OLGU SUNUMU (Case Report)
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OZET

Major kromozomal anédploidilerin hizli prenatal tanisinda Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-
PCR) yontemi literatiirde oldukca etkin (%95), giivenli ve diisiik maliyetli olarak gosterilmistir. Mozaik trizomilerde
QF-PCR ve karyotipleme yontemleri arasinda % 0.2 oraminda uyumsuzluk varligi bildirilmistir. Bizim olgumuz; 17.
gebelik haftasinda triple testinde trizomi 18 riskinin 1/50 olmasi nedeniyle klinigimize génderilmisti. Yapilan
ultrasonografide fetusta bilateral koroid pleksus kistleri ve bilateral pelviektazi oldugu saptandi. Amniotik sividan
yapilan QF-PCR analizi; normal kromozomal yapi gosterdi ancak sitogenetik analizde fetusta trizomi 18 ve trizomi

9 mozaizm oldugu tespit edildi.
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SUMMARY
A FALSE NEGATIVE QF-PCR AND TRISOMY 18-TRISOMY 9 MOSAICISM

Using QF-PCR for rapid prenatal diagnosis of major chromosome aneuploidies demonstrated that the method is
highly efficient, reliable and cost effective in the literature. A discrepancy has been showed between QF-PCR and
karyotyping results as 0.2% in mosaicism.Our case was in 17 th gestational week who referred to our clinic for having
a trisomy 18 risk as I in 50 in triple test.On the ultrasonography, we detected bilateral choroid plexus cysts and
bilateral pyelectasia.After amniocentesis QF-PCR has been showed a normal chromosomal patern and cytogenetic

analysis has been showed trisomy 18 and trisomy 9 mosaicism.
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GIRIS

Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(QF-PCR) analizi; 6rnegin alimindan sonraki birkag
saat iginde major sayisal anomalileri (kromozom
13,18,21,X ve Y) belirleyen, son 15 yil iginde kullanil-
maya baslanmis bir yontemdir(1). Amniyotik siv1 da
trizomilerin analizi kromozoma spesifik kiigiik DNA
dizilerinin ¢ogaltilmasi (3,4,5°li tekrarlari igeren Short
Tandem Repeat (STR) markirlar1 kullanilarak) ve
kapiller elektroforez sisteminde yiiriitiilerek analiz
edilmesi esasina dayanir. Kromozoma spesifik olarak
secilen 17 STR marker kullanilirken bunlarm 1, 2 yada
3 pik olusturmasi ve de boyut ile alan farkinin 6zel bir
programda analizi ile tan1 alirlar(1:4-6). Mansfield’in
1993 yilinda Down sendromu ile diger anoploidilerin
analizinde ilk kez kullandig1 bu yontem ile farkl
populasyonlarda binlerce drnegin analizi yapilarak
rutinde galismaya devam edilmektedir. Tiirk populasyon-
unda 2007°de Onay ve ark. tarafindan bildirilen 576
amniyotik sivinin hem QF-PCR hem de sitogenetik
karsilastirilmasi yapilarak diger populasyonlarla benzer
sonuglar elde edilmistir(®). Ozkinay ve ark. tarafindan
2008’de sunulan bir ¢aligmada 3 yillik deneyim sonug-
larmin da literatiirle uyumlu oldugu gosterilmistir(7).
Ancak, diisiik oranda bulunan mozaizmler (%10’dan az)
bu molekiiler test ile taninmayabilmektedir(®.9). Bu
olgumuzda, amniyosentez sonras1t QF-PCR’da tespit
edilemeyen ancak karyotiplemede trizomi 18 ve trizomi

9 mozaisizm tespit edilen bir vakamizi sunduk.

OLGU

23 yasinda gravidasi 2, paritesi 1 olan 17 haftalik
gebe hasta, triple testte trizomi 18 riskinin 1/50 olmast
nedeniyle amniosentez yapilmasi igin klinigimize refere
edilmisti. Triple testte serum AFP 27.96 1U/ml (0.81
MOM), uE3 1 ng/ml (0.80 MOM) ve HCG 18213
mlIU/ml (0.46 MOM) oldugu belirlenmis ve trizomi
18 riski 1/50 olarak hesaplanmisti. Yapilan ayrintili
obstetrik ultrasonografide; fetusta bilateral koroid
pleksus kistleri ve bilateral pyelektazi oldugu tespit
edildi. Koroid pleksus kisti sagda 6 mm solda 5 mm
olarak olgtildii. Pyelektazi varlig1 abdomenin transvers
kesitinde pelvisin 6n-arka ¢apinin sagda 7 mm solda
5.9 mm o6lgiilerek belirlendi. Hastanin trizomi olasiligina
bagli anksiyetesinin olmasi ve amniosentezden kaynak-
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lanabilecek diisiik riskini kabul etmesi iizerine
amniosentez yapilmasina karar verildi. Amniosentezden
48 saat sonra QF-PCR sonucu ABI 3100 ile yapilan
patentli Gene Scan Programi kullanilarak normal
kromozomal patern gosterdigi saptandi (4 bilgilendirici
STR markir ile) (Resim 1). Hastada iki ayr1 ultrasonografik
bulgu olmast ve triple testte de riskinin yiiksek olmasi
nedeniyle kesin bir karara varabilmek igin sitogenetik
analizin sonucu beklenildi. Amniosentezin 15. gliniinde
sitogenetik analizde, Trizomi 18+Trizomi 9 mozaik yap1
tespit edildi (Resim 2,3). Karyotipte anormal hiicre
oraninin toplamda %10 oldugu ve bu trizomik hiicrelerin
%386 oraninda 47XY+18, %14 oraninda 47 XY+9
kromozom yapisina sahip oldugu gériildii!9). Amniotik
hiicreler 2 ayr1 flaskta incelendi. Birinci flaskta 50 hiicre
incelendi; 44 tanesi 47,XY+18 ve 6 tanesi 47,XY-+9
bulundu. Ikinci flaskta ise 20 hiicre incelendi; 16 tanesi
47,XY+18 ve 4 tanesi 47,XX+9 bulunmustur. Bu durumun
3. seviye mozaisizm ile uyumlu oldugu diisiiniildii.
Hastaya kesin tani igin kordosentez yapilmasi gerektigi

anlatildi ancak hasta bu iglemi kabul etmedi.
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Resim 1: Fetusun 13,18 ve Cinsiyet kromozomlarina ait QF-PCR
analizinin goriintiisi.

*Maternal kontaminasyon yoktur.
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Resim 2: Karyotiplemede Trizomi 18 izlenmekte.



Resim 3: Trizomi 9 karyotipleme.

Mozaisizmin prognozu agisindan bilgi verildi
ancak hastanin terminasyonu kabul etmemesi iizerine
gebeligin devamina karar verildi. Gebeligin 21.
haftasinda yapilan ultrasonografide; fetusun posterior
fossasinda genisleme oldugu goriildii (foramen magnum
12 mm olarak 6l¢iildii). Bilateral koroid pleksus kistleri
ve pyelektazisinin yine ayni1 biiyiikliiklerde sebat ettigi
izlendi. Takipler sirasinda terme kadar gebelik problem-
siz seyretti. Hastanin 6zel bir merkezde normal vaginal
dogum yaptig1 ve bebegin postpartum 4. saatte eks
oldugu 6grenildi.

TARTISMA

QF-PCR’1n en sik kullanilan sekli kromozoma
spesifik, tekrarlanan DNA dizilerinin kiigiik 3, 4 veya
5 niikleotidli DNA tekrarlarinin ¢ogaltilmasini igerir.
Tekrarlanan kisa DNA dizileri oturugmus (standardize
edilmis) ve polimorfik olup uzunlugu tekrarlanan {igli,
dortlii veya besli niikleotidlerin sayisina bagli olarak
kigiler arasinda parmak izi kadar anlamli diizeyde
degisiklik gostermektedir. DNA 6rnegi floresan
primerleri kullanilarak PCR ile gogaltilir ve bu {irlin
gen tarayici programla otomatik DNA siralayict
kullanilarak tekrarlayan her bir uzunluk pik bolgesi
olarak gdriinebilir ve ¢oklu karsilastirilabilmektedir
(8.9). Normal insanlardan gogaltilan DNA’lar %65-95
oraninda heterozigottur (farkli uzunlukta alleller igerir)
ve ayn1 bolgede iki pik gdstermesi beklenmektedir(?).
Trizomik insanlardan ¢ogaltilan DNA triallelik olanlarda
ayni bolgede ekstra bir pik gosterirken diallelik olanlarda
sadece iki pik gosterebilir ve biri digerinin iki kat: kadar
uzun olabilmektedir(”). QF-PCR DNA 'mn gogaltilmasi

ile sonug veren bir yontem oldugu ve izole edilen DNA’lar
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Yanlis negatif QF-PCR ve trizomi 18-trizomi 9 mozaizm

en az 20 siklus amplifiye edildigi i¢in %20 nin altindaki
bir DNA farkliligmni gosterememektedir(1-3). Mozaik
trizomilerde bu nedenle %0.2 oraminda yanlis negatiflik
goriilebilmektedir(®). Bu ydntem farkl: fetal dokulara
ayrica (amniotik sivi, fetal kan, koryonik villus ve
terminasyon sonrasi fetal dokular) uygulanabilmekte
ve maternal kontaminasyonu da anneden alinan kan
ornegi yardimiyla bize gosterebilmektedir. Herbir
kromozom sayis1 i¢in en az 2 bilgilendirici markir ile
calisilarak sonug verilebilmektedir(10-19), Bizim olgumuzda
DNA markirlarinin bilgilendiriciligi vardi ve hastada
akraba evliligi bulunmamaktaydi. Mozaisizm orani
%10 oldugu igin QF-PCR yontemi ile yanlis negatif sonug
alinmigti. Hastanin Triple testinde Trizomi 18 riskinin
yiiksekligi, ultrasonografide pyelektazi ve bilateral koroid
pleksus kisti varlig1 nedeniyle QF-PCR sonucu dikkate
alimmadan sitogenetik analiz sonucu beklenildi.

FISH ve QF-PCR incelenen kromozomlarda andploidi
olup olmadigini hizlica (24-48 saatte) gosterebilmek-
tedir. Her iki yontem de tiim kromozomlarin tanmnmasinda
kullanilabilmekte ancak sadece 13, 18, 21. kromozomlar
ile seks kromozomlart igin rutin kullanim amaciyla
gelistirilmistir. Bu yontemler yiiksek riskli hastalar (fetal
malformasyon/soft markir tespit edilenler) veya sitogenetik
analiz i¢in geg¢ kalmus ileri gebelik haftasindaki hastalara
uygulanabilmektedir. Kromozomal bir anomali tespit
edildiginde miidahalede bulunmak igin giivenilirdir fakat,
sadece karyotiplemenin sonucu beklenirken bir baglangig
olarak ta bazi genetikgiler tarafindan kabul edilebilmek-
tedir. Gergekte bu hizli aragtirma teknikleri ile incelenen
kromozom hastaliklari, yiiksek riskli populasyonda
gozlenen degisikliklerin sadece %65 ini olugturmaktadir
(14), QF-PCR yéntemi FISH yontemine gore bazi
avantajlar igerir. QF-PCR analizi FISH’e gére ¢cok daha
fazla sayida hiicre incelenmesini saglamaktadir. Islem
¢ok kolay otomatize edilecegi i¢in ayni anda gok sayida
ornek calisilabilmekte ve islemin tamami 30 dakika
kadar siirmektedir. FISH yonteminde belirli problar
vardir ve herhangi bir dogrulama gerektirmezler(®-14),
QF-PCR maternal hiicre kontaminasyonunu belirleyebilir-
ken, FISH kiz fetuslarda bunu agiga ¢ikaramamaktadir.
Bu nedenlerle QF-PCR prenatal tanida konvansiyonel
sitogenetik analize bir alternatif olarak hizla kabul
gormektedir(10-16), Bazi diger prenatal diagnostik testlerde
oldugu gibi QF-PCR diisiik orandaki mozaisizmi belirle-
yemeyebilmektedir. Diisiik orandaki mozaisizmlar
(%10’dan az) molekiiler testlerle belirlenememektedir(*-

8). Baz1 vakalarda X kromozomu mozaisiziminde de
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QF-PCR ve sitogenetik analiz sonuglar1 arasimda anormal
kiigiik hiicre populasyonunun oranina bagli olarak
uyumsuzluklar olusabilmektedir. Bu uyumsuzluk orani
literatiirde %0.2 olarak bildirilmistir®). Bunun nedeni
normal (46,XX veya 46,XY) ve 45,X yapisindaki in
vitro hiicrelerin bitylime hizinin farkliligindan kaynaklan-
maktadir. Andploid hiicreler normal hiicrelerden daha
hizli biyiimektedir. Bununla beraber, QF-PCR
sitogenetik analizle taninmig %50 oranindaki mozaik
trizomilerde birden fazla hiicre dizisi varliginda taniya
olanak saglamaktadir(®),

Sonug olarak, literatiirde QF-PCR yo6ntemi tek
basina standart bir yontem olarak kullanildiginda yas
dagilimina gore, yasla frekan artan tek kromozom
anomalilerinin yakalanamamasina neden olabilir. Bu
150 anormal karyotipte 1 oranindadir veya 10-30.000
ornekte birdir.(13-10), Cogunlugu striktiirel olmak iizere,
bazi seks kromozom anormalilerini de tespit edemeyecegi
halde bu hata oraninin literatiirde kabul edilebilir diizeyde
oldugu vurgulanmaktadir(8-13),
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