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Ozet

Amag: Merkezimizdeki bes yillik amniyosentez verilerinden yola cikarak endikasyonlara ve yasa gore
anomali dagilimini incelemek. Ileri yas gebeliklerde amniyosenteze yaklasimi irdelemek.

Gere¢ ve Yontem: 2008-2012 tarihleri arasinda amniyosentez uygulanmis 307 olgu retrospektif
degerlendirildi. Endikasyonlar; ileri maternal yas, tarama testinde risk artisi, ileri maternal yas ve tarama
testinde risk artisi, anormal ultrason bulgular1 ve digerleri seklinde siniflandi. Sitogenetik bulgular, normal
ve anormal olarak siniflandi. Normal varyasyonlar, normal grubunda degerlendirildi. Anne yas1 ayrica 35
yas alt1 ve 35 yas ve iistii olarak simiflandi. Anormal karyotip sonuclari ile endikasyon ve yas arasindadaki
iliski ki- kare testi ile incelendi.

Bulgular: Tarama testinde risk artisi( %37.8), ileri maternal yas (%32.6), ileri maternal yas ve tarama
testinde risk artisi (%20.8) izlenen endikasyonlardi.

Dort olguda Kkiiltiirde iireme olmadi. Degerlendirmeye alinan 303 olgunun 26 sinda (%8.5) anormal
karyotip tespit edildi. Otuzbes yas alti ve iistiinde anomali sikligi; ve endikasyonlara gore kromozom
anomalisi yakalama oranlari benzerdi. Ancak, ileri maternal yas ve tarama testinde risk artis1 olan grupta
trizomi 21 yakalama oraninin daha fazla oldugu goriildii.

Sonug: ileri yas gebeliklerde amniyosentez karar1 verirken; biyokimyasal tami yontemleri ve
ultrasonografinin kullanilmasi, anomali yakalama oranmm artiracaktir. Hastalar bu konuda yeterli
aydinlatilmal ve karar verirken tibbin tiim olanaklari kullanilmalidir.

Anahtar kelimeler: Amniyosentez, ileri maternal yas, endikasyon

Amniyosentez 1960’ 11 yillardan beri prenatal anormal karyotip, anomalili infant dogumu
genetik tan1 amaci ile uygulanan invazif bir Oykiisii, intrauterine fetal 6lim Oykiisii ve diger
yontemdir (1). Yapilan ¢alismalara gore ileri anne nonspesifik nedenler sayilabilir. Isleme bagh
yas1 en sik endikasyonlardan biridir (2-4). Down komplikasyon orani %1 kadardir (5).
sendromlu bebek dogurma riski 25 yasindaki Son yillarda kadinin is hayatinda giderek artan
kadinda 1/1300 iken bu risk 35 yasinda 1/270, 45 bir yer almasi, c¢ocuk sahibi olma yasinin
yasinda ise 1/30 ‘dur. 35 yas gebeliklerde down ertelenmesine neden olmustur. Dolayist ile, ileri
sendromu riski, amniyosenteze bagli fetal kayip anne yast problemi Oniimiizdeki donemde bizi
riskine yaklastigindan dolayi, 35 yas tim daha ¢ok mesgul edecektir. Artan amniyosentez
diinyada kabul goren sinir degerdir. Diger sayisi, sosyal giivenlik kurumlarina yiiksek
endikasyonlar arasinda; biyokimyasal testlerde maliyet getirirken (6), ileri yasda elde edilen
risk artisi, anormal ultrason bulgulari, ebeveynde kiymetli bir gebeligin riske atilmasi da soz

konusu olacaktir. Son yillarda bu durum daha ¢ok
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Gerec ve Yontem

Sifa  Universitesi ~ Etik ~ Kurul  onayi
alinarak, Helsinki Deklerasyonu 2008
kapsaminda, 2008 Ocak ile 2012 Aralik tarihleri
arasinda Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’ ne
bagvurmus ve c¢esitli endikasyonlar nedeniyle
amniyosentez uygulanmig 307 olgu retrospektif
degerlendirilmistir. Amniyosentez endikasyonu
olarak prenatal tarama testlerinde (birinci ve/veya
ikinci trimester) artmis risk, anne yasinin 35 yas
ve 1lzerinde olmasi, ultrasonografide anomali
tespit edilmesi, ve diger nedenler (Onceki
gebeliklerinde fetal anomali, maternal anksiyete,
ailede Down sendromu 6ykiisii) kabul edilmistir.
Aileye, amniyosentez islemi, nedeni ve olasi
riskler hakkinda bilgi verilerek onam formu

imzalatilmigtir.  Kabul eden 307 olguya
gebeliklerinin 15 ile 19. haftalar1 arasinda
amniyosentez uygulanmistir.

Sitogenetik laboratuarimizda, amnion

sivisindan uzun siireli hiicre kiiltiirii i¢in 3 ml
besiyeri (Amniomax-Gibco) ve 25 cm’® Kkiiltiir
kaplar1 kullanilarak hiicreler 37 °C de CO, °‘li
etiivde inkiibe edildi. Harvest isleminden 2.5 saat
once 100 mikrolitre kolsemid (colcemid solution,
Gibco) uygulamasi yapildi. Hiicreler bu siire
sonunda santrifiij edildi, siipernatant atildiktan
sonra 10 ml hipotonik soliisyon (0.075 mol/l KCI)
eklendi ve 35 dakika 37 °C de bekletildi. Siire
sonunda 1:3 oraninda asetik asit:metanol ile
hazirlanan fiksatif soliisyonu ile 3-4 kez muamele
edildi. Lamlarin iizerine hiicrelerin damlatilarak
yayilmasi ile hazirlanan  preparatlar tripsin
giemsa bantlama yontemi (GTG) ile boyandi.
Analiz sonuglar1 International System For Human
Cytogenetic Nomenculature (ISCN) 2009’a gore
rapor edildi. Kromozom analizinde standart
olarak 20 metafaz analiz edildi.

FISH (Floresan in situ hibridizasyon) Analizi
icin Gerec-Yontem: Lamlarin {izerine hiicrelerin
damlatilarak yayilmasi ile hazirlanan preparat 10
dakika kurutuldu. Faz kontrast mikroskobu
yardimiyla analiz yapilacak alan elmas uglu
kalemle lamin alt yiiziinden isaretlendi. 2xSSC

Tablo 1. Amniyosentez endikasyonlari

soliisyonunda (37£1°C) 30 dk
bekletildi.Denatiirasyon soliisyonunun (pH:7.0-
8.0) 1s1s1 73+ 1 °C  olarakayarlandive preparat 5
dk denatiire edildi. Ardindan preparat 1’er dk
%70, %85, %100 alkol serisinden gegirildi ve
kurutuldu. Preparat {izerindeki isaretli alana 10 pl
LSI 13/21 (Vysis-Abbott) prob damlatildi,
22mmx22mm lamelle kapatildi etrafi rubersement
ile kaplandi. Ozel nemli hibridizasyon béliimiinde
37 + 2 °C‘de 6 saat hibridize edildi. Sonrasinda
rubersement ve lamel kaldirildi. 73+ 1 °C‘de 0.4
xSSC / %0.3 NP-40 soliisyonunda 2 dk , oda
1sisindaki 2xSSC / %0.1 NP-40 30sn bekletildi ve
preparat karanlikta kurutuldu. Incelenecek alan
tizerine 10 ulDAPI II damlatildi. Preparat
floresan atagsmanli mikroskopta analiz edildi.

Sifa  Universitesi ~ Hastanesi  sitogenetik
laboratuvarinin ~ amniyosentez  kayitlarindan
karyotip analiz sonuglar  elde edildi.

Endikasyonlar; ileri maternal yas, tarama testinde
risk artisi, anormal ultrason bulgular1 ve digerleri
seklinde siniflandi. Sitogenetik bulgular, normal
ve anormal olarak  smiflandi.  Normal
varyasyonlar, normal olgu grubunda
degerlendirildi. Anne yas1 ayrica 35 yas alti, ve
35 yas ve lstii olarak siniflandi. Endikasyonlara
gore karyotip sonuglar1 arasinda fark olup
olmadig1 ve yas faktoriiniin anormal karyotip ile
iliskisi ki- kare testi ile incelendi.

Bulgular
Amniyosentez endikasyonlar1 Tablo 1 de
gosterilmigtir. Tarama testinde risk artisi,
endikasyonlar arasinda ilk sirayr almaktadir.

Amniyosentez uygulananan 307 hastadan 4’iiniin
hiicre  kiltlirinde  iireme saptanmamistir.
Degerlendirmeye alinan 303 olgunun 26 sinda
(%8.5) anormal karyotip tespit edilmistir.
Endikasyonlara gére kromozom anomalisi
tespit etme oranlari istatistiksel agidan anlaml1 bir
fark gostermemektedir (p>0.05). Kromozom
anomalisi saptanan olgular incelendiginde (Tablo
2) trizomi 21 yakalama olasiliginin, ileri maternal
yas ve tarama testinde risk artig1 olan grupta daha
fazla oldugu gorilmiistiir. Mozaik yap1 izlenen

Endikasyon Olgu sayis1 (%) Anormal karyotip sayis1 (%)
Tarama testi risk artist 116 (%37,8) 10(%38,6)
Maternal yas > 35 100 (%32,6) 10(%10)

Maternal yag>35 ve tarama testi risk artist 64(%20,8) 5(%7,8)

USG bulgulari 12 (%3.,9) -

Digerleri 15 (%4,9) 1(%6,6)

Toplam 307 (%100) 26(%38,5)
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Tablo 2. Karyotip anomaliler

Maternal yas Karyotip sonucu

Ileri maternal yas

43 47,XX, +18
36 46,XX, [19]/ 47,XX, +18[1] *
39 46,XX, [98]/ 47,XX, +21[1]/ 47,XX,
+mar?[1] *
40 46,XY, [14]/ 47,XX, +8[1] T
38 46,XY, [98]/ 47,XY, +10[1]/ 47, XY,
+15[1] +
37 47,XXY
42 46,XY, [11]/ 45,X ,[7]/ 47, XXY[2]
T
38 46,XY, t(5;14)(q31;q13) **
39 46,XX, t(2;18)**
46 46,XY, [97]/ 46,XY,
der(5)(p15.3q33)[3] #
Ileri maternalyas ve Tarama testinde
risk artisi
35 47,XX, +21
37 47,XX, +21
39 47,XX, +21
35 46,XX, [98]/ 45,XX, -18[2] #
37 46,XY, inv(1)(p12;q12)
Tarama testinde risk artisi
27 47,XX, +21
28 47,XY, +21
24 46,XX, +21p+ +
28 46,XX, der(14;21)(q10;q10), +21
25 46,XX, [99]/ 47,XX, +18[1] #
31 46,XX, [99]/ 47,XX, +16[1] #
31 46,XX, [9]/ 47,XX, +13[1] *
25 46,XY, inv(Y)(p11.2q11.22) 1+
29 46,XY, [48]/ 46,XY, der(9)(9 pter—
9q3y::10q24—10qter),
del(10)(q22q24)[2] #
20 47,XX, +18
Diger sebepler
34 46,XX,  [49)/  47.XX,  +18
del(18)p(11)[1] *
Toplam 26
*FISH analizi normal
1 FISH 6nerilmis hasta yaptirmamis
#Normal oldugu diisliniilmiis ileri diizey USG
Onerilmis
**Dengeli translokasyon, annede var
tiPaternal
hastalara  FISH (Fluorescence  In Situ

Hybridization) Onerilmis, 4 hastada FISH sonucu
normal bulunurken 4 hasta yaptirmamistir (Sekil
1 ve 2).Bes hastada ise anormal kromozom

yapist sadece bir kiiltiir kabinda izlendiginden
yiksek olasilikla normal olduklar1 diisliniilerek
ileri diizey ultrasonografi Onerilmistir. Anormal
kromozom kurulusu izlenen fetiislerden 2
tanesinin annesinde, birinin babasinda ayni yapi
izlenmis olup fenotipe yansimadigina Kkarar
verilmistir.

Tablo 3 ‘te normal varyasyon olarak kabul
edilen kromozomal farkliliklar goésterilmistir. Bu
farkliliklar toplumdaki polmorfizmlerdir.

Amniyosentez olgularini 35 yas alt1 ve, 35 yas
ve lstii olarak iki gruba ayirip karyotip anomali
siklig1 acgisindan ki-kare testi ile
karsilastirdigimizda fark olmadigini bulunmustur
(p=0.54). Smir degeri 40 yas olarak
degistirildiginde de  sonucun  degismedigi
belirlenmistir (p=0.68).

Tablo 3. Normal varyasyonlar

Maternal yas Karyotip sonucu

Ileri maternal yas

35 46,XX, 15ps+
41 46,XY, 15cenh+
40 46,XX, 14p+
40 46,XX, 16qh+
37 46,XX, 15cenh+
Ileri maternalyas ve Tarama
testinde risk artig1
38 46,XY, 16qh+
38 46,XX, 15ps+
36 46,XX, 4qh+
Tarama testinde risk artist
23 46,XX, 1gh+
29 46,XY, 16qh+
USG bulgulart
26 46,XX, 1gh
27 46,XX, cenh+ pat
Diger sebepler
26 46,XX, inv(9)(pl1;q13)
26 46,XX, 15cenh+
Toplam 14
Tartisma

Serimizde, en sik endikasyon tarama testinde
risk artig1 olup, ileri anne yas1 ikinci sirada yer
almaktadir. Bazi ¢aligmalarda ise ileri anne yasi
en sik endikasyondur (1,3).

Calismamizda, endikasyona gore karyotip
anomali saptama orami agisindan anlamli fark
saptanmamis, ancak karyotip anomalilerinin
dagilimi incelendiginde trizomi 21 yakalama
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Sekil 1. Tek metafaz plaginda gozlenen 47 ,XX,+21 goriintiisii.

Sekil 2. Aymi hastada FISH teknigi
13.(yesil) ve 21. (kirmizi) kromozomlara ait dizomik
sinyaller.

ile saptanan

oraninin en fazla “ileri maternal yas ve tarama
testinde risk artis1” olan grupta oldugu
goriilmiigtiir. Saptanan 26 kromozomal anomali
olgusunun 12 ‘si mozaik yapidadir. Mozaik
kromozom bozukluklarinin degerlendirilmesinde
ise, ek tani yontemlerinin kullanilmasi ailenin
verecegi  kararda yol  gosterebilir.  FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization) analizi ile
mozaisizmin derecesi; uygulanacak genetik

ultrasonografi ile kromozom bozuklugunun
fenotipe yansimasi hakkinda bilgi elde edilebilir.
fleri anne yasi nedeniyle yapilan amniyosentez
sonuglarinin degerlendirildigi Diindar ve ark. (10)
calismasinda da karyotip anomali sonuglar1 yasa
bagli farklilik gostermemistir. Ancak yazar ileri
yas1  yiiksek risk olarak  kabul ederek
amniyosentez uygulanmasi fikrini desteklemistir.
Kadinin is hayatinda daha c¢ok yer almasi
nedeniyle son yillarda evlenme ve c¢ocuk sahibi
olma yas1 artmistir. Bu durumda ileri anne yast
esas alinarak uygulanan amniyosentez sayisi ve
oraninda artis beklenmektedir. Artan
amniyosentez  sayist ise sosyal gilivenlik
kurumlarina yiiksek maliyet getirecektir. Bununla
baglantili olarak; Dilek ve ark. (6) 35 yas ve
lizerinde 572 olgu ile yaptiklar1 ¢alismada, 35 yas
ve lizeri olgulara rutin amniyosentez yapilmasinin
maliyet yoniinden etkin olmadigini,
ultrasonografi ile diizeltilmis yas riski kullanmak
yoluyla Down sendromu olgularinin saptanma
maliyetinin yaklasik %60 oraninda
azaltilabilecegini rapor etmislerdir. Ayrica ileri
yasda elde edilen kiymetli bir gebeligin riske
atilmas1 da s6z konusu olacaktir. Son yillarda

yazarlar, sadece yas faktoriine gore degil,
biyokimyasal testler ve genetik ultrasonografi ile
birlikte karar verilmesinin Onemini

vurgulamaktadirlar (7-9). Tablo 2 ‘de goriildigi
gibi ileri maternal yas, biyokimyasal tarama testi
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ile birlikte degerlendirildiginde Down sendromu
yakalama siklig1 artmaktadir.

Calismamizda 35 yas smir deger kabul
edildiginde iki grup arasinda karyotip anomalisi
agisindan fark izlenmemistir. Genel toplum ele
alindiginda, ileri yas predispozan faktor olup
secilmis grupta bunun dogrulanmamasi, 35 yas
alti gebelerden sadece yiiksek riskli olanlarin
gruba dahil edilmesinden kaynaklanmaktadir.

Sonuc¢
Ileri yas gebeliklerde amniyosentez karari
verirken biyokimyasal tant yoOntemleri ve

ultrasonografinin kullanilmasi, anomali yakalama
oranini artiracaktir. Amniyosentez risksiz bir
islem degildir. Hastalar bu konuda yeterli
aydinlatilmali ve endikasyona karar verirken
tibbin tiim olanaklar1 kullanilmalidir.

Approach to Amniocentesis in Advanced
Aged Pregnancies

Abstract

Aim: To determine the rates of amniocentesis
indications and karyotype results of the five-year data
in our center and to evaluate the approach to
amniocentesis in pregnancies with advanced age.

Material and Method: Between 2008 and 2012, 307
cases of amniocentesis were evaluated
retrospectively.  Indications were  classified as
advanced maternal age, increased risk on screening
test, advanced maternal age with increased risk on
screening test, abnormal ultrasound findings, and
others. Cytogenetic findings were classified as
normal and abnormal. Maternal age was also
classified as older than 35 years old and others. The
relation of abnormal karyotype with indications and
age was analyzed by chi-square test.

Results: Increased risk on screening test (37.8%),
advanced maternal age (32.6%), advanced maternal
age and the positive screening test (20.8%) were the
indications.

Cell culture was not successful in 4 cases. Abnormal
karyotype was detected in the 26(8.5%) of 303
patients. The frequency of anomalies was not
different in terms of the maternal age and the
indications. However, in the group with advanced
maternal age and increased risk screening test, the
detection rate of trisomy 21 was higher.

Conclusion: In the course of amniocentesis decision
in advanced age pregnancies; the use of ultrasound
and biochemical diagnostic methods increases the
potential for detection of anomaly. Patients should
be illuminated enough about it, and all the facilities

of medicine should be used when deciding on the
indication.

Key words: Amniocentesis, advanced maternal age,
indication
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