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ÖZET

Major kromozomal anöploidilerin h›zl› prenatal tan›s›nda Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-

PCR) yöntemi literatürde oldukça etkin (%95), güvenli ve düflük maliyetli olarak gösterilmifltir. Mozaik trizomilerde

QF-PCR ve karyotipleme yöntemleri aras›nda % 0.2 oran›nda uyumsuzluk varl›¤› bildirilmifltir. Bizim olgumuz; 17.

gebelik haftas›nda triple testinde trizomi 18 riskinin 1/50 olmas› nedeniyle klini¤imize gönderilmiflti. Yap›lan

ultrasonografide fetusta bilateral koroid pleksus kistleri ve bilateral pelviektazi oldu¤u saptand›. Amniotik s›v›dan

yap›lan QF-PCR analizi; normal kromozomal yap› gösterdi ancak sitogenetik analizde fetusta trizomi 18 ve trizomi

9 mozaizm oldu¤u 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 1 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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G‹R‹fi

Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(QF-PCR) analizi; örne¤in al›m›ndan sonraki birkaç

saat içinde majör say›sal anomalileri (kromozom

13,18,21,X ve Y) belirleyen, son 15 y›l içinde kullan›l-

maya bafllanm›fl bir yöntemdir(1). Amniyotik s›v› da

trizomilerin analizi kromozoma spesifik küçük DNA

dizilerinin ço¤alt›lmas› (3,4,5’li tekrarlar› içeren Short

Tandem Repeat (STR) mark›rlar› kullan›larak) ve

kapiller elektroforez sisteminde yürütülerek analiz

edilmesi esas›na dayan›r. Kromozoma spesifik olarak

seçilen 17 STR marker kullan›l›rken bunlar›n 1, 2 yada

3 pik oluflturmas› ve de boyut ile alan fark›n›n özel bir

programda analizi ile tan› al›rlar(1,4-6). Mansfield’in

1993 y›l›nda Down sendromu ile di¤er anoploidilerin

analizinde ilk kez kulland›¤› bu yöntem ile farkl›

populasyonlarda binlerce örne¤in analizi yap›larak

rutinde çal›flmaya devam edilmektedir. Türk populasyon-

unda 2007’de Onay ve ark. taraf›ndan bildirilen 576

amniyotik s›v›n›n hem QF-PCR hem de sitogenetik

karfl›laflt›r›lmas› yap›larak di¤er populasyonlarla benzer

sonuçlar elde edilmifltir(5). Özkinay ve ark. taraf›ndan

2008’de sunulan bir çal›flmada 3 y›ll›k deneyim sonuç-

lar›n›n da literatürle uyumlu oldu¤u gösterilmifltir(7).

Ancak, düflük oranda bulunan mozaizmler (%10’dan az)

bu moleküler test ile tan›nmayabilmektedir(8,9). Bu

olgumuzda, amniyosentez sonras› QF-PCR’da tespit

edilemeyen ancak karyotiplemede trizomi 18 ve trizomi

9 mozaisizm tespit edilen bir vakam›z› sunduk.

OLGU

23 yafl›nda gravidas› 2, paritesi 1 olan 17 haftal›k

gebe hasta, triple testte trizomi 18 riskinin 1/50 olmas›

nedeniyle amniosentez yap›lmas› için klini¤imize refere

edilmiflti. Triple testte serum AFP 27.96 IU/ml (0.81

MOM), uE3 1 ng/ml (0.80 MOM) ve HCG 18213

mIU/ml (0.46 MOM) oldu¤u belirlenmifl ve trizomi

18 riski 1/50 olarak hesaplanm›flt›. Yap›lan ayr›nt›l›

obstetrik ultrasonografide; fetusta bilateral koroid

pleksus kistleri ve bilateral pyelektazi oldu¤u tespit

edildi. Koroid pleksus kisti sa¤da 6 mm solda 5 mm

olarak ölçüldü. Pyelektazi varl›¤› abdomenin transvers

kesitinde pelvisin ön-arka çap›n›n sa¤da 7 mm solda

5.9 mm ölçülerek belirlendi. Hastan›n trizomi olas›l›¤›na

ba¤l› anksiyetesinin olmas› ve amniosentezden kaynak-

lanabilecek düflük riskini kabul etmesi üzerine

amniosentez yap›lmas›na karar verildi. Amniosentezden

48 saat sonra QF-PCR sonucu ABI 3100 ile yap›lan

patentli Gene Scan Program› kullan›larak normal

kromozomal patern gösterdi¤i saptand› (4 bilgilendirici

STR mark›r› ile) (Resim 1). Hastada iki ayr› ultrasonografik

bulgu olmas› ve triple testte de riskinin yüksek olmas›

nedeniyle kesin bir karara varabilmek için sitogenetik

analizin sonucu beklenildi. Amniosentezin 15. gününde

sitogenetik analizde, Trizomi 18+Trizomi 9 mozaik yap›

tespit edildi (Resim 2,3). Karyotipte anormal hücre

oran›n›n toplamda %10 oldu¤u ve bu trizomik hücrelerin

%86 oran›nda 47XY+18, %14 oran›nda 47 XY+9

kromozom yap›s›na sahip oldu¤u görüldü(10). Amniotik

hücreler 2 ayr› flaskta incelendi. Birinci flaskta 50 hücre

incelendi; 44 tanesi 47,XY+18 ve 6 tanesi 47,XY+9

bulundu. ‹kinci flaskta ise 20 hücre incelendi; 16 tanesi

47,XY+18 ve 4 tanesi 47,XX+9 bulunmufltur. Bu durumun

3. seviye mozaisizm ile uyumlu oldu¤u düflünüldü.

Hastaya kesin tan› için kordosentez yap›lmas› gerekti¤i

anlat›ld› ancak hasta bu ifllemi kabul etmedi.

Resim 1: Fetusun 13,18 ve Cinsiyet kromozomlar›na ait QF-PCR

analizinin görüntüsü.

*Maternal kontaminasyon yoktur.

Resim 2: Karyotiplemede Trizomi 18 izlenmekte.
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Resim 3: Trizomi 9 karyotipleme.

Mozaisizmin prognozu aç›s›ndan bilgi verildi

ancak hastan›n terminasyonu kabul etmemesi üzerine

gebeli¤in devam›na karar verildi. Gebeli¤in 21.

haftas›nda yap›lan ultrasonografide; fetusun posterior

fossas›nda geniflleme oldu¤u görüldü (foramen magnum

12 mm olarak ölçüldü). Bilateral koroid pleksus kistleri

ve pyelektazisinin yine ayn› büyüklüklerde sebat etti¤i

izlendi. Takipler s›ras›nda terme kadar gebelik problem-

siz seyretti. Hastan›n özel bir merkezde normal vaginal

do¤um yapt›¤› ve bebe¤in postpartum 4. saatte eks

oldu¤u ö¤renildi.

TARTIfiMA

QF-PCR’›n en s›k kullan›lan flekli kromozoma

spesifik, tekrarlanan DNA dizilerinin küçük 3, 4 veya

5 nükleotidli DNA tekrarlar›n›n ço¤alt›lmas›n› içerir.

Tekrarlanan k›sa DNA dizileri oturuflmufl (standardize

edilmifl) ve polimorfik olup uzunlu¤u tekrarlanan üçlü,

dörtlü veya beflli nükleotidlerin say›s›na ba¤l› olarak

kifliler aras›nda parmak izi kadar anlaml› düzeyde

de¤ifliklik göstermektedir. DNA örne¤i floresan

primerleri kullan›larak PCR ile ço¤alt›l›r ve bu ürün

gen taray›c› programla otomatik DNA s›ralay›c›

kullan›larak tekrarlayan her bir uzunluk pik bölgesi

olarak görünebilir ve çoklu karfl›laflt›r›labilmektedir
(8,9). Normal insanlardan ço¤alt›lan DNA’lar %65-95

oran›nda heterozigottur (farkl› uzunlukta alleller içerir)

ve ayn› bölgede iki pik göstermesi beklenmektedir(7).

Trizomik insanlardan ço¤alt›lan DNA triallelik olanlarda

ayn› bölgede ekstra bir pik gösterirken diallelik olanlarda

sadece iki pik gösterebilir ve biri di¤erinin iki kat› kadar

uzun olabilmektedir(7). QF-PCR DNA’n›n ço¤alt›lmas›

ile sonuç veren bir yöntem oldu¤u ve izole edilen DNA’lar

en az 20 siklus amplifiye edildi¤i için %20’nin alt›ndaki

bir DNA farkl›l›¤›n› gösterememektedir(1-5). Mozaik

trizomilerde bu nedenle %0.2 oran›nda yanl›fl negatiflik

görülebilmektedir(2). Bu yöntem farkl› fetal dokulara

ayr›ca (amniotik s›v›, fetal kan, koryonik villus ve

terminasyon sonras› fetal dokular) uygulanabilmekte

ve maternal kontaminasyonu da anneden al›nan kan

örne¤i yard›m›yla bize gösterebilmektedir. Herbir

kromozom say›s› için en az 2 bilgilendirici mark›r ile

çal›fl›larak sonuç verilebilmektedir(10-15). Bizim olgumuzda

DNA mark›rlar›n›n bilgilendiricili¤i vard› ve hastada

akraba evlili¤i bulunmamaktayd›. Mozaisizm oran›

%10 oldu¤u için QF-PCR yöntemi ile yanl›fl negatif sonuç

al›nm›flt›. Hastan›n Triple testinde Trizomi 18 riskinin

yüksekli¤i, ultrasonografide pyelektazi ve bilateral koroid

pleksus kisti varl›¤› nedeniyle QF-PCR sonucu dikkate

al›nmadan sitogenetik analiz sonucu beklenildi.

FISH ve QF-PCR incelenen kromozomlarda anöploidi

olup olmad›¤›n› h›zl›ca (24-48 saatte) gösterebilmek-

tedir. Her iki yöntem de tüm kromozomlar›n tan›nmas›nda

kullan›labilmekte ancak sadece 13, 18, 21. kromozomlar

ile seks kromozomlar› için rutin kullan›m amac›yla

gelifltirilmifltir. Bu yöntemler yüksek riskli hastalar (fetal

malformasyon/soft mark›r tespit edilenler) veya sitogenetik

analiz için geç kalm›fl ileri gebelik haftas›ndaki hastalara

uygulanabilmektedir. Kromozomal bir anomali tespit

edildi¤inde müdahalede bulunmak için güvenilirdir fakat,

sadece karyotiplemenin sonucu beklenirken bir bafllang›ç

olarak ta baz› genetikçiler taraf›ndan kabul edilebilmek-

tedir. Gerçekte bu h›zl› araflt›rma teknikleri ile incelenen

kromozom hastal›klar›, yüksek riskli populasyonda

gözlenen de¤iflikliklerin sadece %65’ini oluflturmaktad›r
(14). QF-PCR yöntemi FISH yöntemine göre baz›

avantajlar içerir. QF-PCR analizi FISH’e göre çok daha

fazla say›da hücre incelenmesini sa¤lamaktad›r. ‹fllem

çok kolay otomatize edilece¤i için ayn› anda çok say›da

örnek çal›fl›labilmekte ve ifllemin tamam› 30 dakika

kadar sürmektedir. FISH yönteminde belirli problar

vard›r ve herhangi bir do¤rulama gerektirmezler(9-14).

QF-PCR maternal hücre kontaminasyonunu belirleyebilir-

ken, FISH k›z fetuslarda bunu aç›¤a ç›karamamaktad›r.

Bu nedenlerle QF-PCR prenatal tan›da konvansiyonel

sitogenetik analize bir alternatif olarak h›zla kabul

görmektedir(10-16). Baz› di¤er prenatal diagnostik testlerde

oldu¤u gibi QF-PCR düflük orandaki mozaisizmi belirle-

yemeyebilmektedir. Düflük orandaki mozaisizmlar

(%10’dan az) moleküler testlerle belirlenememektedir(4-

8). Baz› vakalarda X kromozomu mozaisiziminde de

Yanl›fl negatif QF-PCR ve trizomi 18-trizomi 9 mozaizm
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QF-PCR ve sitogenetik analiz sonuçlar› aras›nda anormal

küçük hücre populasyonunun oran›na ba¤l› olarak

uyumsuzluklar oluflabilmektedir. Bu uyumsuzluk oran›

literatürde %0.2 olarak bildirilmifltir(2). Bunun nedeni

normal (46,XX veya 46,XY) ve 45,X yap›s›ndaki in

vitro hücrelerin büyüme h›z›n›n farkl›l›¤›ndan kaynaklan-

maktad›r. Anöploid hücreler normal hücrelerden daha

h›zl› büyümektedir. Bununla beraber, QF-PCR

sitogenetik analizle tan›nm›fl %50 oran›ndaki mozaik

trizomilerde birden fazla hücre dizisi varl›¤›nda tan›ya

olanak sa¤lamaktad›r(2).

   Sonuç olarak, literatürde QF-PCR yöntemi tek

bafl›na standart bir yöntem olarak kullan›ld›¤›nda yafl

da¤›l›m›na göre, yaflla frekan artan tek kromozom

anomalilerinin yakalanamamas›na neden olabilir. Bu

150 anormal karyotipte 1 oran›ndad›r veya 10-30.000

örnekte birdir.(13-16). Ço¤unlu¤u striktürel olmak üzere,

baz› seks kromozom anormalilerini de tespit edemeyece¤i

halde bu hata oran›n›n literatürde kabul edilebilir düzeyde

oldu¤u vurgulanmaktad›r(8-13).
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