1 ] 1 1 |
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Maternal yas (yil)

Sekil 1. Trizomi 21 ve diger anoploidilerin anne yasi ile iliskileri'!

Risk anne yasina bagli olarak artarken gebelik yasina bagh olarak azalir (sekil 2);
clinkii etkilenmis olan fetiislerin %31’i 10. gebelik haftasindan terme kadar, %18’1 ise
16. gebelik haftasindan terme kadar gecen siire i¢inde kaybedilmektedir. Benzer iliski
diger trizomiler ve poliploidilerde de vardir.*

Trizomili bir bebek dogurmus annenin bir sonraki gebeliinde trizomili bebek
sahibi olma riskinin artmis oldugu bilinmektedir. Bu risk artis1 ilk etkilenen gebeligin

olustugu yasla ilgilidir ve 35 yasindan genc kadinlarda daha yiiksektir.*'?
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Sekil 2. Trizomi 21 ve diger anoploidilerin gebelik yasi ile iligkileri''

2.1.1.1.2. Trizomi 18

Edwards Sendromu olarak da bilinen Trizomi 18’in goriilme sikligi 8000
dogumda bir olup kizlarda 3-4 kat fazla gbriilmekted'ur.11 Yasayan yenidogan bebekler
arasinda Trizomi 21°den sonra en sik goriilen ikinci otozomal trizomidir. Olusan
gebeliklerin % 95’1 embriyonik ya da fetal hayatta 6liimle sonuglanirken, etkilenmis
cocuklarin sadece % 5-10’u bir yildan fazla yasarlar.'®

Trizomi 18’li fetiislerin ¢ogunda gelisme geriligi vardir. Belirgin oksiput,
malforme kulaklar, kiiclik agiz tipik yiiz bulgularindandir. Tiim organ sistemleri
etkilenmis olabilir. % 95’inde en sik ventrikiiler veya atriyal septal defekt olmak tizere
kardiyak defekt vardir. At nali bobrek, radyal kemik aplazisi, hemivertebra, imperfore

aniis diger anomaliler arasinda sayllabil'ur.11

2.1.1.1.3. Trizomi 13

Patau Sendromu olarak bilinen Trizomi 13’{in siklig1 20,000 dogumda birdir. %
80-90 siklikta kardiyak anomaliler ve % 70 siklikta holoprozensefali goriiliir. Bunlara
mikrosefali ile gbz, burun ve damak anomalileri eslik eder. Etkilenmis fetiislerde ayrica
omfalosel, polikistik bobrek, radyal kemik aplazisi ve polidaktili bulunabilir. Hayatta

kalma siireleri yaklasik 7 giin olup ancak % 10’u bir sene yasayabilir.''



2.1.1.2. Seks Kromozom Anomalileri

Cinsiyet kromozomlar1 ile 1ilgili diizensizliklerin, otozomal kromozom
diizensizliklerinden farkli bir davrams sekli gosterdikleri ve daha hafif fenotipik
belirtiler ortaya koyduklar1 bilinmektedir. Bu tip hastalarda biiyiikk fenotipik
diizensizliklere veya zeka geriligine rastlanmaz. Bununla birlikte, bu tip hastalarda
karakteristik infertilite veya fertilite azalmasi gozlenir. Cinsiyet kromozom sayisinin
arttigr olgularda ise (48,XXXY, 49, XXXYY gibi) belirgin zeka geriligi ve fiziksel

anomaliler goriilmektedir. 10

2.1.2. Kromozomlardaki Yapisal Diizensizlikler

Yapisal diizensizlikler hiicre dongiisiiniin herhangi bir evresinde bir veya daha
fazla kromozomda olusan kirilma ve yeniden diizenlenmeler seklinde ortaya c¢ikarlar.
Bu yeniden diizenlenmeler nadiren kendiliginden meydana gelmektedir. In vitro
caligmalar ile iyonize radyasyonun, viral enfeksiyonlarin ve bazi kimyasal ajanlarin

kromozomlarda yeniden diizenlenmeye neden oldugu gbsterilmistir.10’12

2.2. Prenatal Tarama

Tarama; ‘hastalik semptomlarindan dolayr tibbi bakim gerektirmeyen kisiler
arasindan, ileri arastirma veya dogrudan koruyucu faaliyetlerden yararlanmak amaciyla,
spesifik bir hastalik i¢cin yiiksek riskli bireyleri belirlemek icin bir test veya arastirmanin

sistematik uygulamast’ olarak tanimlanmaktadur.'®"

Yararh tarama programlari i¢in
kriterler acik¢a belirtilmistir. Ideal bir perinatal genetik tarama asagidaki kriterleri
yerine getirmelidir:

* Sik goriilen ve 6nemli fetal hastaliklar1 belirlemek,

* Maliyet etkin ve kolay uygulanabilir olmak,

* Yiiksek saptama oram ve diisiik yanls pozitiflik orani,

e Giivenilirlik ve tekrar iiretilebilirlik,

* Hastaligin diyagnostik testinin mevcut olmas,

* Gerektiginde gebeligin giivenli ve yasal olarak sonlandirilabilmesi icin yeterince
erken pozitif olmak.?’

Fetal Down sendromu igin yiiksek riskli olan kadinlarin belirlenmesi bu

tanimlama ile uyumludur. Tarama pozitif olan hastalara fetusun ultrason incelemesi,



genetik danmismanlik ve ilk trimesterde koryonik villus veya ikinci trimesterde amniyotik
stv1 hiicrelerinden sitogenetik analiz ile kesin tan1 Onerilir. Andploidiler i¢in prenatal
taramanin temel amaci, ebeveynlere etkilenmis gebeligin devam etmesi ya da gebeligin
sonlandirilmasi arasinda bir segcim imkani vermektir. Invaziv tam islemlerini takiben
fetal kayip riski, anksiyeteye neden olmasi, yanls pozitif sonug¢lar ve yanlhs negatif bir
sonu¢ ile hastaya verilen yanlis giivence ise taramamin dezavantajlar1 arasinda
sayilabilir.>'®

Tarama testlerinin performanslarinin degerlendirilmesi i¢in baz1 terimler
kullanilmaktadir.

Saptama orani; duyarlilik ile es anlamli olarak kullamilir ve etkilenmis gebeligi
olanlarda tarama testinin pozitif olma olasiligidar."**
Yanlis pozitiflik orani; etkilenmemis gebeligi olanlarda tarama testinin pozitif

olma olasihigidir ve Ozgiilliigiin karslhgldur.w’m

FPR, etkilenmemis gebeliklere
uygulanan invaziv islemlerin oraninin bir g(istergesidir.3

Pozitif sonu¢ verenlerin etkilenme olasiligi; pozitif sonu¢ veren etkilenmis
gebelerin pozitif sonug¢ veren etkilenmemis gebelere oramdir. Bagka bir deyisle gergek
pozitiflerin yanhs pozitiflere oranidir.'®*' Testin saptama ve yanhs pozitiflik orani ile
Down sendromlu gebeliklerin prevalansina baglmhdlr.22

Olabilirlik orani; bir hastaligin belirli bir test ile belirlenmis riskinin, bu

hastaliktan etkilenmemis kisilerdeki riske oramidir.>***

Etkilenmis gebeliklerde testin
pozitif olma sikliginin normal gebeliklerde testin pozitif olma sikli§ina oranlanmas: ile
belirlenir. Bir diger deyisle duyarlilifin yanlis pozitiflik oramna bdliinmesi ile
hesaplanir.”

Ideal bir tarama testinin DR’si ve OAPRsi yiiksek, FPR’si ise diisiik olmalidir.”

Her kadin i¢in kromozomal defektli fetus sahibi olma riski vardir.”® Kullanilan
tim serum belirteclerinin aldigi farkli degerlerle yapilan kombinasyonlar ile Down
sendromu riskini belirleyebilecek yeterince genis bir veritabani toplamak miimkiin
olmadig i¢in risk taramasi istatistiksel bir model kullanarak yapilmaktadir. Genellikle
Down sendromu i¢in serum taramasinda tek veya cok degiskenli Gaussian modeller
kullamImaktadir.** Bireysel riski hesaplamak icin Oncelikle gebenin yasina ve gebelik

yasina bagl 6nsel riskinin bilinmesi gerekir.26 Onsel risk, anne yas1 ve gebelik haftasina

baghdir. Anne yasina uygun Down sendromu riskini gosteren maternal yas egrisi



kullanilarak onsel risk belirlenebilir. Bu egriye ait degiskenler yaymlanmis yasa ozgii
dogum prevalans serilerinin kombine sonuglarinin regresyon analizi ile elde edilir.”’
Sonografi veya biyokimyasal testlerle elde edilen bir 6l¢iim sonucunun, kromozamal
defekti olan ve olmayan olgularin yiizde kacinda bulundugu hesaplanip, bu oranlarin
birbirine boliinmesi ile olasihk oram bulunur.®® Ardindan 6nsel risk hesaplanan
olabilirlik oranlar1 ile carpilir. Onsel risk ve olabilirlik oranlar1 sonuglar1 hastaya 6zgii
riski verir.*®

Down sendromu i¢in tarama testleri gebeleri hesaplanan risklerine gore pozitif
veya negatif sonuglara sahip olanlar seklinde siniflandirmak icin kullamlmaktadir.** Bu
ayrim i¢in bir esik deger gerekmektedir. Testin performansi bu esik degerine baghdir,
ornegin esik degerini azaltarak testin saptama oramn artirilabilir ancak beraberinde yanlis
pozitiflik oram artig1 ile testin duyarliligi azalir. Testin duyarhilifn ve Ozgilligi
arasindaki en iyi dengenin kurulabilmesi i¢in istatistiksel olarak bir ROC egrisi

kullanilabilir.?°

2.2.1 Prenatal Taramanin Tarihcgesi

Maternal yas ve Down sendromlu gebelik prevalansi arasindaki iliski ilk defa
Penrose tarafindan 1933 yilinda yaynlanmistir.'® 1959°da fazladan bir 21. kromozomun
varliginin Down sendromunun patognomonik bulgusu oldugu gosterilmis ve takiben
1966°da ilk defa insan amniyotik s1v1 hiicrelerinde basarili bir kromozom analizi rapor
edilmistir. 1968’de Down sendromunun ilk antenatal tanisi yapllmlstur.22

Biyokimyasal tarama testleri kullanilmaya baslamadan once tarama testi olarak
sadece anne yas1 kullanilmaktayd1 ve esik smr1 35 ile 37 yag arasinda idi. Ancak bu
sekilde gerceklestirilen tarama testinde gebe populasyonunun % 5’ine amniyosentez
Onerilmis ve Down sendromlu gebeliklerin % 30’u teshis edilebilmist'ur.m’22

1972'de Brock ve Sutcliffe ilk defa acik NTD’lerde amniyotik sivi AFP
diizeylerinin yiikselmis oldugunu bildirmislerdir. 1973 yilinda ise ag¢ik NTD’lerde
maternal serum AFP degerlerinin yiikseldigi rapor edilmistir.”

Down sendromu i¢in 35 yas altindaki kadinlarda biyokimyasal serum taramasi
1984 yilinda Merkatz tarafindan diisiik maternal serum AFP diizeyleri ve Down

sendromu arasindaki iligkinin gosterilmesiyle baslamlstur.5



1987°de Bogard ve ark. maternal serum hCG diizeylerinin Down sendromlu
gebeliklerde etkilenmemis gebeliklere oranla iki kat yiikseldigini bildirmislerdir. Bunu,
1988 yilinda Canick ve ark.’min Down sendromlu gebeliklerde maternal serum uE3
diizeylerinin etkilenmemis gebeliklerden % 25 daha diisiik olmasinin gostermeleri takip
etmistir.”>*° 1990’larda Down sendromu icin saptama oranlarini artirmak icin hCG ve
uE; maternal serum AFP ile kombine olarak kullanilmistir. Anne yast ile iliskili risk ile
birlikte bu 3 belirtecin (liclii test) diizeyleri beraber degerlendirildiginde Down
sendromu i¢in saptama oran1 % 5 FPR ile yaklasik olarak % 70°tir.” 1996 yilinda ise
AFP, uE3 ve hCG ile dimerik inhibin A kombinasyonunun saptama oranin1 aym1 FPR
ile % 76’ya yiikselttigi belirlenmistir.?

1991’de PAPP-A isimli bir proteinin gebeligin 15. haftasindan once azalmig
diizeylerinin, serbest B-hCG diizeylerindeki artis ile beraber Down sendromlu
gebeliklerle iligkili oldugu gosterilmistir. Bu iki serum belirtecinin maternal yas ile
kombine edilmesi ile Down sendromlu gebeliklerin % 62’si % 5 FPR ile
belirlenebilmekteydi.**

1989’da Brohnstein ilk defa fetal Down sendromlu bir olguda birinci trimesterin
son doneminde nukal 6demin artmis oldugunu gostermistir.”> 1990’da Szabo ve Gellen,
1992°de ise Nicolaides ve ark. fetal Down sendromu i¢in bir belirte¢ olarak nukal
translusensi ~ kalinligi ~ olarak  isimlendirilen = nukal  ©6demin  etkinligini

yaylnlamlslardur.25 A1

Yaptiklar1 retrospektif bir calismada Spencer ve ark. gebeligin 10-
14. haftalarinda maternal yas, fetal NT ve maternal serum PAPP-A ve serbest B-hCG
kombinasyonu ile yapilan taramada trizomi 21 icin saptama oranim % 90 ve yanlis
pozitiflik oranin1 % 5 olarak belirlemislerdir.** Fetal NT ve maternal serum PAPP-A ve
serbest B-hCG kombinasyonunun uygulanabilirlik ve etkinligi yapilan prospektif
calismalar ile onaylanmlstur.3 3

2001 wyilinda ilk trimester taramasinda nazal kemigin yoklugunun Down

sendromlu gebelikler ile yiiksek oranda iliskili oldugu Cicero ve ark. tarafindan

yayimlanmistir.*'

2.2.2. Ortancanin Katlar
Prenatal taramada kullanilan tiim belirteclerin diizeyleri gestasyonel yasla

degismektedir. Hem gebelik siiresince belirte¢ diizeylerindeki olan bu degisimleri, hem
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de laboratuvarlar ve yontemler arasindaki farkliliklar1 giderebilmek amaciyla MoM
degeri kullaniimaktadir.”> MoM degeri belirli bir belirte¢ diizeyinin, o belirtecin ayni1
gebelik yasindaki normal gebeliklerde izlenen medyan degerine bdliinmesiyle ifade
edilir.**** Ortalama yerine medyan kullanilmasmin nedeni belirte¢ diizeylerinin saga
egik (log-lineer) bir dagilim gostermesi ve aykir1 degerlerde kullaniminin daha saglikli
olmasidir. Medyan degerler hesaplandiktan sonra gebelerin belirte¢ diizeyleri MoM
olarak rapor edilir. 1,0 MoM etkilenmemis tekil gebelikler i¢in orta degerdir. 0,5 ve 2,0
MoM degerleri sirasiyla medyan degerlerine gore 2 kat diisiik veya 2 kat yiiksek
oldugunu gostermektedir. Wald tarafindan gelistirilen MoM degeri, prenatal taramada
raporlamada tiim diinyada kabul edilmis bir birimdir.*®

MoM degeri kullanirken 6nemli bir nokta gestasyonel yasin belirlenmesidir. Daha
dogru bir tahmin ile daha iyi bir tarama performansi elde edilir. Tarama programlar1
icin standart uygulama gestasyonel yasin ultrasonografik olctimlerle belirlenmesidir.
Bunun i¢in ilk trimesterde bas-popo mesafesi ya da ikinci trimesterde biparietal ¢ap
Olciilebilir. Ultrason ile gestasyonel yasin belirlenemedigi durumlarda son adet tarihi
kullanilabilir ancak daha iyi bir tarama performansi icin ultrason ile ol¢iim tecih

edilmelidir.”

2.2.3. ikinci Trimester Tarama Testleri

Bu testte kullanilan belirtecler AFP, uEs, total hCG, serbest B-hCG, serbest a-
hCG, ve dimerik inhibin A’dir.*’ Bu belirtecler ikili (AFP ve hCG), iiclii (AFP, hCG ve
uE;) ve dortlii (AFP, hCG, uE; ve inhibin A) kombinasyonlar seklinde tarama testi
olarak kullamilmaktadir. Ikinci trimester serum taramasi genellikle gebeligin 15-20.
haftalar1 arasinda yapilmaktadir ancak 22. haftaya kadar uygulanabilir. Down sendromu
riskinin belirlenmesi i¢in 14. haftada da ayni kombinasyonlar kullanilabilir ancak
AFP’nin acik noral tiip defektlerini saptama giicli azaldigindan onerilmez.'®

Yapilan ¢aligmalarda ikinci trimester belirteclerinin ¢esitli kombinasyonlarini
kullanarak hesaplanan tarama performanslar1 yayinlanmigtir. SURUSS ve FASTER

calismalarinda da elde edilen benzer sonuglar tablo 1°de gosterilmistir.*
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Tablo 1. ikinci trimester tarama test performanslar

% 5 FPR ile % Saptama oranlari

SURUSS* FASTER*
AFP ve hCG 66 -
AFP, hCG ve uE; 74 70
AFP, hCG, uE; ve inhibin A 81 81

Down sendromlu vakalarda AFP ve uE; diizeyleri diisilk, hCG ve inhibin A
diizeyleri ise yiiksektir.® Tablo 2’de bu dort belirtecin cesitli calismalarda elde edilen
MoM degerleri gosterilmistir. Trizomi 18’li gebeliklerde AFP, uE;, hCG ve inhibin A

diizeyleri diigiiktiir.

Tablo 2. Down sendromlu vakalarda ikinci trimester belirteclerinin MoM degerleri

MoM degerleri
SURUSS™ Cuckle ve ark.” FASTER*
AFP 0,74 0,73 0,74
uE; 0,70 0,73 0,61
hCG 2,05 2,02 1,79
Serbest B-hCG 2,66 2,30 -
Inhibin A 2,54 1,85 1,98

Ikinci trimester iiglii tarama testi ile 1:100 esik deger kullamlarak % 0,2 FPR ile
trizomi 18’li gebeliklerin % 60’1 saptanabilmekted'ur.24 Ozellikle uE;’iin trizomi 18 icin
Onemli bir belirte¢ olmas1 nedeniyle uE; Ol¢iimii yapilamadigr durumlarda trizomi 18
icin risk hesaplamasi yapilmas: Snerilmemektedir.”® Mevcut tarama testleri Down
sendromu ve trizomi 18 disindaki kromozomal anomalileri saptamada yetersiz
kalmaktadir.*

Elde edilen serum belirte¢ diizeylerini bagimsiz olarak etkiledigi bilinen bazi

faktorler vardir. Bu faktorlerin basinda maternal agirlik, irk/etnik kdken ve hastamin
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diyabetik durumu gelmekted'ur.16 Ortalama olarak 20 kg’lik agirlik artist ile serum
AFP’de % 17, uEs’de % 7 ve hCG’de % 16 artis izlenir. Insiiline bagimli diyabeti olan
gebelerde ise serum belirte¢ diizeyleri daha diisiiktiir.” Sigara iciciligi, ©nceki
gebeliklerinin sayisi, Down sendromlu gebelik Oykiisii, Onceki gebeliginde tarama
pozitifligi, yardimci iireme teknikleri (in vitro fertilizasyon ve ovulasyon indiiksiyonu),
fetiisiin cinsiyeti, annenin Rh kan grubu ve maternal sistemik lupus eritematozus serum
belirte¢lerini etkileyen diger faktorler arasinda sayllabililr.m’22

Ikiz gebeliklerin taranmasinda pekcok karigiklik ortaya cikar. ikiz gebeliklerde
maternal serum belirteg diizeyleri tekiz gebeliklerin yaklagik iki katidir. Serum
belirteclerinin konsantrasyonlart ister istemez gebelikle iliskilidir, her bir fetiise spesifik
degildir. Bir ya da her iki fetusun etkilenmesi halinde beklenen serum belirte¢

konsantrasyonlar1 hakkinda da yeterli veri bulunmamaktadir. Bu durumda ultrason

bulgular1 ve serum belirtecleri birlikte degerlendirilmelidir.*’

2.2.3.1. Alfa-Fetoprotein

Fetusa 6zgii bir protein olarak ilk defa 1956’da tamimlanan insan alfa-fetoproteini
molekiil agirligr 69.000 dalton olan bir glikoproteindir. Dordiincii kromozomun q kolu
iizerindeki gen ile kontrol edilir.*'

AFP’nin fetus i¢in biyolojik fonksiyonu bilinmemektedir. Kimyasal ve fiziksel
Ozelliklerindeki albumine olan benzerligi nedeniyle fetal dolasimda intravaskiiler
hacmin siirdiiriilmesinde ozmotik bir role sahip olabilir. AFP’nin gebelik esnasinda
immiinregiilasyonla ilgisi oldugu ise gegerli olan bir bagka teoridir. !

AFP, ilk olarak diisik miktarlarda fetal yolk sak’tan, yolk sak geriledik¢e daha
yiikksek miktarlarda fetal karacigerden salinir. Erken embriyonik hayatta fetal serumda
yiiksek konsantrasyonlardadir. Yaklasik 9. gebelik haftasinda maksimum degere ulagir.
Maternal serumda ilk defa 10. hafta civarinda oOlgiilebilir (~5 pg/L). Her hafta
konsantrasyonda % 15°lik bir artis olur ve yaklagik 25. haftada pik yapar (~180 ug/L).
Daha sonra terme kadar maternal serum AFP diizeyleri yavasca azalir.*’

Down sendromlu gebelerde azalmig AFP diizeylerinin nedeni bilinmemektedir.
Ancak ikinci trimesterde fetal karacigerin tam gelisememesine baghh oldugu

diisiiniilmektedir.41
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2.2.3.2. Koryonik Gonadotropin

Protein bir iskelete karbonhidrat yan zincirlerinin baglandigi, genellikle siyalik
asit ile sonlanan bir glikoproteindir. Birbirine kovalen olmayan baglarla baglanmis alfa
ve beta olmak iizere iki alt iiniteden olusan bir heterodimerdir.*

hCG, plasentada sinsityotrofoblast hiicrelerinde sentezlenir. Erkeklerde ve gebe
olmayan kadinlarda ise hipofizde pulsatil tarzda 6nemsiz miktarlarda iiretilmektedir.
Overlerde korpus luteumu wuyararak gebeligin ilk haftalarinda progesteron
sentezlenmesini saglar. hCG’nin a alt iinitesi 6. kromozom iizerinde tek bir gen
tarafindan LH, FSH ve TSH ile birlikte kodlanir. B alt iinitesi ise 19. kromozomdaki bir
gen ailesi tarafindan kodlanir.*

Normal gebe kadinlarin serumlarinda intakt (% 92-98), a alt tinitesi (% 0-7), B alt
tinitesi (% 0-3) ve kismen degrade olmus (centikli hCG ve B-cekirdek fragmanlar)
olmak iizere bircok farkli formda hCG bulunmaktadir.*”* intakt hCG ve serbest B-hCG
gebeligin 8-10. haftalarinda pik konsantrasyonlarina ulasirken, serbest a-hCG gebeligin
gec donemlerine kadar yiikselmeye devam eder.'®

Ikinci trimesterde hem o hem de B alt iinitelerinin 6lgiimleri Down sendromlu
gebelikleri belirlemek i¢in kullanilabilir. Ancak total ve serbest B-hCG kullanmak daha
tistiin gibi gbriinmekted'ur.16 Degisik ¢aligmalarda hCG, serbest B-hCG ve serbest a-hCG
kullanilarak tespit edilen % 5 yanlis pozitiflik orami ile saptama oranlar1 tablo 3’te

gosterilmisgtir.

2.2.3.3. Unkonjuge Ostriol

Sinsityotrofoblastlarda prekiirsor olarak fetal adrenal bez DHEAS’indan
sentezlenen steroid yapida bir hormondur. DHEAS fetal karacigerde 16-alfa hidroksilaz
enzimi ile hidroksillenir ve plasentaya tasinir. Siilfataz enzimi ile dekonjuge edildikten
sonra Ostriole aromatize edilir. Bundan sonra uE; maternal dolagima salinir.
Uteroplasental kan akimi ve plasental vaskiilarizasyonu regiile eder.*> Down sendromlu

fetiislerde adrenal hipoplaziye bagli olarak uE; diizeyi diisiik bulunmaktadur.*'
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Tablo 3. ikinci trimester tarama testlerinin hCG’nin farkli formlar ile tespit edilen % 5

FPR ile saptama oranlari

% 5 FPRile % Saptama oranlari

Serum Belirteci

Wald ve ark.” SURUSS?*! Cuckle ve ark.”’
hCG 51 53 -
Serbest a-hCG 39 - -
Serbest B-hCG 51 61 -
AFP+hCG 59 66 56
AFP+Serbest a-hCG 47 - -
AFP+Serbest 3-hCG 58 71 61
AFP+uE3+hCG 69 74 60
AFP+uE3+Serbest a-hCG 64 - -
AFP+uE3+Serbest 3-hCG 68 77 65
AFP+uE3+hCG+inhibin A 76 81 67
AFP+uE3+Serbest a-hCG+inhibin A 73 - -
AFP+uE3+Serbest B-hCG+inhibin A 75 83 71

2.2.3.4. Inhibin A

Inhibin alfa ve beta alt iinitelerinden olusan glikoprotein yapisinda bir hormondur.
Hipofiz 6n lob gonadotropin hormonlarindan FSH’nin salimimini spesifik olarak inhibe
ettigi i¢in 1930 yilinda bu isim verilmistir.”> Overde graniiloza, testiste sertoli
hiicrelerinde sentezlenmektedir.*’

Van Lith ve ark. immunoassay yontemi kullanarak tiim formlarin1 ve alfa alt
iinitesini O0lcerek, Down sendromlu gebeliklerde ikinci trimesterde maternal serum total
inhibin diizeylerinin artma egiliminde oldugunu raporlamiglardir. Total inhibin yerine
sadece dimerik inhibin-A Ol¢iimiiniin Down sendromlu gebeliklerde daha fazla
yiikseldiginin gosterilmesi iizerine 1996 yilinda Wald ve ark. tarafindan {iiclii teste
inhibin-A eklenmesinin tarama testinin performansinin belirgin olarak yiikseldigini

bildirmisler, bu testi dortlii tarama testi olarak onermislerdir.*’

2.2.4. Birinci Trimester Tarama Testleri

Son yillarda yapilan c¢alismalar Down sendromu taramasinin birinci trimestere
kaydirilmas1 yoniine odaklanmistir. Erken tarama ile gebelere erken giivence verilmesi
saglanacak ve gebeligin sonlandirilmasi gerektiginde bu islem fetal hareketler belli

olmadan ve disaridan fark edilebilecek gebelik belirtileri ortaya ¢ikmasindan 6nce
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yapilabilecektir. Ayrica gebeligin birinci trimesterde sonlandirilmasi ileri gebelik
haftalarina gore daha giivenlid'ur.3 4

Birinci trimester andploidi taramasi ultrason belirteci olarak fetal NT dlciimii ile
maternal serum PAPP-A ve serbest B-hCG diizeyleri kullanilarak gebeligin 10-13.
haftalarinda gerceklestirilir.** Fetal NT ile maternal serum PAPP-A ve serbest B-hCG
arasinda anoploid gebeliklerde anlamli bir iligki bulunmadigindan daha efektif bir
tarama performansi icin biyokimyasal ve ultrasonografik belirtecler kombine

3446 By yaklasim kombine tarama olarak isimlendirilmektedir.” Farkli

edilebilmistir.
arastirmacilar tarafindan yapilan cok merkezli genis prospektif calismalar sonucunda ilk
trimester kombine tarama testlerinin Down sendromu saptama oramt % 5 FPR ile

ortalama % 84 olarak bulunmustur (Tablo 4).

Tablo 4. Birinci trimester kombine tarama prospektif calisma sonu(;larl5

Down
Saptama
Calisma Hasta sayis1 sendromlu
oram (%)
vaka oram
BUNY 8.216 61 79
FASTER*® 33.557 84 83
SURUSS* 47.053 101 83
OSCAR® 15.030 82 90
Toplam 103.856 328 84

Kombine taramanin Down sendromlu gebelikler haricinde trizomi 13, trizomi 18,
Turner sendromu ve diger seks andploidileri ile triploidileri belirleyebildigi
gbsterilmigt'ur.5 0-33

Down sendromlu gebeliklerde normal gebeliklerle kiyaslandiginda maternal
serum serbest f-hCG diizeyleri iki kat yiiksek bulunurken PAPP-A diizeyleri yar1 yariya
azalmistir. Trizomi 18 ve 13’te maternal serum PAPP-A ve serbest B-hCG’nin her
ikisinin de diizeyleri azalmaktadir. Seks kromozom anomalilerinde ise maternal serum

serbest B-hCG diizeyleri normal, PAPP-A diizeyleri diisiiktiir. Bu belirteclerin diizeyleri

etnik koken, agirlik, sigara iciciligi, konsepsiyon yontemi gibi anneye ait 6zelliklerden
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etkilenmektedir. Bu nedenle risk hesaplamasi yapilirken bu degiskenler de hesaba

katilmalidir.*®

2.2.4.1. Gebelikle iliskili Plazma Proteini-A

PAPP-A; sinsityotrofoblastlardan salgilanan, 750 kDa agirliginda, 16 c¢inko atomu
iceren ve heparine afinitesi olan bir glikoproteindir. Ovulasyondan 33 giin sonra
maternal kanda tespit edilebilmektedir. Gebelik boyunca doguma kadar artan
miktarlarda salinmaktadir. Maternal serumda ProMBP ile kompleks olusturur. PAPP-A
IGF-BP-4’tin proteazidir. Bu nedenle fetal biiylimenin diizenlenmesi ve trofoblast
proliferasyonunda rol oynar. Down sendromlu gebeliklerde diizeylerinin neden azaldig:
bilinmemekte olup plasental yetmezlikle iliskili oldugu diisiiniilmektedir.*"**

PAPP-A 8-13. haftalar arasinda etkin bir tarama belirtecidir, ancak 14. haftadan
itibaren etkinligini kaybeder. Down sendromlu gebeliklerde medyan PAPP-A diizeyleri
14-16. haftalar arasinda 0,9 MoM ve 17-19. haftalar arasinda 1.0 MoM olarak

belirlenmistir.”*

2.2.4.2. Koryonik Gonadotropin

Birinci trimester taramasinda kullanilacak olan hCG formunun se¢imi belirtecin
gebelik haftasina uygun performansina dayanarak yapilmalidir (Tablo 5). Onbirinci
haftadan 6nce serbest B-hCG ayirt edici iken hCG degildir. Onbirinci ve 13. haftalar
arasinda hCG’ye gore serbest B-hCG daha ayirt edicidir. Onbirinci haftada maternal yas,
NT ve PAPP-A ile kombine edildiginde serbest f-hCG’nin performanst hCG’ye gore %
2-3 oraninda daha yiiksektir. Oniiciincii haftada ise hCG serbest f-hCG’ye gore % 1-2

oraninda daha iyi bir performans sergilemektedir.”
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Tablo 5. Birinci trimester tarama testlerinin hCG’nin farkh formlar ile tespit edilen % 5 FPR ile

55
saptama oranlari

Maternal yas + % 5 FPRile % Saptama oranlari

NT + PAPP-A + 11, hafta 12. hafta 13. hafta
Serbest B-hCG*® 86 84 82
hCG’® 84 83 84
Serbest p-hCG’’ 85 83 81
hCG”’ 82 81 81
Serbest B-hCG™® 90 88 -
hCG*® 87 85 -
Serbest B-hCG™' 83 83 84
hCG F19* 81 83 86
Serbest B-hCG’’ 87 84 80
hCG”’ - 83 82

2.2.4.3. Ultrason Belirtecleri

2.2.4.3.1. Nukal Translusensi Kalinhg:

Birinci trimesterde boynun arka tarafinda biriken sivi, septali olup olmamasina,
sadece ense de bulunmasina ya da tiim viicudu zar gibi sarmasina bakmaksizin ‘NT’
terimi ile ifade edilir. Artmis NT; trizomi 21, Turner sendromu ve pek cok fetal
malformasyon ve genetik sendromu iceren diger kromozomal defektleri isaret
edebilir.”*>

Artmig NT ile iligskili durumlarin heterojen olmasi altta yatan bircok mekanizma
oldugunu diisiindiirmektedir. Olas1 nedenler arasinda kardiyak malformasyonlar sonucu
gelisen hemodinamik bozukluklar, ekstraseliiler matriks kompozisyonundaki anomaliler
ve lenfatik sistemin anormal gelisimi sayllabilir.5 ’

NT’yi temel alan risk degerlendirmesi, normal ultrason standartlarinda ¢ok kiiciik
mesafelerin kantitatif olarak Ol¢iimiine dayandigindan, bu sekilde bir risk taramasi
onemli derecede teknige bagimlidir.® Yiiksek duyarlilikta ve giivenilir bir tarama testi
olabilmesi icin NT Olclimiiniin yeterli egitim almig kisilerce, standardize edilmis
teknigine uygun olarak yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle NT Ol¢iimiinde
standardizasyonun saglanmasi i¢cin FMF tarafindan belirlenen sartlar genel kabul

g(‘.irmektedir.46

18



NT 6l¢iimii icin en uygun déonem 11-13 hafta 6 giin arasidir. CRL en az 45 mm ve

en fazla 84 mm olmalidir.*®®

NT o6l¢iimii icin en erken donemin 11. gebelik haftasi
olarak belirlenmesinin iki nedeni vardir. Birincisi; 10. gebelik haftasindan dnce yapilan
CVS’lerde ekstremite amputasyon riskinin artmis olmasi, ikincisi ise pek ¢ok major
fetal anomalinin NT olciimii sirasinda 11. haftadan itibaren taninabilmesidir. NT
Olctimil i¢in ist limitin 13 hafta 6 giin olarak kabul edilmesinin ise ii¢c nedeni vardir.
Birinci neden; eger gebelik sonlandirilacak ise ikinci trimester yerine bu islem birinci
trimesterde yapilmis olur. Ikincisi; ense arkasinda sivi birikimi 14—18. hafta arasinda
daha azdir. Ugiinciisii; 14. haftadan sonra fetus genellikle vertikale yakin bir pozisyonda
durdugu i¢in ultrason muayenesi sirasinda fetusu yatay ile paralel duruma getirmek
daha zordur. Bu nedenler ile 10-13. hafta arasinda NT ol¢ebilme oram1 % 98-100
olmasina karsin 14. haftada bu oran %90’a dﬁ§CI.28

Tiim kromozomal defektlerde NT kalinlig1 11-13+6. haftalarda artar. Trizomi 21,
18 ve 13’de NT kalinliginin artma paterni benzer olup bu bozukluklarda ortalama NT,
CRL’ye gore normal olgularin medyan degerlerinin 2.5 mm iizerindedir. Turner
sendromunda ise medyan NT, normal olgularin medyan degerlerinin 8 mm

{izerindedir.?®

2.2.4.3.2. Diger Belirtecler

Trizomi 21°de, NT deki artisin yani sira, fetuslarin % 60-70’inde nazal kemik
yoktur, % 25’inde maksilla kisadir ve % 80’inde de Doppler muayenesinde duktus
venozusda anormal dalga sekli goriiliir. Trizomi 18’li olgularda, erken baglayan biiylime
geriligi, bradikardiye egilim, yam sira % 30 olguda ekzomfalos, % 75’inde tek umblikal
arter vardir. Olgularin % 55’inde ise nazal kemik yoktur. Trizomi 13’li olgularin
yaklasik % 70’inde tasikardi, yaklasik % 40’inda ise erken baglayan gelisme geriligi,
megasistis, holoprozensefali veya eksomfalos vardir. Turner sendromunda erken

baslayan gelisme geriligi ve olgularin yaklasik % 50’sinde tasikardi vardir.”®
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2.2.5. Alternatif Birinci ve ikinci Trimester Tarama Stratejileri

2.2.5.1. Entegre Tarama

Entegre tarama modelinde birinci trimesterde bakilan NT ve PAPP-A ile ikinci
trimesterde bakilan serum hCG, AFP, uE; ve inhibin-A kullanilir. Risk hesab1 tiim
veriler elde edildikten sonra yapilir. NT 6l¢iimii yapilamayan durumlarda sadece serum

3961 Wwald ve ark. NT ile birlikte tiim serum

belirtecleri kullanilarak da test yapilabilir.
biyokimyasal belirtecleri (PAPP-A, hCG, AFP, uE; ve inhibin-A) kullanildiginda Down
sendromu tespit oranim1 % 1 yanls pozitiflik ile % 85, sadece serum belirtecleri ile
yapilan entegre testin Down sendromu tespit oranini ise % 5 yanlis pozitiflikle % 85
olarak belirlemislerdir.”> SURUSS calismasinda da entegre taramanin % 0,9 yanlis

pozitiflik oram ile % 85 tespit orani oldugu belirlenmistir.®>

2.2.5.2. Bagimsiz Ardisik Tarama

Bu yontemde iki farkl risk hesaplamasi yapilir. Birinci ve ikinci trimester tarama
testlerinin her ikisi de hastaya uygulanir. Sonuglar birbirinden bagimsiz olarak
hesaplanir. Eger birinci trimester taramasinda risk yiiksek bulunmus ise bu risk ikinci
trimester taramasi i¢in kullanilmaz. Bu nedenle ikinci trimester tarama testi sonucunda
risk ¢ok diisiik olabilir ve baz1 Down sendromlu bebekler gbzden kagirilabilir. Bununla
birlikte eger birinci trimester taramasi negatif ise bu sonu¢ da ikinci trimester
taramasinda kullanilmaz ve ikinci trimester taramasi sonucunda risk yiiksek bulunabilir.
Bu durumda bagimsiz ardisik taramada yanlis pozitiflik oran1 ve bununla birlikte
invaziv islem oraninin yiiksek olmasina yol agmaktadir. Platt ve ark., birinci veya ikinci
trimester tarama pozitif olan tiim kadinlara invaziv test uygulamis, tespit oranin1 %98,
yanlis pozitiflik oranin1 %17 olarak bildirmistir. Bu yontem tarama stratejileri icerisinde

. . . 61,64
en az tercih edilendir.””

2.2.5.3. Basamakh Ardisik Tarama

Basamakli ardigik tarama yonteminde birinci trimester tarama testi pozitif olan
gebelere invaziv tani Onerilir. Testin negatif oldugu durumda ise gebeye ikinci trimester
taramast Onerilir. [k trimester taramasinda elde edilen sonug ikinci trimester

taramasinda Oncelikli risk olarak kullanilarak, ikinci trimester sonunda en dogru risk
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hesab1 yapilirken, uygun olmayan yiiksek veya diisiik risk hesabindan kagimilabilir.
Basamakli ardigik tarama ikinci trimester risk belirlemede daha dogru sonug vererek
gereksiz invaziv girisim sayisini azaltmasina ragmen hastalarin tarama testinin ikinci
basamagini beklerken takipten ¢ikmalar1 veya yaptirmamalari entegre testte oldugu gibi

bu yontemin de dezavantajidir.®"®

2.2.54. Olasihikh Tarama

Olasilikl1 tarama stratejisinde birinci trimester tarama testi yiiksek riskli olan
gebelere (Ornegin risk>1/50) invaziv tam testi onerilir. Diisiik riskli gruba (6rnegin
risk<1/1000) ikinci trimester taramasi uygulanmaz. Orta riskli bulunan gebelere ise
(6rnegin risk 1/50-1/1000) ikinci trimester tarama testi yapilir ve nihai risk birinci ve
ikinci trimester sonuclar1 entegre edilerek hesaplamr.24’59

Wright ve ark. SURUSS calismasinin verilerini kullanarak bu stratejiyi
degerlendirmistir. Down sendromu tespit oramt % 5 yanlis pozitiflik oram ile % 94
olarak belirlenmistir. Erken saptama orani (birinci trimester) % 70 ve ikinci trimester
taramasi gerektiren gebe orani ise % 15°tir.*7

Diger tarama stratejilerine gore bu protokoliin bazi avantajlara sahip oldugu
goriilmektedir. Yiiksek tespit oram ve diisiik yanls pozitiflik orani, gebelerin biiyiik bir

cogunlugunun ilk trimesterde taramasinin tamamlanmasi, hasta anksiyetesinin azalmasi

ve test memnuniyetinin artmasi bunlar arasinda sayilabilir.®!

2.2.5.5. Tekrarlanan Olciim Taramasi

Wright ve Bradbury 2005°te serum belirteclerinin tekrarlanan 6lgiimleri
kullanilarak Down sendromu taramasi icin matematiksel bir model gelistirmistir.24 Bu
model daha az kullanish olan belirtecin gebelik siiresince bagka bir zamanda
Olcitilmesine dayanir. Bu tekrarlanan 6l¢iimiin kullanigh olmasi igin ikinci 6l¢iimiin ilki
ile biiyiik 6lciide korele olmasi gerekmektedir.® Bu sekilde birinci trimester NT 6l¢iimi
ile birinci ve ikinci trimesterde uE; ve PAPP-A’nin tekrarlanan dl¢iimleri ile oldukca
timit verici bir yanlis pozitiflik orani ile (% 0,3) % 85 saptama oram elde etmislerdir.®’
Wald ve ark.’nin SURUSS verilerinden her iki trimesterde AFP, uEs;, hCG, PAPP-A ve
inhibin-A diizeylerinin 6l¢iildiigii vakalar kullanarak yaptiklar1 caligmada % 0,67 yanhs

pozitiflik oram ile saptama oranini % 90 olarak bildirmislerdir.®®
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2.2.6. Halen Gelistirilmekte Olan Diger Tarama Testleri ve Belirtecler

Son yillarda Down sendromunun prenatal taramasindaki Onemli gelismelere
ragmen yaklasitk % 2-4 oramnda yanlis pozitiflik oram1 ve yaklasik % 5-10 yanlis
negatiflik oranlar1 ile giiniimiizde hala 6nemli sayida gebeye yanlis bir sekilde giivence
verilmekte veya gebeler gerekmedigi halde invaziv prenatal tantya yonlendirilmektedir.
Bu nedenle Down sendromu tarama testlerinin saptama oranlar1 ve yanlis pozitiflik
oranlarinin iyilestirilmesi gerekmektedir. Maternal kanda fetal DNA veya fetal hiicreler
kullanilarak invaziv olmayan Down sendromu taramasi i¢in halen devam eden bir¢ok
calisgma mevcuttur. Down sendromu taramasi i¢in daha ucuz ve kolay uygulanabilir
baska bir yol ise serumda &lciilebilecek yeni coklu belirteclerin gelistirilmesidir.*®

ADAM 12, ProMBP, PLGF, SP1 ve hPL iizerinde ¢alismalar yapilan belirteclerdir.”®

2.2.6.1. Maternal Kanda Fetal Hiicreler ve Serbest Fetal DNA

Maternal dolasimda fetal hiicreler ilk defa 1863 yilinda Schmorl tarafindan
yaymlanmistir. Schmorl eklampsi komplikasyonlar1 nedeniyle 6len bir kadinin akciger
dokusunda trofoblastlarin varligini rapor etmistir. Ancak maternal dolagimdaki fetal
hiicrelerin klinik uygulamasi bir yiizyildan fazla zaman almistir. 1997°de Lo ve ark.’nin
maternal plazmadaki serbest fetal DNA’y1 gdstermesi ile invaziv olmayan prenatal tani
hizla gelisme gostermistir. 2000 yilinda ise Poon ve ark. tarafindan maternal plazmada
fetal mRNA tanimlanmistir. Serbest fetal DNA ve fetal mRNA fetiis kaynakli degil,
plasental trofoblast kaynak11d1r.70 Serbest fetal DNA maternal plazma DNA’simin
yaklasik % 3-6’sin1 olusturur ve dogumdan sonra 16 dakikalik yarilanma siiresi ile 2
saat icinde maternal plazmadan temizlenir.”' Hiicresel DNA’nin aksine serbest fetal
DNA tiim kromozomlar yerine kisa DNA pargalarindan olusmaktadir. Gebeligin 4.
haftasindan itibaren tespit edilirse de 7. haftadan itibaren giivenilir sonuclar elde edilir.”

Literatiirde bir¢ok farkli yontem tanimlanmis olmasina ragmen bugiine kadar
maternal dolasimdaki fetal niikleik asitleri kullanarak fetal andploidilerin saptanmasi

icin bir konsensus olusturulamamustir.”
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2.2.6.2. ADAM 12

Plasenta tarafindan sentezlenen ve gebelik boyunca miktar1 giderek artan bir
glikoproteindir. IGF-BP-3 ve 5 {izerinde proteolitik etki gosterir. Hiicre adezyonunda,
myojenik ve adipojenik transformasyonda, apopitozda, hiicre fiizyonunda ve IGF-1,
IGF-2 ve diger biiylime faktorlerinin biyoyararlanimimi ve lokal etkilerinin
diizenlenmesinde rol alir. Bu nedenle plasentanin ve fetusun biiylimesiyle iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir.”

Yapilan calismalarda trizomi 21, trizomi 18 ve diger andploidili gebeliklerde
birinci trimesterde ADAM 12 diizeylerinin azaldig: gbsterilmistir.74'77 Ancak bazi
caligmalarda ise diizeylerinin ¢ok da fazla azalmadig: belirtilmistir. Bu nedenle ADAM
12’nin birinci trimester taramasindaki roliiniin belirlenebilmesi i¢in daha genis

78,79

caligmalar gerekmektedir. Ikinci trimesterde ise ADAM 12 diizeylerinin Down

sendromlu gebeliklerde arttigi gosterilmis ve testin saptama oramni artirirken yanlis

pozitiflik oranlarini azaltt1g1 bildirilmistir.**®'

2.2.6.3. Insan Plasental Laktojeni

191 aminoasitten olusan tek zincirli bir polipeptiddir. hPL’nin yapis1 GH ile ileri
derecede (% 96) ve prolaktin ile daha az (% 67) homoloji gosterir. Bu nedenle giiglii
biiylimeyi uyarict ve laktojenik ozellikleri vardir. Doguma yakin dénemde hPL’nin
giinde 1-2 grama ulagan miktarlarda salgilanmasi, insanlarda bilinen tiim hormonlardan
daha yiiksektir. Fizyolojik olarak hPL’nin laktojenik, metabolik, somatotropik,
luteotropik, eritropoietik ve aldosteron uyarici gibi pek ¢cok biyolojik aktivitesi vardir.
Gegmiste hPL fetusun genel olarak iyiligini degerlendirmek icin kullaniimistir.*’

Gebelik siiresince hPL sinsisyotrofoblastlarda sentezlenir ve direk olarak maternal
dolagima salinir. Down sendromlu gebeliklerin plasentalarinda, in vitro kosullarda
trofoblastlarin sinsisyotrofoblastlara farklilasmasinin bozuldugu, bu nedenle hPL
sentezinin belirgin olarak diistiigli ve maternal serum konsantrasyonunun azaldigi
gosterilmistir.®

Christiansen ve ark. 8—13. haftalar arasinda yapilan 6l¢timlerde Down sendromlu
gebeliklerde hPL diizeylerini 0,63 MoM olarak belirlemisler, PAPP-A ve hCG ile
birlikte kullanildiginda testin saptama oramm arttirdigin1 ve birinci trimester

taramasinda yeni bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmislerdir.’
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2.3. Prenatal Tam

Down sendromunun prenatal tamsi ilk kez Valenti ve ark. tarafindan Steele ve
Berg’in 1966’da amniyon hiicrelerini liretmeyi basardiktan 3 y1l sonra rapor edilmistir.*
Prenatal tam icin giliniimiizde halen en yaygin endikasyon artmis fetal trizomi 21
riskidir.** Maternal yas, anormal serum biyokimyasal belirtecleri veya anormal ultrason
bulgulart nedeniyle kromozomal anomalili fetus tasima riski yiiksek bulunan gebelere
amniyosentez, CVS veya kordosentez uygulanur.85 Elde edilen fetal hiicreler ile
kromozom sayillarmin ve yapisal degisiklerinin belirlendigi ve kromozom
anomalilerinin tespiti i¢in altin standart olarak kabul edilen karyotip analizi yaplhr.86
Karyotip analizinin tanisal duyarlilifi amniyon hiicrelerinde % 99,4-99,8 iken villoz
hiicrelerde % 97,5-99,6°dir.*” Ancak karyotiplemenin baglica dezavantaji hiicre kiiltiirii
icin gerekli olan 10-14 giinliikk raporlama siiresidir.*® Fetal hiicre kiiltiirii ihtiyacini
asmak ve dolayisiyla kromozom anomalilerinin hizli tanisini saglamak icin 1990’

yillarin baslarinda FISH ve son zamanlarda QF-PCR prenatal tan1 alanina girmistir.83

2.3.1. invaziv Prenatal Tam Teknikleri

Invaziv prosediirler fetal hiicre veya dokularin direk olarak incelenmesini
saglamaktadir. Sitogenetik, molekiiler ve biyokimyasal yontemler siklikla kullanilan
invaziv prenatal tanida kullanilirlar. Gebelik i¢in 6nemli derecede risk olusturdugu igin

tiim endikasyonlar ve kriterler goz 6niinde bulundurulmalidir.*

2.3.1.1. Koryonik Villiis Orneklemesi

CVS ilk defa 1970’lerin ortalarinda Cin’de tammlanmistir. 1980°lerin basinda ise
tim diinyada kullanilmaya baslanmistir. CVS plasental dokunun aspirasyonu olarak
tanimlanabilir. Aspirasyon gebeligin 10-13. haftalarinda ultrason esliginde perkutan

90,91 .
" Onuncu haftadan once

transabdominal veya transvajinal/transservikal olarak yapilir.
CVS'in embryoda deformitelere sebep olmasi, vaginal kanama, enfeksiyon ve maternal
hiicre kontaminasyon riskinin yiiksek olmas1 nedeni ile, 11. gebelik haftasindan itibaren
transabdominal CVS tercih edilen yontem olmustur.”> Genel olarak CVS sonras diisiik
riski % 0,5 - % 1,0 arasindadur.”’

Koryon villus orneklemesinde gz Oniinde bulundurulmasi gereken bir konu

maternal hiicre kontaminasyonudur. Her CVS uygulamasindan sonra hemen uygulanan
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ayirma yontemi ile bu risk tamamen bertaraf edilmelidir. Bu risk, yapilan calismalarda
% 1 olarak verilmektedir. Koryon villus 6érneklemesinde karsilagilan problemlerden biri
de plasentaya siirli mozaizmdir; embriyogenez esnasinda ekstraembriyonik dokularda
nondisjunction sonucu andploidi meydana gelmesi ancak fetiiste mevcut olmamasi
durumudur. Koryonik villus drneklemesinde kromozomal mozaizm goriilme sikhigi
ortalama % 1 olarak bildirilmektedir. Bu durumda tam amniyosentez ya da fetal kan

Orneklemesi ile doglrulanmahdlr.g2

2.3.1.2. Amniyosentez

Amniyosentez fetal kromozomal patoloji arastirilmasinda en sik kullanilan
invaziv tan1 yontemidir. Amniyosentez ince bir igne ile annenin abdominal duvarindan
gecilerek, gebelik kesesi igerisinden amniyon sivisimin aspirasyon islemidir. Steele ve
Breg’in 1966 yilinda amniyotik siv1 kiiltiiriinde karyotipleme yapmay1 basarmalarinin
ardindan, 1967 yilinda Jacobson ve Barter basarili amniyosentez vakalarini
yaymlamiglardir. Bu gelismelerden sonra amniyosentez fetal genetik tanida kullanilan
en 6nemli girisim olmustur.”> Amniyosenyez islemi gebeligin 15-18. haftalarinda
yapilmaktadir. Bu donemde laboratuvar hata oranlarini en aza indirecek yeterli sayida
fetal hiicre elde edilebilecek sekilde 20 mL’ye ulasan miktarlarda amniyon sivis1 elde
edilebilir.” Gebeligin 15-18. haftalarinda yapilan amniyosentez sonrast diisiik riski %

0,25-% 0,50 arasindadir.”

2.3.1.3. Kordosentez (Perkutan Umbilikal Kan (")rneklemesi)

il defa Daffos ve ark. tarafindan 1983 yihnda tanimlanmistir.'' Gebeligin 18.
haftasindan itibaren ultrason egliginde umbilikal venden kan alinmasi islemidir.*
Prenatal tam i¢in kordosentez hizli fetal karyotipleme, fetal hematolojik hastaliklarin
degerlendirilmesi, fetal enfeksiyonlarin saptanmasi (kiiltiir veya molekiiler tipleme ile)
ve fetal aneminin transfiizyon ile tedavisinde kullanilir. En sik goriilen komplikasyonlar

amniyonit ve transplasental hemorajidir.*'

2.3.2. Prenatal Tamida Altin Standart: Fetal Karyotip Analizi
Standart karyotip analizi 23 c¢ift kromozomun sayisal ve yapisal olarak

incelenmesi anlamina gelir. Kromozom anomalilerinin en sik goriilenleri ayrilma
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hatalar1 ile iligkilidir ve anne yas1 ile sikliklar1 artar. Tiim hiicrelerde veya mozaik
sekilde fazladan bir kopya olusumu veya bir kromozom kayb1 ile sonuclanirlar ve
kolayca tespit edilebilirler.®

Lenfositler, amniyon s1visi, koryonik villiis, deri ve fibroblast iceren diger dokular
spontan boliinme hiz1 diisiik olan hiicrelerdir. Once kiiltiire edilerek yapay uyaricilarla
mitoz boliinmeye sokulur, cogaltilir ve daha sonra sitogenetik c¢aligmalar igin
kullanilirlar. Kiiltiirlere mitozu durdurmak i¢in kolgisin ya da demekolsin eklenir.
Ardindan hiicre fazina hipotonik soliisyon eklenerek kromozomlarin birbirlerinden
ayrilmast saglanir ve fiksatif ile yikanir. Daha sonra elde edilen hiicre fazi lamlara
yayilarak boyanir. Normal kromozomlarin tanimlanmas1 ve anormalliklerin tespiti i¢in
elde edilen preparatlarin cesitli boyalar kullanilarak bantlama islemi yapilir.”**>

Tam karyotip analizi, onemli 6l¢iide teknik uzmanlik gerektirir. Laboratuvarla
ilgili teknik gelismelere ve kismi otomasyona ragmen, isgiicli maliyetleri hala dnemlidir
ve bir uzmanin giivenli bir sekilde iistesinden gelebilecegi analiz sayisi stirhdir.®

Fetal hiicre kiiltiirii ve analizin tamamlanmasi i¢cin gereken siire 10 ila 21 giin
arasindadir. Bu siirecin genellikle psikolojik olarak agir bir yiik oldugu diisiiniilir ve
patolojik bir tamyr takiben gecikmis gebelik sonlandirilmalari ile sonuclanir. Bazi
ilkelerde kromozom anomalilerinin ilk trimester tarama ve tamisina yonelik
gerceklestirilen degisiklikler, daha ¢ok zaman faktoriiniin tistesinden gelmek amaciyla

yapilan g'urisimlerdir.83

2.3.3. Floresan in situ Hibridizasyon

Karyotip analizi klinik sitogenetik alaninda temel yontem olmasina ragmen son 20
yil igerisindeki Onemli teknik ilerlemelerden bir tanesi FISH ydnteminin
gelistirilmesidir.*®

Sitogenetik calismalarda kromozomlar metafazda degerlendirilirken kiiltiir
edilmemis amniyositlerdeki (interfazda) kromozomlar geleneksel karyotiplemede
goriintiilenemezler. FISH  teknigi, bolinmeyen interfaz hiicrelerinde bile
kromozomlardaki belirli niikleik asit dizilerinin tanimlanmasini saglar. Boylece hiicre
kiiltiirii gereksinimini ortadan kaldirarak daha hizli bir tani saglar.”®®’

FISH, secilen kromozomlarm belirli bolgelerine 6zgiin floresan isaretli DNA

dizilerinin (prop) DNA ile hibridizasyonunu ifade eder.®* Once prop ve hedef bolge c¢ift
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iplikli DNA’lar1 1sitma iglemi ile tek zincir haline getirilir. Ardindan hibridizasyon
gerceklesir, proplar ve hedef bolgenin tamamlayici tek iplikli dizileri baglanir.
Hibridizasyon sonrast yikamanin ardindan proplar floresan miskroskobu ile
goriintiilenirler.”®  Anoploidiler icin fetal hiicreler floresan miskroskobu ile
incelendiginde, normal olgularda analiz edilen kromozomlarin her biri i¢in iki nokta
goriintiilenirken, trizomiler ekstra bir nokta varligi ve monozomiler bir noktanin
yoklugu ile belirlenir.*’ Andploidilerin tespitinde ticari olarak mevcut kitler kullanilarak
FISH’in son derece duyarli ve ozgiil bir yontem oldugu ¢ok sayida calismada
gbsterilmistir.87

Interfaz hiicrelerinin FISH ile analizi hiicre kiiltiiriine ihtiyac1 ortadan kaldirir ve
tiim sitogenetik degerlendirmeden dnce baslangigta hizli bir tarama saglar, boylece tani
icin gerekli zamam azaltabilir. Fakat bu teknik nisbeten yogun emek ve teknik uzmanlik
gerektirir. Ayrica dengeli yeniden diizenlenmeleri ve kullanilan prop setine karsilik
gelen tamamlayic1 dizilerden baska kromozomal segmentleri igeren dengesiz
bozukluklar1 tespit edemez. Prenatal olarak tan1 konabilen major andploidiler 13, 18, 21
otozomal kromozomlar ile cinsiyet kromozomlarini icermekte, ancak diger anoploidiler,
mozaiklik ve yapisal anomaliler FISH ile tanimlanamamaktadir. Ayrica disi fetuslarda
maternal kontaminasyonu aciklayamamasi, maliyetinin yliksek olmasi, daha fazla 6rnek

gerektirmesi gibi dezavantajlara sahiptir.”*'*

2.3.4. Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu

QF-PCR, floresan isaretli primerler kullanarak kromozom spesifik polimorfik
mikrosatellit belirleyicilerin cogaltilmasini, bunu takiben spesifik kromozom
materyalinin diizensizliklerini ve/veya kopya sayisi belirlemek icin bir genetik
analizérde {iiriinlerin kantitatif analizini i(;erir.m1 Bu yaklagim ilk defa X kromozom
anoploidisinin tamimlanmas1 icin kullamlmis, daha sonra diger sik goriilen
anoploidilerin tanisin1 kapsayacak sekilde degistilrilmistir.m2 Anoploidilerin tanisi i¢in
STR belirtegleri kullanilarak QF-PCR analizi ilk defa 1993 yilinda Mansfield tarafindan
yaptlmistir.'” 1993’ten bugiine STR dizileri kullanilarak QF-PCR analizi ile secilmis
kromozom andploidilerinin hizli ve kesin tanisinin gerceklestirildigi bir cok calismada

104,105

gosterilmistir. Bu calismalarda QF-PCR’1n geleneksel sitogenetik caligmalar ile
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yanlig pozitiflik olmadan ve cok diisikk yanlis negatif oranlar1 ile olduk¢a uyumlu

oldugu belirlenmistir.*>'°*'%”

2.3.4.1. Prensip

QF-PCR yontemi her kromozom icin 0zgiil ve son derece polimorfik STR
belirteclerin varligma dayanir. Mikrosatellit veya basit dizi tekrarlar1 olarak bilinen
STR, 2-7 baz uzunlugunda tekrar birimlerinden olusan DNA dizileridir. Bir STR
lokusunun polimorfik karakteri alleller arasindaki ardisik tekrarlayan birimlerin
sayisinin farkliligindan kaynaklanir. Boylece polimorfik STR amplifikasyonu farkli
uzunluklarda PCR iiriinii ile sonuclanir. Bu nedenle, bireylerin biiyiik bir kismi bu
belirteclerin her biri i¢in heterozigot olacaktir. Bir ornekteki allellerin sayisi, her
kromozoma 06zgli STR belirteglerinin floresan isaretli primerler kullanilarak
amplifikasyonu ve takiben PCR iiriinlerinin otomatik DNA dizi analizériinde kantitatif
analizi ile belirlenebilir. Normal bireylerden alinan 6rneklerde, PCR iiriinleri her bir
0zgiin STR lokusunda bulunan 2 allele karsilik gelen benzer floresan yogunlugunda ve
1:1 oraninda iki pik gosterecektir. Polimorfizmin derecesine bagl olarak bazen herhangi
bir STR belirteci icin homozigot olan durumlar gozlenebilir. Trizomik 6rnekler ya 1:1:1
oraninda floresan yogunlugu olan 3 pik ya da 2:1 oramnda floresan yogunlugu olan 2
pik olustururlar (Sekil 3). Ug pikten olusan triallelik patern 3 farkli STR allelin varligini
gosterirken, iki pikten olusan diallelik patern ise iki ©zdes allel ve iiclincti farkll bir
allele karsilik gelir. Andploidilerin sik goriildiigi kromozomlarin her biri i¢in 6zgiin

birkag belirtecin kullanilmasi ile non-informatif sonug elde edilme olasilig1 diisiiktiir.'"®

2.3.4.2. Analiz

Ornek DNA floresan primerler kullanilarak amplifiye edilir. Gene-Scan Analiz
yazilimina sahip otomatik DNA dizi analizi cihazi kullanilarak tekrar uzunluklar1 pik
alanlar1 seklinde kantitatif olarak belirlenir.**

Genescan analiz, PCR 6rneklerinin icerdigi belirli dizilerin miktarmi ve boyunu
karsilagtirmak i¢in kullanilan kapiller elektroforez yontemidir. Bu cihazlar anot ve katot
kutuplar arasinda uzanan bir kapiller, sicaklig1 sabit tutacak bir 1sitict bolge ve anot uca
yakin bir bolmede lazer 151k kaynagi ile CCD kameradan olusur. Kapillerin igine

polimer dolduran bir siringa ve her iki kutupta elektrik gecirgenligi saglayacak tampon
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hazneleri bulunmaktadir. Her bir ornek icin yeniden polimerle doldurulan kapiller,
ornek tiiptine girdiginde PCR ile cogaltilmis ve denatiire edilmis DNA fragmanlarini
elektrokinetik yontemle kapiller icerisine alir ve bu asamadan sonra sabit voltaj ve sabit
sicaklikta anot kutba dogru hareket eden DNA fragmanlar1 kapillerin silika ile
kaplanmamis bolgesinden gegerken lazer 1s181m1 baglandiklari primerin rengine gore

degisik dalga boylarinda yansitarak CCD kamera tarafindan algilanrlar.'®

IZTD 200

M Heterozigot
Mormal 1:1

Jl Homozigot
Non-informatif

i } ,\_ﬂ Trizomik
Triallelik 1:1:1

Trizomik
Diallelik 2:1

Sekil 3. STR belirtecleri kullanarak QF-PCR analizi ile trizomilerin tespiti88
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DNA'nin algilayict sistem tarafindan taninmasi floresan boyali primerler
sayesinde olmaktadir. Bu amacla primerler doért ve daha fazla, farkli renkte floresan
boya ile boyanmaktadir. Uygun bilgisayar yazilimi tarafindan degerlendirilen bu veriler
ekranda biiyiikliik ve yogunlugu ifade eden pikler seklinde belirir. Bu pikler bahsedilen
yazilim tarafindan daha ©Once bu yazilima tanitilan floresan boyali ve fragman
biiyiikliigii bilinen standartlarla karsilagtirilarak degerlendirilmektedir. 109

QF-PCR analizinde her kromozom i¢in en az 4 STR belirteci kullanilmalidir
(Tablo 6). Analiz tasarlanirken multipleks PCR’in temel ilkeleri goz Oniinde
bulundurulmalidir. Primerler 22 bg¢’den uzun olmamali, tekrarlayan dizilerin
homolojisinden ve primer dimer etkilesimlerinden kacinilmalidir. Golge bantlarin
(stutter; gercek allel boyutundan daha kiigiik, 1-3 tekrar tiniteleri olan ¢ogaltilmig
diziler) olusumunu 6nlemek icin 3-6 niikleotidlik tekrarlayan diziler kullanimalidir.
Ayrica tim  belirtecler kullanilan  popiilasyonda  yiiksek  heterozigotluk

N c e 110,111
gostermelidir.” ™

Tablo 6. Andploidilerin tamsinda kullamlan baz STR belirtecleri® 3>

Adi Boyut Primer dizisi

GGC ACC CAG TAA AAA ATT ACT (F)
CTG TCT GTC TGT CTG TCT ATC (R)
ATG ATG AAT GCA TAG ATG GAT G (F)
AAT GTG TGT CCT TCC AGG C (R
D21S1435 163-187 CCC TCT CAA TTG TTT GTC TAC C (F)
GCA AGA GAT TTC AGT GCC AT (R)
CGG AGG TTG CAG TGA GTT G (F)

D21S1414 >291

D21S1411 >239

D21S1412 384-414
GGG AAG GCT ATG GAG GAG A (R)
D18S391 182 CTG GTT TTC GTC TTG AGA AG (F)
CAC TAT TCC CAT CTG AGT CA (R)
D18S535 126-156 TCA TGT GAC AAA AGC CAC AC (F)
AGA CAG AAA TAT AGA TGA GAA TGC A (R)
D18S386 330.387 TCA GGA GAA TCA CTT GGA AC (F)

TCC ATG AAG TAG CTA AGC AG (R)
D18S499 150-178 CTG CAC AAC ATA GTG AGA CCT G (F)
AGA TTA CCC AGA AAT GAG ATC AGC (R)
CAA AGA GTG AAT GCT GTA CAA ACA GC (F)

D18S1002 286-318

CAA GAT GTG AGT GTG CTT TTC AGG AG (R)
DI8SS58 193211 AGC TGG AGA GGG ATA GCAT T (F)

TGC ATT GCA TGA AAG TAG GA (R)
D13S631 189-223 GGC AAC AAG AGC AAA ACT CT (F)

TAG CCC TCA CCA TGA TTG G (R)
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Tablo 6 devanm. Andploidilerin tamsinda siklikla kullamlan STR belirtecleri

Adi Boyut Primer dizisi
D13S634 > 375 TCC AGA TAG GCA GAT TCA AT (F)
CCT TCT TCT TCC CAT TGA TA (R)
D13S258 230-267 ACC TGC CAA ATT TTA CCA GG (F)
GAC AGA GAG AGG GAA TAA ACC (R)
D13S305 430-465 GCC TGT TTG AGG ACC TGT CGT TA (F)
TGG TTA TAG AGC AGT TAA GGC AC (R)
D13S742 > 364 TCC AGC CTG GTC AAC ACAG (F)

TCC AGA CTT CCC AAT TCA GG (R)
ACG CCA CTT TTC TAA ATG CC (F)

D13S628 > 247
GGA GTA ACA AAT AGC AAG GCT (R)
AMXY X432.Y-250 CTG ATG GTT GGC CTC AAG CCT (F)
ATG AGG AAA CCA GGG TTC CA (R)
X2 189-242 TAA TGA GAG TTG GAA AGA AA (F)
CCC ATT GTT GCT ACT TGA GA (R)
SBMA 142-178 TCC GCG AAG TGA AGA AC (F)
CTT GGG GAG AAC CAT CCT CA (R)
DXS6803 106-125 GAA ATG TGC TTT GAC AGG AA (F)
CAA AAA GGG ACA TAT GCT ACT T (R)
DXS6809 240774 TGA ACC TTC CTA GCT CAG GA (F)
TCT GGA GAA TCC AAT TTT GC (R)
DXS8377 203245 CAC TTC ATG GCT TAC CAC AG (F)
GAC CTT TGG AAA GCT AGT GT (R)
SRY 248 AGT AAA GGC AAC GTC CAG GAT (F)

TTC CGA CGA GGT CGA TAC TTA (R)

2.3.4.3. Sonuclarm Yorumlanmasi

Analiz sonuglarinin kantitatif degerlendirmesi, elektroforetogramdaki 6zgiil pik
Olctimleri ile yapilir. Allel oranlarin1 hesaplamak i¢in pik alani, pik yiiksekligi veya her
iki Ol¢lim birlikte kullanilabilir. Allel oran1 hesaplanirken boyu daha kisa olan allelin
alan/yiiksekligi daha uzun olan allelinkine boliiniir.'"

Normal heterozigotlarda allel oramt 0,8-1,4’ti gegmemelidir. Ancak 24 bg¢’den
daha fazla ayrilmis olan alleller icin, allel oran1 1,5’e kadar normal kabul edilebilir.
Trizomik olgularda ise, 0,45-0,65 ya da 1,8-2,4 (~1:2/2:1) oram1 gosteren iki pik
(trizomik diallelik) ya da floresan yogunluklar1 esit (~1:1:1) ii¢ pik (trizomik triallelik)
goriiliir. Allel oranlar1 verilen sinirlarin disinda kalan (0,65-0,80 ile 1,4-1,8 arasinda)
degerler, trizomiyi gostermeyen ekstra piklere sahip belirtecler (pik alanlarinin farkl
olmas1 gibi) ve siradig1 golge bantlar gibi nadir 6zellikler sergileyen belirtecler yetersiz

101,110
olarak siniflanir.”
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Sonuclar yorumlanirken 6nemli bir nokta ise bir kromozomdaki tiim belirteglerin
tutarlilik gostermesidir. Herhangi bir STR belirtecinde sadece bir allel bulunmasi
homozigotlugu gosterir ve non-informatif olarak tanimlanir. Bir sonucun normal olarak
degerlendirilebilmesi i¢in en az iki informatif STR belirtecine ihtiya¢ vardir. Bu, primer
bolge polimorfizmleri ve/veya somatik tekrar kararsizliginin sebep olacagi yanlis tani
riskini en aza indirir.'”""'%'"® Non-informatif olarak belirlenen kromozom icin diger
STR belirtecleri kullanilarak tekrar analiz yapllabilir.m8

Eger, sadece bir belirte¢ normal diallelik patern gosteriyor ve diger belirtecler
normal bir kromozom komplemaniyla uyumlu sekilde non-informatif ise, raporda
sonucun tek belirtec sonucuna dayandigi ve bu sonucun teyit edilmesi gerektigi
belirtildigi takdirde, tek belirteg sonuglarmi rapor etmek kabul edilebilir.' '

Bir sonucu anormal olarak degerlendirmek i¢in, diger belirteclerin non-informatif
olmasina ragmen, triallelik genotiple uyumlu en az iki informatif belirte¢ sonucu

gereklidir. Yalmzca bir belirtecle gosterilen bir sonucu anormal olarak degerlendirmek

kabul edilemez.'"°

2.3.44. Avantajlan

Anoploidilerin hizli tamisinda STR belirteclerinin ve QF-PCR analizinin
kullanilmasimin tamsal degeri bircok calismada degerlend'1rilmi§tilr.105 FISH analizi ile
karsilagtirildiginda QF-PCR’in  klinik uygulamasi, se¢ilmis major kromozom
anomalilerini teshis edebilmesi agisindan ayni sinirlamalara sahiptir. Fakat klinik

kullanilabilirligini artiran birka¢ avantaji vardur,'0"104112

Floresan primerlerle PCR
amplifikasyonu hibridizasyondan daha duyarlidir. Aym1 zamanda kii¢iik miktarlarda
DNA ile calisildiginda daha giivenilir ve tekrarlanabilirdir.'™

En 6nemli avantajlarindan biri orneklerin kisa siirede analiz edilebilmesidir. DNA
ekstraksiyonu, PCR amplifikasyonu ve analiz, floresan tiriinlerin goriintiilenmesi i¢in
hizl1 bir DNA tarayic1 kullanilarak bir 6rnek 6 saat icinde (;ahsllabilir.m5

QF-PCR analizi i¢in FISH’e gore daha kiigiik miktarlarda 6rnek yeterlidir.***%1%
Test icin az bir miktara ihtiya¢c duyulmas1 QF-PCR’1, yavas iireyen veya kontamine
sitogenetik kiiltiirler gibi, daha 6nce hizli tan1 planlanmamis vakalarda da uygulanabilir

kilar. Etkinligi gebelik haftasindan etkilenmez. 104
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QF-PCR maliyet acisindan FISH’e gore daha uygundur.87 FISH teknigi, yogun
emek gerektirir ve floresan problar pahalidir. QF-PCR ile toplam maliyet FISH’in 1/3’ii
kadardir."”® Bu nedenle bu yontem kulanilarak sinirli sayida ornek analiz edilebilir."™*
QF-PCR ile es zamanh olarak ¢ok daha fazla sayida ©rnegin analiz edilmesi
miimkiindiir.*” Yontem otomatize edilebilir ve 96 6rnek aym anda caligilarak sonuglar
ayn1 giin verilebilir.”®

Yontemin en Onemli avantajlarindan bir tanesi de maternal hiicre
kontaminasyonunun tespit edilebilmesidir. Hedef kromozomlar icin ekstra alleller
goriilmesi veya pikler arasinda beklenenin disinda oranlarin bulunmasi maternal hiicre
kontaminasyonu icin karakteristik 6zelliklerdir. Bu baglamda, QF-PCR diger bir¢ok
DNA tabanli yontemden cok daha az hata gosterme egilimindedir. Bu durumda, dogru
tan1 genellikle anne kan Ornegi profili ile dikkatli karsilastirilma sonucunda elde
edilebilir.***® FISH’in aksine, maternal hiicre kontaminasyonunun neden olabilecegi
yanlis tam ihtimali QF-PCR ile oldukga diisiiktiir ve bir yontemin etkinligi ve klinik
kullanim1 i¢in en Onemli parametre olan saptama oranlar1 buna baglh olarak

artmaktadir.' '

2.3.4.5. Dezavantajlar

QF-PCR yontemi, yalmzca secilmis kromozom anomalilerini tespit edebilmesi
yoniiyle FISH’le ayn1 sinirlamalara sahiptir.m’115 Sadece 13,18,21. kromozomlar ile
cinsiyet kromozomlar1 analiz edildigi i¢in en sik goriilen bu andploidilerin tanisi
miimkiin olmaktadir. Klinik olarak 6nemli kromozom anomalilerinin 1/13’{ine QF-PCR
ile tan1 konamadigi belirlenmistir. Bununla beraber QF-PCR, dengeli kromozom
yeniden diizenlenmeleri ve anormal hiicre sayis1 % 30’un altinda olan mozaiklikleri de

tespit etmekte basarisizdir.*'"°

2.3.4.6. Giivenilirligi

Nicolini ve ark.* prenatal tanida kromozom anomalilerinin tanisinda QF-PCR’1n
dogruluguna dair 2004’e kadar yapilan caligmalar1 gbzden gecirmistir. Tablo 7°de
simdiye kadar yaymlanan ve Medline’da yer alan bu calismalardan trizomi 21’e iligkin

sonuclar1 gdstermektedir.
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Tablo 7. QF-PCR ile anéploidilerin prenatal tanisina iliskin caliymalarin sonuclar®

Referans Analiz edilen 6rnek Teshis edilen trizomi sayis1 /
sayisi Gergek trizomi sayisi

Verma ve ark.'”? 2139 32/33

Pertl ve ark.'® 247 20721

Pertl ve ark.'" 52 5/8

Schmidt ve ark.'” 662 14/15

Levett ve ark.''® 5000 98/102

Voglino ve ark.'"’ 1653 190/190

Bili ve ark.'® 1084 19/22

Mann ve ark.® 5090 296/296

Cirigliano ve ark.** 3478 93/93

Leung ve ark."' 235 57157

Curcio ve ark.'” 1277 42/42

Andonova ve ark.'” 472 12/12

Quaife ve ark.'** 1115 36/36

Toplam 22504 914/927 (% 98,6)

Tim orneklerde QF-PCR, altin standart olarak goriilen geleneksel sitogenetik
analizle kombine olarak kullanilmigtir. QF-PCR farkhi fetal dokularda (amniyon sivisi,
koryonik villiisler, fetal kan ve gebelik sonlandirilmalarindan sonra elde edilen fetal
dokular) uygulanmig ve analiz edilen her kromozom igin en az iki belirteg
kullanllmlstur.83

Tablo 7’de yer alan 13 c¢alismada toplam 22504 ornek gozden gegirilmistir.
Secilmis kromozomlarin (13, 18, 21, X ve Y) andploidilerinin QF-PCR saptama
oranlart % 98,6 bulunmustur. Trizomi 21°li olgular arasinda bu oranin % 99,5 (548/551)
oldugu goriilmektedir. Yanlis negatiflik orani cinsiyet kromozom anomalilerinde
digerlerine kiyasla daha yiiksek bulunmustur.®

Dengesiz yapisal anomali i¢ceren dokuz kromozomdan dordii teshis edilebilmistir.
QF-PCR; dort halka kromozomu (ikisi kromozom 21, ikisi kromozom 18) ve
kromozom 21’e ait bir tane dengesiz translokasyonu teshis edememistir. Mozaikliklerin
yalmzca % 45’ine (anormal hiicre oraminin %30’dan fazla oldugu Ornekler) dogru
olarak tani konmustur.83

Pek ¢ok calisma QF-PCR’la sonu¢ elde etmedeki basarisizik oranlarimi

bildirmemislerdir. QF-PCR’1n tek bagina kullanilmasiyla, test edilemeyen kromozomlar
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arasinda klinik olarak anlamli ka¢ anomalinin gozden kagtigim bildiren yalnizca birkag

112,117-119,121,123,124
calismavardir.

Bu verilere gore 9189 6rnek icinde 386’sinda mozaik
olmayan otozomal kromozomal anomali goriilmiis ve bunlarin 26’s1 teshis
edilememistir. Bu; her 15 anormal karyotipten birinin ve analiz edilen 353 Ornekten
birinin tanisinin gézden kagmasi1 demektir. Trizomi 13,18 ve 21 tanmisindaki hatalar da
gbz Oniine almacak olursa (6/853) analiz edilen 13 Ornekten birinin tanisinin gézden

kactig1 anlamina gelir.83

2.3.5. Multipleks Ligasyon Prop Amplifikasyonu

MLPA, bir 6rnegin tek bir reaksiyon tiipiinde 50 kadar farkli genomik DNA veya
RNA dizisindeki kopya sayisinin tespitini saglayan bir multipleks PCR yontemidir.*®

MPLA icin tipik olan hedeflenen dizilerin degil, MLPA proplarinin hedef diziyle
hibridizasyonunun ¢ogaltilmasidir. Herbir MLPA probu iki adet floresan isaretli
oligoniikleotitten olusur. Bu oligoniikleotitler hedef diziye yakin bir sekilde hibridize
olurlar. Hibridizasyondan sonra oligoniikleotitler ligaz tarafindan birlestirilirler.
Boylece prop PCR ile amplifiye edilebilir. Tiim proplar sonlarinda benzer PCR primer
dizileri tagir. Bu da bir primer ¢ifti ile es zamanli PCR amplifikasyonu saglar. Amplifiye
edilen idirtinler 130 ile 480 b¢ arasindaki uzunluklarda degisir. Kapiller elektroforez ile
bu fragmanlar uzunluk ve floresan yogunluklarina gore ayrilirlar. Spesifik
amplifikasyon iiriiniiniin relatif miktar1, probun (dolayis1 ile hedef genin) kopya sayis1
ile iligkilidir.*’

Sonuclar normal kontrollerle karsilagtirilarak allel kopya sayis1 seklinde verilir.
Eger oran birse bu lokustaki DNA miktar1 kontrol DNA ile aynidir, yani diploiddir.
Allellerin birinin yoklugunda oran 0,7’den kiigiik, allellerin duplikasyonunda ise oran
1,3’ten biiyiik olacakuir.®®

Yapilan bircok ¢alismada MLPA’nin normal ve mozaik olmayan anéploidilerin
tanisinda giivenilir sonuglar elde ettigi gbsterilmistir.lzs'm Tiirkiye’de Yurdakul ve
ark.’nmin yaptig1 calismada da testin duyarlii@n % 97 ve ozgiilliigi % 100 olarak

belirlenmistir."?'
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alindiktan
sonra Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuvarma
Haziran 2009-Mayis 2011 tarihleri arasinda rutin analiz i¢in basvuran birinci ve ikinci
trimester tarama testleri incelendi.

Birinci trimester taramasi i¢in CRL 6l¢iimleri esas alinarak saptanan gestasyonel
yas ile serum serbest B-hCG ve PAPP-A verileri ve NT ol¢iimii, ikinci trimester
taramasi i¢in ise BPD Olciimleri esas alinarak saptanan gestasyonel yas ile serum serbest
B-hCG ve AFP verileri degerlendirildi. Biyokimyasal belirtecler Zamana Bagli Kryptat
Emisyonu (TRACE) teknolojisini kullanan ve olgiilecek olan analit ile kompleks
olusturarak floresans veren maddeler arasinda non-radyoaktif enerji sinyal transferine
dayali immiinometrik bir yontem ile ¢alisan Kryptor (B.R.A.H.M.S., Almanya) cihaz1
ile olgiildii. Risk hesaplamas1 birinci trimester icin paket tarama programi Viewpoint
(GmbH, Almanya), ikinci trimester i¢in paket tarama program SsdwLab5 (SBP Soft
2007, Ispanya) ile yapildi. Gebelik haftalarina gore olgularin biyokimyasal belirtegler
diizeyleri normal gebe populasyonundaki belirte¢ diizeylerinin medyan degerleri ile
karsilastirilarak MoM degerleri hesaplandi. Her olgu icin maternal yasa bagli trizomi
riski ve hesaplanmis trizomi riski belirlendi. Hesaplanmis risk birinci trimester
taramasinda beklenen dogum tarihindeki anne yasi, NT ve serum biyokimyasina bagl
olarak, ikinci trimester taramasinda ise anne yasi ve serum biyokimyasina baglh olarak
hesaplandi. Risk esik degeri, Down sendromu i¢in 1:300, trizomi 13-18 i¢in 1:100
olarak kabul edildi.

hPL’nin fetal trizomiler i¢in birinci ve ikinci trimesterde maternal serum belirteci
olarak kullanilip kullanilamayacagini belirleyebilmek icin Oncelikle tarama testinde
trizomi riski diisiik olan gebelerde hPL’nin medyan degerleri belirlendi. Gebelik yast ile
Olciilen hPL degerlerinin verdigi regresyon dogrusu ile gebelik yasina uygun medyan
degerleri hesaplandi. Belirlenenen bu medyan degerleri tarama testi pozitif olan
olgularin serum hPL MoM diizeylerini hesaplamak icin kullanildi.

Tarama testi pozitif bulunan gebelere prenatal tami yapilip yapilmadigi takip

edildi. Hasta bilgilerine oncelikle invaziv islem kayitlar1 yoluyla ulagildi. Eksik kalan
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bilgiler hastane arsivinden tamamlandi. Tarama testi pozitif bulunan ve Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Kliniginde CVS, amniyosentez
veya kordosentez yapilmis olan gebelerde ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dalina hemoglobinopatilerin prenatal tamsi i¢in bagvuran 35 yas

ve iistii gebelerde CVS materyallerinden QF-PCR ile andploidi analizi yapild1.

3.1. Serum hPL Diizeyi Olciimii

hPL konsantrasyonlar1 hPL enzim immunoassay ELISA test kiti (DRG
Instruments GmbH, Almanya) kullanilarak dl¢iildii. DRG hPL kiti sandvi¢ prensibine
dayali bir kat1 faz ELISA analizidir. Kuyucuklar, hPL molekiiliindeki ©6zgiin bir
antijenik bolgeye yonelik monoklonal antikorlar ile kaplhdir. Bir miktar hasta 6rnegi
enzim konjugat (peroksidaz ile konjuge edilmis anti-hPL antikorlar) ile bu
kuyucuklarda inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi baglanmamis olan konjugat
yikanir. Baglanan peroksidaz miktar1 Ornekteki hPL konsantrasyonu ile dogru

orantiidir.

3.1.1. hPL Kitinin icerdigi Gerec ve Soliisyonlar
= Monoklonal anti-hPL antikorlar kapli kuyucuklar iceren 96 testlik (12x8) plate
= Standartlar; 1,25-5,0-10,0-20,0 mg/dL’lik konsantrasyonlarda 4 adet standart
(0,5 mL)
= Zero standart; Ornekleri seyreltmek icin de kullanilan 0 mg/dL’lik standart (90 mL)
= Enzim konjugat; peroksidaz ile konjuge edilmis anti-hPL antikorlar1 (11 mL)
= Substrat soliisyonu; Tetrametilbenzidin (14 mL)

= Stop soliisyonu; 0,5 M H,SO, (14 mL)

3.1.2. Test Protokolii
* Ornekler zero standart ile 1:100 oraninda sulandirilir. Her ornek igin 1 mL zero
standart ve 10 uL serum karistirilir.
= Kuyucuklara tiim standart ve diliie edilmis 6rneklerden 10’ar pL konur.
= 100 puL enzim konjugat eklenir ve 10 saniye karigtirilir.

= 30 dakika oda sicakhiginda inkiibe edilir.
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= Kuyucuklarin icerigi hizli bir sekilde silkeleyerek bosaltilir ve 5 kez distile su ile (her
kuyucuk i¢in 300 uL) yikanir.

= Kuyucuklara 100 uL substrat soliisyonu eklenir.

= 10 dakika oda sicakhginda inkiibe edilir.

= 50 uL stop soliisyonu eklenerek enzimatik reaksiyon durdurulur.

= Plate, ELISA okuyucusunda 450+10 nm dalga boyunda okunur.

3.2. QF-PCR Analizi

CVS, amniyosentez veya kordosentez materyallerinden genomik DNA izole
edilerek andploidi tayini icin Aneufast (molGENTIX, Ispanya) QF-PCR kiti kullanild1.
Amplifiye edilen iiriinler Applied Biosystems 3130 Genetik Analizorii ile analiz edildi.

Kit secilmis mikrosatellitler ve Amelogenin-SRY bolgelerinin amplifikasyonu
icin 6 adet multipleks STR belirte¢ seti icermektedir. Iki set (S1 ve S2) dncelikli olarak
kullanilarak tek bir elektroforezde analiz edilebilir. Kromozoma 6zgii 4 belirte seti
(MXY, M21, M18 ve MI13) ise S1 ve S2’deki belirteclerin informatif olmamasi
durumunda yedek olarak kullanilir.

Aneufast QF-PCR Kiti, otomatik DNA fragman analizi icin bes-boyal1 floresan
sistemi kullanir. Bu sistem, ayn1 anda on bes lokusun multipleks amplifikasyon ve
kapiller elektroforezini saglar. Florokromlar GS-50-LIZ boyut standardi ile birlikte
kullanilmak iizere 6-FAM, VIC, NED ve PET icermektedir.

3.2.1. DNA izolasyonu

3.2.1.1. Amniyon Sivisindan DNA izolasyonu

Chelex 100 (InstaGene Matrix, BIO-RAD) kullanildi. DNA izolasyon asamalari
asagidaki sekildedir;
= Amniyon sivisi bir ependorf tiipiine konur ve 5 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilir.
= Hiicrelerin miktarina gdre 50-350 pL Chelex eklenir ve 10 saniye vortekslenir.
= 99°C’de 8 dakika inkiibe edilir.
= 10 saniye vortekslenir ve 2 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilir.
= Siipernatanda bulunan genomik DNA, PCR i¢in hazirdir.

38



3.2.1.2. CVS’ten DNA izolasyonu

High Pure PCR Template Preparation kiti (Roche, Almanya) kullanilarak
gerceklestirildi. Yontemde hiicreler Proteinaz K ve kaotropik tuz (guanidin-HCI) ile
kisa bir inkiibasyon ile parcalanir. Hiicresel niikleik asitler filtre tiipiindeki 6zel cam
fiberlere baglanir. Baglanan niikleik asitler hizli yikama basamaklar1 ile hiicresel
bilesenlerden temizlenir. Son olarak, diisiik tuz eliisyonu cam fiberden niikleik asitleri
serbest brakir.

High Pure PCR Template Preparation kiti ile CVS’ten DNA izolasyonu asagida
belirtilen sekilde gerceklestirilmistir;
= Koryonik villiis 6rnekleri disseksiyon mikroskobu yardimi ile maternal dokulardan
temizlenir.
= 1,5 mL’lik ependorf tiipiine konulan koryonik villiisler tizerine 400 pl CVS tamponu
eklenir, 37°C’de bir gece beklemeye birakilir.
= 350 pL ornek iizerine 350 uL binding tampon ve 50 uL Proteinaz K eklenir. 10
dakika 72°C’de inkiibe edilir.
= Uzerine 200 uL izopropil alkol eklenir.
= Karigim filtre tiipiine konur ve toplama tiipii ile birlikte 1 dakika 8000 rpm’de
santrifiij edilir.
= Toplama tiipli yenisi ile degistirilir. Filtre tiipiine 750 pL remove tampon eklenerek 1
dakika 8000 rpm’de santrifiij edilir.
= Toplama tiipli yenisi ile degistirilir. Filtre tiiptine 800 pL yikama tamponu eklenerek
1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilir. (2 kez)
= Son bir kez 13000 rpm’de 10 saniye santrifiij edilir.

= Toplama tiipii atilir. Filtre tiipii ependorf tiipiine konur. 70°C’ ye 1s1tilmig eliisyon
tamponundan 100 pL eklenir ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilir. Ependorf
tiipiinde DNA toplanmis olur.

3.2.1.3. Kordon Kanindan DNA izolasyonu

MagNA Pure LC (Roche Applied Science, Almanya) otomatik DNA izolasyon
cihaz1 kullanildi. Izolasyon yontemi manyetik partikiil teknolojisine dayanmaktadur.
Ornekler kaotropik tuzlar ve proteinaz K iceren bir tamponla muamele edilerek

parcalanir. Ortama manyetik cam partikiiller eklenir ve DNA bunlarin yiizeyine
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baglanir. Baglanmayan maddeler bircok ylkama basamaklariyla uzaklastirilir.
Saflastirilmis DNA diisiik derisimli tuz tamponu ile ayristirilir.

MagNA Pure LC yontemi ile DNA izolasyonu asagida belirtilen sekilde
gerceklestirilmistir;
= Kordon kamndan 500 pL 6rnek kartusunun kuyucuklarina yerlestirilir. Ayiraglar da
proges kartuslarina dagitilir.
= Parcalayici/Baglayict tampon eklenerek tiim hiicrelerin parcalanmasi saglanir.
Niikleik asitler serbest kalir, niikleazlar denature olur.
» Orneklere Proteinaz K eklenerek hiicresel proteinler pargalanr.
= Kaotropik tuz varliginda izopropanol ve baglayic1 tamponun yiiksek iyonik giiciine
bagli olarak DNA’lar manyetik parcaciklarin yiizeyine yapisir.
= Manyetik parcaciga baglanmig DNA yikama tamponlariyla tekrar tekrar yikanarak
protein, hiicre membranlari, heparin ve hemoglobin gibi PCR inhibitorleri ile bagh
olmayan maddelerden uzaklastiriirken, tuz derigimi azaltilir.

= Elusyon tamponu ile saflastirilmis DNA’lar manyetik partikiillerden ayrigtirilir.

3.2.2. Aneufast QF-PCR Kiti ile Amplifiye Edilen Belirtecler

S1 ve S2 setleri 21, 18 ve 13 otozomlarinin herbiri i¢in 4 STR, iki psddootozomal
STR (X22 ve DXYS218), Amelogenin (AMXY) ve SRY nin ayn1 anda analizini saglar.
MXY, M21, M18 ve M 13 setleri kromozomlardan herhangi birinin S1 ve S2 belirtecleri
ile non-informatif oldugu durumlarda kullamilmaktadir. Aneufast QF-PCR kitinde

bulunan setlerin icerdigi belirtecler tablo 8’de gosterilmistir.

3.2.3. PCR Protokolii
PCR bilesenleri tablo 9°da ve amplifikasyon prosediirii tabla 10’da gosterilmistir.
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Tablo 8. Aneufast QF-PCR kitinde bulunan 6 setin icerdigi belirtecler

S1 S2 MXY M21 M18 M13
AMXY SRY SRY D21S1411 D18S386 D13S631
D21S1414 X22 AMXY D21S1435 D18S391 D13S634
D21S1446 DXYS218 HPRT D21S1437 D18S858 D13S742
D13S631 HPRT SBMA D21S1412 D185499 D13S628
D13S305 D21S1411 DXS6803 D21S1809 D18S1002
D18S535 D21S1435 DXS6809
D18S391 D13S634 DXS8377
D13S258
D18S386
D18S390
Tablo 9. PCR karisim
Multipleks PCR karisim (S1/S2) 10 uL
DNA 1-10 ng
H,O 15 pL’ye tamamlanir
Final PCR hacmi 15 uL
Tablo 10. PCR progranu
95°C 15 dk Taq aktivasyonu 1 dongii
95°C 40 sn Denatiirasyon
60°C 1dk 30 sn Primer Baglanmas: 25 dongii
72°C 40 sn Zincir Uzamasi
60°C 30 dk Son zincir uzamasi 1 dongii
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3.2.4. Orneklerin Yiiriitiilmesi

Oncelikle her bir 6rnek igin 40 puL Formamid ve 0,3 pL GS-50-LIZ boyut
standard1 olacak sekilde gereken miktarda karigim hazirlanir. Bu karigim fazla
hazirlanarak 4°C’de saklanabilir. Daha sonra amplifiye edilen S1 ve S2 iiriinlerinin her
birinden 1,5 pL ve hazirlanan Formamid-GS-50-LIZ karisimindan 40 pL. (MXY, M21,
M18 ve M13 setleri kullanilacaksa 20 uL) plate’e konur. Ornekler kullamim kilavuzuna

gore genetik analizore yiiklenir.

3.3. Istatistiksel Analiz
Istatistik analizlerde SPSS v.18.0 ve Medcalc 10.1.6.0 paket programlari
kullanildi. Istatistiksel olarak p<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Maternal Serum hPL Diizeyleri

Calismamizda, Haziran 2009-Mayis 2011 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi
Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuvari’na rutin analiz i¢in bagvuran
gebelerin birinci ve ikinci trimester tarama testleri takip edildi.

Birinci trimester tarama testinde andploidi riski yiiksek olarak belirlenen 23 gebe
ve tarama testi negatif olan 85 gebe caligmaya alindi. Gebelerin demografik bilgileri ve

serum belirte¢c degerlerinin dagilimlar1 Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. Birinci trimester tarama grubundaki gebelere ait demografik veriler

Diisiik riskli grup Yiiksek riskli grup
. Medyan . Medyan
Min. Maks. +SEM Min. Maks. +SEM
Yas 18 41 294051 27 41 32 +0,77
Gebelik yas 77 98 88 +0,52 78 98 87 + 1,0
(giin)
Agirhk 38 107 63 +135 50 103 70 +2.76
(kg)
Serbest p-hCG ; ¢ 247,55 38,55 + 4,33 9,00 39020 61,17+ 15,95
(IU/L)
i,}*"be“ B-hCG 9 6,46 0,90 = 0,10 0,28 11,09 1,62 + 0,46
oM
PAPP-A
pl 0,116 9,205 2,579 0,237 0,295 8,617 2,000 + 0,443
PAPP-A 0.04 3.83 0.79 £ 0,06 0.07 1,68 0,59 £ 0,09
MoM
NT
0,10 2,60 1,11 0,40 0,80 4,59 1,20 0,25
(mm)

Ikinci trimester tarama testinde anoploidi riski yiiksek olarak belirlenen 51 gebe
ve tarama testi negatif olan 84 gebe caligmaya alindi. Gebelerin demografik bilgileri ve

serum belirtec degerlerinin dagilimlar1 Tablo 12°de gosterilmistir.
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Tablo 12. ikinci trimester tarama grubundaki gebelere ait demografik veriler

Diisiik riskli grup Yiiksek riskli grup
. Medyan . Medyan
Min. Maks. +SEM Min. Maks. +SEM
Yas 19 40 30 0,48 18 41 30 0,76
Gebelik yag 111 138 119 0,66 111 131 120 + 0,65
(giin)
Agirhk 46 102 67 £1.30 46 95 63 £ 165
(kg)
Serbest p-hCG
paslion 1,05 44,35 12,70 + 0,90 2,16 134,68 31,01 3,79
Serbest p-hCG ) |, 3.94 1,14 0,08 0.22 14,12 3,00 +0.33
MoM
AFP
qUL) 13,73 138,47 32 +1,95 14,28 81,73 28,48 + 1,96
AFP 0,43 3,09 0,89 + 0,48 0,39 2,32 0,83 + 0,05
MoM

Sekil 4’te normal olasilik grafiklerinde de gosterildigi gibi birinci trimester icin
Olciilen hPL degerleri diisiik ve yiiksek riskli gruplarda normal dagilim
gostermemektedir (D'Agostino-Pearson test; p<0,0001).

Sekil 5’te ikinci trimester icin hPL degerlerinin normal olasilik grafikleri
gosterilmigtir. hPL  degerleri diisiik ve yiiksek riskli gruplarda normal dagilim
gostermemektedir (D'Agostino-Pearson test; diisiik riskli grup p<0,0001, yiiksek riskli
grup p=0,0194).

Logaritmik doniisiim normal dagilim sagladigi i¢in (D'Agostino-Pearson test; 1.
trimester diisiik riskli grup p=0,075, 1. trimester yiiksek riskli grup p=0,1359, 2.
trimester diisiik riskli grup p=0,4047 2. trimester yiiksek riskli grup p=0,4933)

istatistiksel analizlerde logaritmik hPL degerleri kullanildi.
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Sekil 4. Birinci trimester hPL ve log hPL degerlerinin normal olasilik grafikleri
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Standard Normal deviate

Standard Normal deviate

2. trimester dusuk riskli grup 2. trimester dusuk riskli grup

Sekil 5. ikinci trimester hPL ve log hPL degerlerinin normal olasilik grafikleri
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Birinci trimester tarama testi negatif olan 85 gebede log hPL degerleri ile gebelik
yasinin verdigi regresyon dogrusu ile her gebelik giinii icin medyan degerleri
hesaplandi. Birinci trimester i¢in gestasyonel yas ve hPL’nin verdigi regresyon dogrusu
(log hPL=0,01865%giin—1,7594) sekil 6’da gosterilmistir. Gestasyonel yasla hPL

konsantrasyonunun arttig1 belirlendi (r*=0.196, p<0,001).

10 A

Log hPL
p—

0.1 T T T T T
75 80 85 90 95 100
Gestasyonel yas (gun)

Sekil 6. Birinci trimester hPL degerlerinin (n=85) regresyon dogrusu ve sacilim grafigi

Gebelik haftalarina ait birinci trimester hPL medyan degerlerinin dagilimlari

sekil 7’de gosterilmektedir.

1,2

08 - 0,99
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04 1  o54
02

hPL Medyan (mg/dL)

11 12 13 14
Gestasyonel yas (hafta)

Sekil 7. Birinci trimester hPL diizeylerinin gebelik haftalarina gore medyan degerleri
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Ikinci trimester tarama testi negatif olan 84 gebede log hPL degerleri ile gebelik
yasinin verdigi regresyon dogrusu ile her gebelik giinii icin medyan degerleri
hesaplandi. ikinci trimester icin gestasyonel yas ve hPL nin verdigi regresyon dogrusu
(log hPL=0,005332%giin—0,5016) Sekil 8’de gosterilmistir. hPL konsantrasyonunun
gestasyonel yasla degismedigi belirlendi (r’=0,021, p=0,181).
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Sekil 8. ikinci trimester hPL degerlerinin (n=84) regresyon dogrusu ve sacilim grafigi

Gebelik haftalarina ait ikinci trimester hPL medyan degerlerinin dagilimlari sekil

9°da gosterilmektedir.
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Sekil 9. ikinci trimester hPL diizeylerinin gebelik haftalarma gore medyan degerleri
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Hesaplanan medyan degerleri, maternal serum hPL konsantrasyonlarini gebelik
yasina uygun MoM degerlerine doniistiirmek icin kullanildi. Diisiik ve yiiksek riskli
gruplarda hPL. MoM degerlerinin dagilimi tablo 13 ve tablo 14’°te gdsterilmistir.

Tablo 13. Birinci trimester hPL. MoM diizeylerinin dagilinm

hPL MoM Diisiik riskli grup Yiiksek riskli grup
>1 35 (% 41) 12 (% 52)

0.9- 0.999 9(% 11) 2(%9)

0.8- 0.899 19 (% 22) 4 (% 17)

0.7- 0.799 11 (% 13) 2(%9)

0.6- 0.699 6(%7) 1(%4)

0.5- 0.599 4 (%5) 2(%9)

0.4- 0.499 - -

0.3- 0.399 1(%1) -

Tablo 14. ikinci trimester hPL MoM diizeylerinin dagilim

hPL MoM Diisiik riskli grup Yiiksek riskli grup
>1 39 (% 46) 31 (% 60)

0.9- 0.999 8 (% 10) 4 (% 8)

0.8- 0.899 12 (% 13) 5 (% 10)

0.7- 0.799 8 (% 10) 2(%4)

0.6- 0.699 8 (% 10) 4 (% 8)

0.5- 0.599 3(%4) 4 (% 8)

0.4- 0.499 3(%4) 1(%?2)

0.3- 0.399 1(%1) -

0.2- 0.299 2(%?2) -
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hPL MoM degerlerinin diisiik ve yiiksek risk ayrimi yapilmasindaki belirleyiciligi
ROC egrisi analizi ile arastirildi. Sekil 10°da birinci trimester icin ve sekil 11°de ikinci
trimester icin ROC egrisi analizleri gosterilmistir. Egri altinda kalan alanlar siras ile
0,594 (% 95 Giiven Araligi=0,495-0,687, p=0,1753) ve 0,572 (% 95 Giiven
Aralig1=0,484-0,657, p=0,1624) olarak belirlendi.

Duyarlilik
L

LI B S B B S Sy B B B By N B B S B B |
20 40 60 80 100

100-Ozgulluk

<

Sekil 10. Birinci trimesterde diisiik ve yiiksek risk ayrimu yapilmasinda hPL. MoM i¢in ROC analizi
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Sekil 11. ikinci trimesterde diisiik ve yiiksek risk ayrinn yapilmasinda hPL MoM i¢in ROC analiz
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Birinci trimester hPL. MoM degerleri ile maternal yas, maternal agirlik, serbest [3-
hCG MoM, PAPP-A MoM ve NT diizeyleri arasindaki korelasyon incelendi. Bunlar
arasinda anlamli bir iligki olmadig1 belirlendi (Tablo 15).

Tablo 15. Birinci trimester hPL. MoM diizeyleri ile diger belirteclerin korelasyon analiz

Diisiik riskli grup Yiiksek riskli grup

r P r p
Maternal yas 0,09 0,365 0,1582 0,471
Maternal agirhk -0,1471 0,1845 0,248 0,254
perbest B-hCG 0,02 0,9849 0,3017 0,1618
PAPP-A MoM 0,21 0,0447 0,1952 0,3722
NT -0,0272 0,8048 0,2052 0,3475

Ikinci trimester hPL MoM degerleri ile maternal yas, maternal agirlik, serbest p-
hCG MoM ve AFP MoM diizeyleri arasindaki korelasyon incelendi. Bunlar arasinda
anlamli bir iliski olmadig1 belirlendi (Tablo 16).

Tablo 16. ikinci trimester hPL MoM diizeyleri ile diger belirteclerin korelasyon analizi

Diisiik riskli grup Yiiksek riskli grup

r p r p
Maternal yas -0,129 0,2424 0,06 0,6756
Maternal agirhk -0,05322 0,637 0,3128 0,0464
Serbest p-hCG 0.2060 0,0601 10,05919 0.6799
MoM
AFP MoM 0,1381 0,2102 0,1642 0,2496
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Birinci trimester taramasinda yiliksek riskli bulunan 23 gebeye prenatal tani
yapilip yapilmadig takip edildi (Sekil 12). Gebelerden 9’unun bilgisine ulasilamadi. Tki
gebeligin abortusla sonlandig1 ve prenatal tanm1 yaptirmayan 3 gebenin saglikli dogum
yaptiklar1 belirlendi. Amniyosentez yapilan 9 gebenin 4’iine sitogenetik analiz, 5’ine ise
QF-PCR analizi yapildigi tespit edildi. Bu olgularin 8’inde andploidi saptanmamis olup,
QF-PCR analizi yapilan bir olguda (Olgu 1) fetiisiin karyotipinin 47,XX+21 oldugu
belirlenmistir. 39 yasinda ve 12 hafta+6 giinlik gebe olan olgunun yapilan birinci
trimester tarama testinde serum serbest f-hCG diizeyi 39,92 IU/L (1,32 MoM), PAPP-A
diizeyi 2,000 IU/L (0,64 MoM), NT o6lciimii 3,90 mm ve hesaplanan trizomi 21 riski 1:3
idi. Gebenin serum hPL diizeyi 0,64 mg/L. ve hPL MoM degeri 0,77 olarak belirlendi.
Bu deger diisiik riskli grubun hPL. MoM diizeylerinden anlamli olarak farkli idi (Test

for one mean p<0,0001).

M Bilgisine ulasilamadi
m Abortus
Sagliklidogum

M Prenatal tani

Sekil 12. Birinci trimester yiiksek riskli olarak tespit edilen olgularda takip sonuclari

Ikinci trimester taramasinda yiiksek riskli bulunan 51 gebeye prenatal tan1 yapilip
yapilmadigr takip edildi (Sekil 13). Gebelerden 16’simin bilgisine ulagilamadi. Bir
gebeligin abortusla sonlandig1 ve prenatal tan1 yaptirmayan 19 gebenin saglikli dogum
yaptiklar1 belirlendi. Amniyosentez yapilan 14 gebenin 4’iine sitogenetik analiz, 10’una

ise QF-PCR analizi yapildig1 ve bu olgularda an6ploidi olmadig: tespit edildi.
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M Bilgisine ulasilamadi
B Abortus
Saglkl dogum

M Prenatal tani

Sekil 13. ikinci trimester yiiksek riskli olarak tespit edilen olgularda takip sonuclar

Gebelerden birinin ise (olgu 2) aym zamanda hemoglobinopatiler yoniinden
prenatal tan1 amaciyla Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Prenatal Tan1 Unitesi’ne
bagvurdugu saptandi. Hemoglobinopatiler agisindan yapilan molekiiler analizlerde
annenin genotipi belirlenemezken, fetiisiin babanin IVS1-110 (G>A) mutasyonunu
heterozigot olarak tasidigr belirlendi. Annedeki mutasyonun fetiise aktarilmasi
ihtimalinden dolay: aileye kordosentez Onerildi. Kordon kanindan yapilan sitogenetik
analiz sonucu fetiisiin karyotipinin 47,XX+21 oldugu tespit edildi. Fetiis talasemi tanisi
almadan trizomi 21 nedeni ile gebelik sonlandirildi.

Olgu 2, 32 yasinda ve 16 hafta+1 giinliik gebe iken yapilan ikinci trimester tarama
testinde serum serbest B-hCG diizeyi 47,81 TU/L (3,83 MoM), AFP diizeyi 32,89 TU/L
(0,97 MoM) ve trizomi 21 riski 1:78 idi. Gebenin serum hPL diizeyi 1,89 mg/L ve hPL
MoM degeri 1,50 olarak belirlendi. Bu deger diisiikk riskli grubun hPL MoM

diizeylerinden anlamli olarak farkli idi (Test for one mean p<0,0001).

4.2. QF-PCR Analizi

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Prenatal
Tan1 Unitesi'ne Ekim 2009-Haziran 2011 tarihleri arasinda hemoglobinopatiler
yoniinden prenatal tan1 amaciyla rutin olarak bagvuran 35 yas ve iizeri 26 gebenin CVS
materyallerinden, olgu 1’in amniyon sivisindan, olgu 2’nin ise kordon kanindan QF-
PCR analizi yapildi.

Sonuclar degerlendirilirken allel oranlarin1 hesaplamak icin pik alam kullanildi.

Allel oran1 hesaplanirken boyu daha kisa olan allelin alan1 daha uzun olan allelinkine
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boliindii. Oran 1,4’e kadar normal, 1,4-1,8 arasi yetersiz ve 1,8’in {izeri trizomik olarak
ve tek pikler non-informatif olarak kabul edildi. Her kromozom icin en az iki belirtecin
bilgi verici olmas1 (yetersiz ve non-informatif olmamasi) halinde o kromozom normal
olarak degerlendirildi.

Sekil 14’te 46, XX ve sekil 15’te 46,XY olan birer 6rnegin elektroforetogram
goriintiileri verilmigtir. 46,XX’li olgularda AMXY nin X’e 6zgii olan tek piki vardir.
SRY amplifiye olmaz. 46,XY’li olgularda ise AMXY nin X ve Y’ye 0zgii her iki piki
de 1:1 oranminda izlenir. Erkek cinsiyet kromozomu varligi SRY piki ile teyit edilir.

Sekil 16 ve 17’°de sirasiyla olgu 1 ve olgu 2’nin QF-PCR analiz goriintiileri
verilmistir.

Olgu 1’de 21. kromozomdaki 3 belirtec (D21S1414, D21S1411, D21S1446)
trizomik diallelik patern gosterirken, D21S1435 trizomik triallelik patern gosterdi. 18.
kromozom belirteclerinden D18S391 yetersiz (oran 1,54), D18S535 non-informatif iken
D18S390 ve D18S386 normal dizomik kromozom paterni gosterdi. 13. kromozoma ait
belirteclerin 3’ii (D13S631, D13S634, D13S258) dizomik diallelik patern gosterirken,
D13S305 non-informatif idi. AMXY’nin X’e 6zgii olan tek piki vardi ve SRY piki
gozlenmedi. X22, HPRT ve DXYS218 belirtecleri dizomik diallelik patern gosterdi.

Olgu 2’de 21. kromozomdaki 3 belirteg (D21S1414, D21S1411 ve D21S1435)
trizomik diallelik patern gosterirken, D21S1446 belirtecinin allel orani yetesiz idi
(1,70). 18 ve 13. kromozom belirteglerinin hepsi dizomik diallelik patern gosterdi.
AMXY’nin X’e 0zgii olan tek piki vardi ve SRY piki gozlenmedi. X22 ve HPRT
dizomik diallelik patern gosterirken DXYS218 non-informatik idi.

Hemoglobinopatiler yoniinden prenatal tan1 amaciyla bagvuran ve QF-PCR analizi
yapilan bir olguda ise (olgu 3), QF-PCR analiz sonucu 46,XX olarak belirlenmesine
ragmen olgunun amniyon sivisindan yapilan sitogenetik analizinde fetusun karyotipinin
46, XX (29 hiicre)-92,XXXX (20 hiicre) seklinde mozaik tetraploidi oldugu
saptanmistir. Olgu 3’iin QF-PCR analiz goriintiisii sekil 18’de verilmistir. Olgu 3; 35

yasindan biiyiik olup, olguya birinci veya ikinci trimester tarama testi yapilmamustir.
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Sekil 14. 46,XX’li bir olgunun QF-PCR analizi goriintiisii
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Sekil 15. 46,XY’li bir olgunun QF-PCR analizi goriintiisii
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Sekil 16. Olgu 1’in QF-PCR analiz goriintiisii (47,XX+21)
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Sekil 17. Olgu 2’nin QF-PCR analizi goriintiisii (47,XX+21)
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Sekil 18. Olgu 3’iin QF-PCR analizi goriintiisii (46,XX)
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Diallelik tiim 6rneklerin ortalama pik alani oranlar1 ve standart sapmalari tablo

17°de verilmistir.

Tablo 17. Diallelik 6rneklerdeki pik alam oranlar

Belirtec Minimum Maksimum Ortalama+SD
X22 1,02 1,38 1,13+0,10
HPRT 1,01 1,28 1,11+0,08
DXYS218 1,01 1,34 1,0940,08
D21S1414 1,01 1,28 1,0740,06
D21S1411 1,01 1,31 1,12+0,09
D21S1435 1,02 1,28 1,10+0,07
D21S1446 1,01 1,42 1,11+0,10
D18S391 1,02 1,73 1,21+0,21
D18S390 1,01 1,26 1,1040,06
D18S535 1,02 1,29 1,1040,06
D18S386 1,01 1,61 1,20+0,15
D13S631 1,03 1,55 1,15+0,14
D13S634 1,00 1,21 1,0940,06
D13S258 1,01 1,24 1,08+0,05
D13S305 1,02 1,77 1,19+0,20

Aneufast QF-PCR kitinde kullanilan belirteclerin calistigimiz toplam 28 6rnek
icin non-informatif goriilme oranlar1 ve heterozigotluk yiizdeleri tablo 18’de
gosterilmistir.

Kromozom 13,18 ve 21 icin 6rneklerin tiimiinde en az iki informatif belirteg
bulunmaktaydi. Ancak cinsiyet kromozom belirteclerine bakildiginda; 2 6rnekte her 3
belirte¢ non-informatif iken 6 ornekte ise sadece 1 belirte¢ informatif olarak belirlendi.
Bu 8 olgu, MXY setinde bulunan STR belirtecleri ile (HPRT, SBMA, DXS6803,
DXS6809 ve DXS8377) tekrar amplifiye edildi. Buna gore bir 6rnekte toplamda bakilan

7 belirtecin hepsi non-informatif iken 4 Ornekte sadece 1 belirtec informatif olarak
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belirlendi. Sonug olarak 28 hastanin 5’inde (% 17,8) cinsiyet kromozom anoploidisi i¢in

QF-PCR ile tan1 konulamadi.

Tablo 18. QF-PCR analizinde kullamlan belirteclerin heterozigotluklar

Belirte¢ Non- Informatif Heterozigotluk
informatif (mevcut calisma, %)
X22 6 2 =
HPRT 17 1 39
DXYS218 10 18 "
D21S1414 6 2 9
D21S1411 2 26 03
D21S1435 8 20 -
D21S1446 6 2 9
D18S391 7 21 75
D18S390 10 18 "
D18S535 6 2 9
D18S386 2 26 03
D13S631 7 21 75
D13S634 0 28 100
D13S258 4 24 %6
D13S305 7 21 75

QF-PCR analizi yapilan toplam 28 ornegin 2’si Down sendromu olarak tespit
edildi. Bir mozaik tetraploidi olgusu ise belirlenemedi. Buna gore QF-PCR ydnteminin
duyarliligt % 66,6, dzgiilliigi % 100, pozitif prediktif degeri %100 ve negatif prediktif
degeri % 96 olarak hesaplandi.
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5. TARTISMA

Down sendromu prenatal tant ve terapotik abortus olmadan 1-2:1000 prevalansi
ile anoploidiler arasinda en sik goriilendir. Edwards ve Patau sendromlar1 sirasiyla on ve
yirmi kat daha az siklikla goriiliirlerken, cinsiyet kromozom anomalileri daha sik
goriilmekle beraber daha benign bir tablo sergilerler. ™!

Taramanin amaci, ileri inceleme yapilabilmesi icin saglikli bireyler arasindan
belirli bir hastalik i¢in yeterince yiiksek risk altinda olanlarin belirlenmesidir.
Kromozomal anomaliler i¢in diisiiniildiigiinde bu incelemeler riskli invaziv prosediirleri
kapsamaktadir. 1

Gecmigte yliksek riskli grubun belirlenmesinde ileri anne yast veya Onceki
etkilenmis gebelik dikkate ahinirdi. Ileri yasla birlikte riskteki artiga ragmen olgularin
cogu gen¢ kadinlarda goriiliirken, olgularin % 1’inden daha az1 Onceki etkilenmis
gebeligi olan kadinlarda izlenir. Bircok biyokimyasal ve ultrasonografik belirteglerle
tarama stratejilerinin gelistirilmesi ve uygulanmasi ile dogum prevalanslarinda 6nemli
diistisler yasanmlstur.2 Ancak invaziv tanisal islemlere maruz kalan gebelerin sayisini
azaltmak icin mevcut tarama testlerinin duyarlilik ve o6zgiilliikklerinin iyilestirilmesi
gerekmektedir.'*

Biz de bu c¢alismada fetal andploidiler i¢in hPL’nin maternal serum belirteci
olarak etkinligini degerlendirmeyi amacladik. Rutin olarak birinci ve ikinci trimester
tarama testi yaptiran gebeler calismaya alindi. Hesaplanan riskleri Down sendromu i¢in
1:300 ve iizeri, Edwards ve Patau sendromlar1 icin 1:100 ve iizeri ise yiiksek riskli
olarak kabul edildi. hPL’nin MoM degerlerinin hesaplanmas1 amaciyla dncelikle diisiik
riskli bulunan gebelerin serum hPL diizeyleri kullamilarak gestasyonel yasa gore
medyan degerleri hesaplandi. Belirlenenen bu medyan degerleri tarama testi pozitif olan
olgularin serum hPL MoM diizeylerini hesaplamak i¢in kullanildi. Tarama testi pozitif
bulunan gebelere prenatal tani yapilip yapilmadig: takip edildi. Yapilan prenatal tani
sonucunda Down sendromlu oldugunu tespit ettigimiz iki vakadan birinci trimesterde
bagvuramin hPL. MoM degeri 0,77, ikinci trimesterde bagvuranin hPLL. MoM degeri ise
1,50 olarak belirlendi.

62



Frendo ve arkadaslar1 kiiltiir yaptiklar1 sitotrofoblastlarin in vitro olarak
sinsityotrofoblastlara farklilagmas1 sirasinda normal ve Down sendromlu plasentalarin
endokrin fonksiyonlarmi incelemislerdir. Down sendromlu gebelerin plasentalarinda
sinsityotrofoblast olusumunda defekt ile birlikte hPL, hCG, plasental GH ve leptin
sentezinde azalma oldugunu tespit etmislerdir. Bununla beraber etkilenmis gebelerin
serum hPL diizeylerini de diisiik olarak belirlemislerdir. Ancak ikinci trimesterde (15-
18. haftalar) bu farkin anlamli olmadigini belirtmislerdir.*

Christiansen ve arkadaglarinin 8-13. gebelik haftalar1 arasinda 47 Down
sendromlu ve 163 etkilenmemis gebe {izerinde yaptiklari ¢alismada Down sendromlu
gebeliklerde hPL’nin 0.63 MoM’a diistiiginic ve bunun 8-13. hafta araliginda
degismedigini belirlemislerdir.’

Biz de bu iki ¢alisma ile benzer sekilde birinci trimesterde basvuran Down
sendromlu gebenin hPL. MoM degerinin kontrol grubundan anlamli olarak diisiik olarak
belirledik. Ikinci trimesterde bagvuran Down sendromlu gebenin hPL MoM degerini ise
farklt olarak yiiksek oldugunu saptadik. Ancak calismamizda Down sendromlu olgu
sayisinin  az olmas1 sonuglar hakkinda saglikli bir degerlendirme yapilmasini
engellemektedir.

Sik goriilen andploidilerin maternal serum analitleri ve fetal ultrason bulgularina
dayali yontemlerle antenatal taramasinin yaygin olarak kullanilmasi ve bir¢ok yapisal
anomalinin rutin fetal ultrason taramas1 ile saptanabilmesi sonucu son 10 yilda prenatal
sitogenetik tanmin kullanim paterni radikal olarak degismistir. Gebelik yOnetimini
iyilestirmek ve ailenin anksiyetesini hafifletmek amaciyla, hiicre kiiltiirli gerektirmeyen
daha hizli prenatal tan1 yontemleri ihtiyaci dogmustur.*® Bu yontemlerden biri olan QF-
PCR son yillarda sik goriilen kromozom anomalilerinin hizli tanisim saglamak igin
prenatal tani alanina girmis ve bir¢ok calismada bu anomalilerin belirlenmesinde yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu gosterilmistir. 133

Anoploidiler i¢in hizli prenatal tam testleri belirli kriterleri karsilamalidir.
Bunlardan en Onemlileri minimum yanlhis negatif sonug ile yiiksek dogruluga sahip
olmas1 ve gebelik terminasyonu gibi geri doniisiimii olmayan kararlar verildiginden
yanlis pozitif sonug olmamasidir.'® Yontemin tanisal dogrulugu duyarlilik ve dzgiilliik

terimleri ile tanimlanir. Duyarlilik, testin hastalik varken tani koyabilme kapasitesidir,
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gercek pozitif sonu¢ oramni gosterir. Ozgiilliik ise hastalik yokken gercek negatif
sonuclar1 belirleyebilme kapasitesidir. 134

Prenatal orneklerin test edilmesi, sinirli 6rnek miktari, degisken ornek kalitesi,
mozaiklik ve maternal hiicre kontaminasyonu sebebiyle giictiir.''” Prenatal 6rneklerdeki
mozaik karyotip problemleri 6zellikle CVS materyallerinde iyi belgelenmistir. QF-
PCR’la ilgili, mozaiklik seviyesinin tespit edilebilirligi ve direk test sonuclariyla fetal

101 .
Genomik

genotip arasindaki uyumun derecesi olmak tiizere iki problem vardir.
mozaikligin molekiiler olarak tespit edilmesinde QF-PCR’in duyarliligi, andploidili
hiicre serisinin ylizde oranina bagldir. Bu konuda ilk ¢alisma kan drneklerinde yapilmis
olup, 46,XX (% 90)/45,X (% 10) mozaikligi QF-PCR analizi ile tespit edilememistir.'*

Schmidt ve arkadaslarmin 662 amniyon sivist ile yaptiklart c¢alismada,
45,X/46,XX mozaik karyotipe sahip bir olgu QF-PCR analizi ile belirlenememistir.
47,XXY tams1 konulan bir O6rnegin ise kromozom analizinde cinsiyet kromozom
mozaikligi (47,XXY/46,XY) ortaya glkamlmlstlr.112

Yoon ve arkadasglarinin c¢alismasinda, 78 amniyotik sivi ve periferik kan
orneginde yaptiklar1t QF-PCR analizinde bir mozaik trizomi 21 olgusunda yanlis negatif
sonu¢ elde edilmis, olgunun karyotip analizinde diisiik seviyede mozaik (10/130)
oldugu goriilmiistiir. Olgularin 3’iinde ise yanlis pozitif sonug elde etmislerdir. QF-PCR
yonteminin duyarliligim % 96,7, 6zgiilligiini % 93,6, pozitif prediktif degerini % 90,6
ve negatif prediktif degerini % 97,8 olarak belirtmislerdir.'*

Calismamizda QF-PCR ile yanlis pozitif bir sonu¢ goriilmemekle beraber, mozaik
tetraploidili bir olguda yanlis negatif bir sonu¢ elde edilmistir. Yontemin duyarliliglt %
66,6 ve ozgiilliigii % 100, pozitif prediktif degeri %100 ve negatif prediktif degeri % 96
olarak belirlenmistir.

Dikensoy ve arkadaglar1 yayinladiklart bir olgu sunumunda; trizomi 18 riskinin
yiikksek olmasi nedeniyle bagvuran gebenin amniyon sivisindan yapilan QF-PCR
analizinde fetiisiin normal kromozomal yap1 gosterdigini ancak sitogenetik analizde
fetiiste trizomi 18 ve trizomi 9 mozaizminin tespit edildigini bildirmislerdir."*’

Mann ve arkadaglar1 7720 amniyotik sivi, CVS ve fetal kan 6rnegi ile trizomi 13,
18 ve 21 icin yaptiklar1 QF-PCR analizlerinde, tiim normal ve non-mozaik trizomi
olgularinda karyotip analizi ve QF-PCR sonuglar1 uyumlu bulunmus, 15 mozaik

olgunun ise 12’si tespit edilebilmistir.*
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Crigliano ve arkadaglarinin toplam 43000 amniyotik sivi, CVS, fetal kan ve fetal
doku Ornegi ile Aneufast kiti kullanarak yaptiklar1 QF-PCR analizinde yanlis pozitif
olgu bulunmazken, 72 mozaik olgunun 45’ine QF-PCR ile tam1 konulabilmistir.
Yontemin duyarliligt % 92,3, 6zgilligi % 100, pozitif prediktif degeri % 100 ve
negatif prediktif degeri % 99,7 olarak belirlenmistir.'"’

Hawkins ve arkadaglari, 1069 gebeden alinan amniyon sivisi ile Aneufast QF-
PCR kiti ile yaptiklar1 analizlerde yanlhis pozitif sonug elde etmezken, sadece mozaik
cinsiyet koromozom andploidili bir olguda yanhis negatif sonuc¢ elde etmislerdir.
Yéntemin duyarlihgim % 98, dzgiilliigiinii % 100 olarak belirlemislerdir.'®

Aydogmus ve arkadaslari, kromozomal anomali arastirilmasi amaciyla
amniyosentez yapilan 40 gebenin alindig1 ¢caligmada standart karyotipleme ile QF-PCR
analizi ile elde edilen sonug¢lar1 karsilagtirmiglardir. Olgularin 6’sinda QF-PCR ile yanlis
pozitif, 1’inde ise yanls negatif sonug¢ elde etmislerdir. Buna gore QF-PCR’1n etkinlik
gostergelerini, duyarlilik % 50, ozgiillik % 83,7, pozitif prediktif degeri % 14,3 ve
negatif prediktif degeri % 96,9 olarak bildirmislerdir.’

Cho ve arkadaglarinin 800 amniyon sivisi ile yaptiklar1 ¢alismada QF-PCR ile 33
otozomal ve cinsiyet kromozom anomalili olgunun 31’1 saptanirken, 1 olguda maternal
hiicre kontaminasyonu ve 1 olguda mozaizm nedeniyle tam1 konamamistir. Yanlis
pozitif sonu¢ bulunmamastir. 138

QF-PCR analizi ile yanlis negatif veya yanlis pozitif sonu¢ godzlenmeyen

102,115,139,140
calismalar da mevcuttur. = 77

Mann ve arkadaglari, trizomi 18 icin diisiik
seviyede mozaiklik gosteren bir CVS o0Ornegine QF-PCR ile tam1 koyduklarini
bildirmislerdir.'"?

QF-PCR analizinde mozaizm, ekstra allellerin goriilmesi ve allel pikleri arasinda
carpik oranlarin bulunmasi ile belirlenir. Ancak bu belirtiler asikar olmayabilir.
Miiphem ancak siirekli olan bu oranlardaki carpiklik ve/veya ekstra pikler bulunan
kromozomlar daha detayli incelenmelidir. Bununla birlikte plasentaya 6zgii mozaizme
bagl yanlis tam riskini en aza indirmek i¢in, koryonik villiis materyallerinde 6rnegin
farklr bolgelerini temsil eden villiislerin isleme alinmasi gerekmektedir. Bu, alinan
Ornegin hem sitotrofoblast hem de mezodermal dokuyu temsil etmesini saglar.no

Mozaikligin fetiis iizerinde etkisi, dokulardaki anormal hiicrelerin dagilimina

baghdir. Anormal hiicreler fetal doku, ekstraembriyonik doku veya her ikisinde de
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olabilir. Bu dagilim; gelisim sirasinda mutasyonel olayin zamanlamasiyla iliskilidir, ne
kadar erken olursa fetiiste normal hiicre serisi olma ihtimali artar. Fetiisiin fenotipini de
fetiisteki anormal hiicrelerin dagilimi belirler. Yapilan ¢alismalarda amniyon sivis ile
yapilan prenatal tanida mozaiklik tespit edilen olgularin % 49,7 sinde gebelik olumsuz
bir sekilde sonlanmistir. Bu nedenle prenatal drneklerde mozaiklik durumunun tespiti,
fetiis icin Onemi ag¢isindan dikkatli bir yorumlama gerektirmektedir. Amniyotik sivi
hiicreleri, koryonik hiicrelere gore fetal hiicre popiilasyonuna daha benzerdir. CVS
materyali s6z konusu oldugunda, fetal mozaizmin muhtemel seviyesinin daha dogru
ongoriilebilmesi i¢in takip eden amniyotik sivi veya fetal kan Orneklemesi ile detayl
ultrason taramasi 6nerilmelidir.'*!

QF-PCR yonteminde kullanilan floresan belirteglerin bilgi vericiligi, amplifiye

142 ) )
Bu nedenle non-informatif

edilen allelin heterozigotlugu ile direk olarak orantilidir.
sonu¢ Yyiizdesini en aza indirmek i¢cin uygun belirleyici secimi Onemlidir. STR
belirteclerinin allel sikligt ve heterozigotlugu farkli etnik gruplar arasinda

degismektedir. 123

Tablo 19°da diinyada farkl iilkelerde yapilan caligmalarda belirlenen
STR belirteclerinin heterozigotluk oranlar1 ve bizim calismamizda buldugumuz
herozigotluk oranlar1 karsilagtirilmistir. Buna gore cinsiyet kromozom belirteglerinin,
ozellikle HPRT olmak {izere, heterozigotluklarinin diisiik oldugu izlenmektedir.
Otozomal kromozomlara ait belirtegler ise diger {ilkelerle benzer oranlar
gostermektedir.

Cho ve arkadaslari, Kore niifusunda D13S305 disindaki belirteclerde
heterozigotlugu bat iilkelerine gore biraz diisiik olarak belirlenmistir."*® Choueiri ve
arkadaslari Liibnan’da yaptiklari caligmada  kullandiklar1  belirteclerin
heterozigotluklarin literatiire gore daha diisiik olarak bildirmislerdir. Bunun da Orta
Dogu iilkelerinde sik goriilen akraba evliliklerine bagl olabilecegini belirtmislerdir.'*

Prenatal tanida QF-PCR’1n rolii ile ilgili farkli goriisler mevcuttur. Caligmalarda
farklt dogruluk degerlendirmeleri olmasina ragmen QF-PCR’1n ekonomik, ve hizli bir
teknik oldugu konusunda fikir birligi bulunmaktadir.®

Ogilvie''* ve Leung'"

artmig Down sendromu riski sebebiyle prenatal tam icin
basvuran kadinlarda, QF-PCR’m karyotip analizine alternatif bir test olarak
kullanilabilecegini Onermislerdir. Bu teknigin avantajlarinin dezavantajlarindan daha

fazla oldugunu one siirmiislerdir. Konvansiyonel sitogenetige gére QF-PCR kullanimi
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daha hizli sonug, daha diisiik maliyet ve daha az is giicii saglar. Down sendromu tanist
koymak veya diglamak icin dogru bir teknik olmasi da hasta ve klinisyenin

beklentilerini tam olarak karsilar. e

Tablo 19. Cesitli iilkelerde STR belirteclerinin heterozigotluk oranlar:

Heterozigotluk (%)
gen gy e M M

X22 85,2 91 79
HPRT 73,3 75 62,1 80 39
DXYS218 75 64
D21S1414 88 85 85 79
D21S1411 93 93 77.9 83 84 89,1 93
D21S1435 79 75 74 77 71
D21S1446 77 79
D18S391 75 75 61,2 72 75
D18S390 75 54 64
D18S535 74,6 82 75.5 76 83 80,2 79
D18S386 92,3 89 85,1 85 93
D13S631 83 78 83 78,9 75

D13S634 81,2 85 83,9 80 74 100
D13S258 83,3 89 76,8 86
D13S305 75 75 79,8 84 75

Levett''® ve Bili'* ise QF-PCR’mn karyotip analizine alternatif degil, yardimci
olarak kullanilmasini ©Onermislerdir. Yontemin hizli sonu¢ saglamasi ailenin

anksiyetesinin hafifletecektir. 18
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QF-PCR’1n tek basina prenatal tani testi olarak kullanimina karsi itirazlardan biri
secilmis bes kromozomun polimorfizmlerinin kullanilmas1 nedeniyle gézden kagan
durumlarin sayisidir. Bu durumda yaklagik 150 anormal karyotipten birinde ya da yas
dagilimina bagl olarak 10-30000 ornekten birinde, en yaygin ve yalnizca anne yasiyla
siklig1 artan kromozom anomalilerine tan1 koyamama riski vardir. Bu hata orani kabul
edilebilir goriinmekle beraber, en cok yapisal kromozom anomalileri gbzden
ka(;acaktlr.83

Down sendromu haricindeki klinik olarak dnemli kromozomal anéploidilerinin,
siklikla anormal ultrason bulgular ile birlikte oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ultrason
taramas1 normal olan olgular diisiik riskli kabul edilir ve Onerilecek olan testin QF-PCR
oldugu sdylenir. Fetal yapisal anomalileri olan kadmlar da, en yaygin andploidilerin
tanistm1 saglayan QF-PCR analizinin hizli cevap vermesinden fayda goriirler. Ancak
genel ortak goriis, bu olgulara konvensiyonel sitogenetik analizin de yapilmasinin daha
uygun oldugu yoniindedir. Boyle bir plan dogru bir ultrasonografi muayenesini
gerektirmekle beraber, 6zellikle erken gebelikte, CVS ya da amniyosentezden Once
normal fetal anatomiye sahip vakalarda, QF-PCR’in tek bagina kullanimiyla Down
sendromundan bagka gbzden kacabilecek anoploidi riskinin ne olabilecegi
bilinmemektedir. Tersine, ultrasonografide tespit edilen fetal anatomik defektleri
takiben, QF-PCR’la tan1 konmasi miimkiin olmayan andploidilerin riskinde ne derece
bir artis oldugu tammlanmamlstur.83

QF-PCR analizi fetal ultrason taramasi ile anormal bulgular1 olan ve kromozom
anomalisi i¢in riskli olan fetiislerde, drneklemeden itibaren 24 saat i¢inde sitogenetik
analiz ile tan1 konmus olan tiim anomalilerin % 95’ini tespit edebilir. Bu da fetal
ultrason taramasinin; QF-PCR’dan sonra sitogenetik analiz yapilip yapilmamasina karar

107

verebilmek icin temel endikasyon oldugunu agikca gostermektedir.”” Yapilan genis

3 ve amniyotik144 sivi ile yapilan analizler ile de bu

serili retrospektif ¢calismalarda CVS
bulgu dogrulanmstir.

2004 yilinda Ingiltere Ulusal Tarama Komitesi, prenatal invaziv diyagnostik bir
isleme maruz kalan tiim kadinlara hizli tanisal testlerin onerilmesini teklif etmislerdir.
QF-PCR’m tek bagma kullanimindan kaynaklanan Ingiltere Ulusal Saglik Servisi’nin
maddi kazanci baslica neden olmak iizere, tiim gebelere karyotip analizi yapilip

yapilmamasi tartisilmigtir. Hizli prenetal tani testleri ile gdzden kacan 6nlenebilir 6ziirle
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dogabilecek olan olas1 bebek sayis1 ve hizli testlerin tek basina kullanilmalari ile artmis
Down sendromu riski ile bagvuran gebelerde klinik 6nemi bilinmeyen ya da az olan
kromozom anomalilerinin tesadiifi olarak tespit edilmesinin neden oldugu gereksiz stres
diger tartistlan konulardur®*'%’

Yapilan ¢aligmalarin sonuglarina bakildiginda genel olarak QF-PCR’1n duyarlilik
ve Ozgiillugl yiiksek olarak bildirilmistir. Yanhs pozitif sonu¢ siklig1 oldukca diisiik
olmakla beraber yanlis negatif sonuclarin en Onemli nedeni mozaizm olarak
goriilmektedir. Kiiglik miktarlarda DNA ile c¢alisilabilmesi, kisa siirede sonug elde
edilebilmesi, otomatize olabilmesi ve diisiik maliyetli olmas1 yontemin avantajlaridir.
Sonu¢ olarak tiim avantajlar1 ile birlikte QF-PCR’m giivenilir bir yontem oldugu

sOylenebilir. Ancak anormal fetal ultrason bulgular1 olan olgularda sitogenetik analiz ile

karyotipin belirlenmesi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda, Haziran 2009-Mayis 2011 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi
Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuvari’na bagvuran birinci trimester i¢in
85 diisiik riskli ve 23 yiiksek riskli, ikinci trimester i¢in 84 diisiik riskli ve 51 yiiksek
riskli gebenin serum hPL diizeyleri olgiildii. Tarama testi negatif olan gebelerin hPL
diizeyleri ile her gebelik giinii icin medyan degerleri hesaplandi. Hesaplanan medyan
degerleri, maternal serum hPL konsantrasyonlarim gebelik yasina uygun MoM
degerlerine doniistiirmek icin kullanildi. Birinci trimester yiiksek riskli grupta Down
sendromlu oldugu tespit edilen bir olgunun hPL. MoM degeri 0,77 olarak belirlendi. Bu
deger diisiik riskli grubun hPL MoM diizeylerinden anlamli olarak farkli idi. Ikinci
trimester yiiksek riskli grupta ise Down sendromlu oldugu tespit edilen bir olgunun hPL
MoM degeri 1,50 olarak belirlendi. Bu deger diisiikk riskli grubun hPL MoM
diizeylerinden anlamli olarak farkli idi. Literatiir ile karsilastirildiginda birinci trimester
Down sendromlu olgunun hPL. MoM diizeyi beklenildigi gibi diisiik bulunurken, ikinci
trimester Down sendromlu olgunun hPL MoM diizeyi aksine yiiksek bulundu. Sonug
olarak hPL birinci trimester i¢in andploidi taramasinda mevcut testlere ek olarak
kullanilabilir ancak hPL’nin ilk trimester taramasinin bir parcasi olarak potansiyelinin
degerlendirmesi i¢in genis prospektif calismalara ihtiya¢ vardir.

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Prenatal
Tani Unitesi'ne Ekim 2009-Haziran 2011 tarihleri arasinda hemoglobinopatiler
yoniinden prenatal tam1 amaciyla rutin olarak basvuran 35 yas ve iizeri 26 gebe ile
yukarida bahsedilen 2 olguya QF-PCR analizi yapildi. 2 olgunun karyotipi QF-PCR ile
47,XX+21 olarak belirlendi. Normal karyotipe sahip oldugu belirlenen 26 Ornegin
birinde ise QF-PCR analiz sonucu 46,XX olarak belirlenmesine ragmen olgunun
amniyon sivisindan yapilan sitogenetik analizinde fetusun karyotipinin 46,XX (29
hiicre)-92,XXXX (20 hiicre) seklinde mozaik tetraploidi oldugu saptandi. Buna gore
QF-PCR yonteminin duyarlilign % 66,6, 6zgiilligi % 100, pozitif prediktif degeri %100
ve negatif prediktif degeri % 96 olarak hesaplandi. Belirteclerin heterozigotluguna
bakildiginda ise basta HPRT (% 39) olmak iizere, cinsiyet kromozom belirte¢lerinin

heterozigotluklarinin diisiik oldugu izlendi. Kromozom 13,18 ve 21 i¢in Orneklerin
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timiinde en az iki informatif belirte¢ bulunurken, olgularin % 17,8’inde en az iki
informatif belirte¢ olmadigindan cinsiyet kromozom anoploidisi icin QF-PCR ile tani
konulamadi. Bu non-informatif ve yetersiz sonuglar, kullanilan belirteclerin
heterozigotluk oranlar1 belirlenerek ve heterozigotluk orami yiiksek olan belirtecler
kullanilarak azaltilabilir. Bununla beraber yapilan calismalarda tespit edilen yiiksek
duyarlilik ve 6zgiillik oranlar1 ile QF-PCR, andploidilerin hizli tanisinda giivenilir bir
yontemdir. Prenatal invaziv diyagnostik islem uygulanan tim kadinlarda QF-PCR
analizi yapilmas1 da, andploidili olgulara hizh tam konarak gebeligin erken doneminde

sonlandirilmasin saglayacaktir.
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