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Ozet

Amag: Bu calismada amacimiz, amniyotik membran riiptiirli ge-
beliklerde floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile prenatal kro-
mozom analizi i¢in vajinal olarak elde edilen amniyotik siv1 6rnegi
kullaniminin fizibilitesini degerlendirmektir.

Yontem: Fetal cinsiyetin erkek oldugunun bilindigi 24 gebe calis-
maya dahil edildi. Ttim gebeler, miadinda veya preterm gebelikte
yapay (AROM) veya spontan (SROM) riiptiire membrana sahipti.
Ornekler spekulum muayenesi sirasinda amniyotik sivi sizintisin-
dan alind1 ve lamlar, kromozom X ve Y’ye 6zel problar kullanila-
rak FISH i¢in hazirland. Fetal hiicre tespiti orani, XY ¢ekirdekle-
ri yiizdesi olarak hesaplandi. Ornek hacmi, mukus varligi, kan var-
lig1, gestasyonel yas, yapaya kars1 spontan membran riiptiri ve or-
nek islemeye kadar gecen siire, fetal hiicre tespiti oran1 bakimin-
dan kargilagtirildi.

Bulgular: On iki AROM (%50) ve 12 SROM (%50) hastas: mev-
cuttu. Bunlardan yalnizca ikisi (%8.3) preterm idi. Orneklerin altist
(%25) kanliyd: ve 16°s1 (%66.6) makroskopik olarak miikozdi. Tek-
nik hatalarin (n=4) hari¢ tutulmas: sonrasinda FISH ile tespit edile-
bilen erkek fetiislerin oran1 %100 idi (%95 GA: %86, %100). Ge-
nel olarak fetal hiicre tespiti orant %6.4'ti. AROM sonrasinda ali-
nan ornekler, rnekte kan varlig icin diizenleme yapilmasmin ar-
dindan SROM’a kiyasla daha yiiksek smirda fetal hiicre oranina sa-
hipti (p=0.07). Ayrica kanl 6rnekler, kanli olmayan 6rneklerden an-
lamli derecede daha yiiksek fetal hiicre yiizdesine sahipti (p=0.01).
Sonug: Interfaz FISH ile prenatal kromozom analizi igin amniyotik
stv1 alimi, membran riiptiirlii hastalarda elverisli, invaziv olmayan ve
makul bir yaklasimdir ve endike oldugunda, fetiisiin erkek oldugu
bilinen gebeliklerde preterm erken membran riiptiirii tizerinde ba-
sarili olabilir. Disi fetiislerde daha yiiksek ozgiilliik ile fetal hiicrele-
ri ayirt etmeye yonelik molekiiler analizin degerini degerlendirmek
icin daha fazla calismaya ihtiyac vardir.

Anahtar sozciikler: Floresan in situ hibridizasyon, membran riiptii-
rii, gebelik, vajinal.

Abstract: Fetal cell detection for chromosome
analysis from leaking amniotic fluid in pregnancies
with rupture of membranes

Objective: In this study, our goal was to assess the feasibility of
using vaginally obtained amniotic fluid samples for prenatal chro-
mosome analysis by fluorescence in situ hybridization (FISH) in
pregnancies with ruptured amniotic membranes.

Methods: Twenty-four pregnant women with known male fetal gen-
der were retrieved for the study. All had ruptured membranes either
artificially (AROM) or spontaneous (SROM) at term or at preterm
gestatons (PPROM). Samples from leaking amniotic fluid were col-
lected during speculum examinations and slides were prepared for
FISH using probes specific for chromosomes X and Y. Fetal cell detec-
tion rate was calculated as percentage of XY nuclei. Specimen volume,
presence of mucus, presence of blood, gestational age, artificial versus
spontaneous rupture of membranes and time elapsed until specimen
processing were compared with regard to fetal cell detection rate.
Results: There were 12 patients with AROM (50%) and 12 with
SROM (50%). Only two of those were preterm (8.3%). Six of the
specimens were bloody (25%) and 16 (66.6%) were macroscopical-
ly with mucous. The proportion of male fetuses identifiable by FISH
was 100% (95% CI: 86%, 100%) after exclusion of technical failures
(n=4). Overall, fetal cell detection rate was 6.4%. Samples collected
after AROM had borderline higher percentage of fetal cells com-
pared with SROM after adjusting for presence of blood in the sam-
ple (p=0.07). In addition, bloody samples had a significantly higher
percentage of fetal cells than those that were not bloody (p=0.01).
Conclusion: Amniotic fluid collection for prenatal chromosome
analysis by interphase FISH is a feasible, non-invasive and reasonable
approach on rupture of membranes patients and may be accom-
plished on preterm premature rupture of membranes with known
male fetus pregnancies when indicated. Further studies are needed to
assess the value of molecular analysis to differentiate fetal cells with
higher specificity for female fetuses.

Keywords: Fluorescence in situ hybridization, membrane rup-
ture, vaginal, pregnancy.
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Girig

Bir genetik bozuklugun prenatal tanisi, herhangi bir
gestasyonel yasta degerli bir bilgidir. Mevcut bir¢ok
teknik, amniyosentez, koryonik villiis biyopsisi veya
kordosentez gibi invaziv prosediir gerektirmektedir.
Maternal kanda hiicresiz fetal DNA testi, invaziv yak-
lagim ihtiyacini 6nemli 6l¢iide azaltmis olsa da, anoplo-
idiler icin iyi bir tarama testi olarak goriilmeye devam
etmektedir. Bazi diger yontemler, intrauterin lavaj
(IUL) ve mukus 6rneklemesi ile transservikal hiicre or-
neklemesinde (T'CC) rutin kullanimlari yontinden ha-
len incelenmektedir."™ Bu erken calismalar, fetal kro-
mozom analizinin saglam membranl erken gebelikler-
de iyilesmis trofoblastlar araciligiyla miimkiin oldugu-
nu bildirmektedir. Ancak 2000’li yillarin bagindan iti-
baren tip literatiiriinde bu konuya olan ilgi azalmistir.”

Amniyotik svi, deskuame fetal hiicreler icermekte-
dir; fetiisiin genetik, metabolik veya immunolojik testi
istendiginde amniyosentez yoluyla bu hiicrelere ulagi-
labilir. Preterm gebeliklerde membran riiptiiriiyle bir-
likte, ipki membran riiptiiriiniin dogrulanmasi i¢in ru-
tin klinik uygulamada kullanilmasi gibi, amniyotik sivi
vajinal muayene yoluyla kullanilmaya baglamisur. Bil-
digimiz kadariyla, simdiye kadar vajinal yoldan elde
edilen amniyotik siv1 s1izintisinin prenatal tan: icin kul-
lanilmasinin elverigliligine yonelik hicbir veri bulun-
mamaktadir. Amniyotik sivida fetal andploidi analizi,
olabildigince ¢cok metafaz plag: elde etmek i¢in hizli ge-
kilde boéliinen hiicrelere ihtiya¢ duyan bir teknik olan
geleneksel karyotipleme ile gerceklestirilmektedir. Bu
nedenle daima steril bir 6rnege ihtiya¢ duymaktadir,
ciinkii bakteriyel ve fungal iireme fetal fibroblast kiiltii-
rini engelleyebilir. Ancak, floresan in situ hibridizas-
yon (FISH) ve kantitatif-floresan polimeraz zincir re-
aksiyonu (QF-PCR) gibi molekiiler teknikler ile kisa
stirede ¢ok sayida hiicre/molekiil analiz ederken steril
ornek ve kiltiir ihtiyact ortadan kaldirilabilir. Bu ne-
denle ¢alismamizda, FISH ile fetal kromozom analizi
icin amniyotik sv1 sizintist 6rnekleri kullanmanin fizi-
bilitesini test etmeyi amagladik. Ana amacimiz, amni-
yotik membran riptiirli hastalarda FISH ile prenatal
kromozom analizi i¢in vajinal olarak elde edilen amni-
yotik sivi 6rnegi kullaniminin fizibilitesini degerlendir-
mekti. Tkincil hedefimiz ise, fetal hiicre tespiti oranin,
ornek/hasta ile ilgili degiskenleri ve bunlarin fetal hiic-
re tespiti orani tizerindeki etkilerini gozlemlemekti.

Yoéntem
Hasta populasyonu

Bu ¢alisma, ABD’de Washington DC’deki George-
town Universitesi Hastanesi ile Virginia Arlington’da-
ki Virginia Hastane Merkezi’nde gerceklestirilen iki
merkezli gozlem caligmasiydi. Caligma, Georgetown
Universitesi Hastane Etik Kurulu tarafindan onayland
(IRB 2008-43) ve her kaulimecidan yazili onamlar alin-
di. Bu merkezlerin dogum kliniklerine riiptiire mem-
bran sikayetiyle gelen gebeler calismaya uygunluklar
yontnden degerlendirildi. Calismaya dahil edilme kri-
terleri, erkek fetal cinsiyet (ultrason veya amniyosen-
tez/koryonik villis 6rneklemesi), miadda spontan
membran riiptiiri (>37 hafta; SROM), viyabilite sonra-
sindaki herhangi bir gestasyonel yasta [(26+0)-(36+6)]
preterm erken membran riptiri (PPROM) veya mi-
adda yapay (artifisyel) membran riiptiri (AROM) (>37
hafta) olarak belirlendi. Calismada hicbir yapay mem-
bran riptiirii gergeklestirilmedi; tamami obstetrik en-
dikasyondu. Tim fetal cinsiyetler, daha sonra neonatal
cinsiyetlerin postpartum incelemesi ile dogrulandz. Sa-
dece aktif servikal tahliyesi ve siv1 birikmesi ile belirle-
nen agikar membran riptirli olgular ¢alismaya dahil
edildi. Caligma digt birakma kriterleri ise cogul gebelik,
disi fetal cinsiyet, aktif vajinal kanama, yakin zamanda
cinsel iligki (son 7 giin), 24 haftadan 6nce erken mem-
bran riiptiird, 18 yas alt maternal yag ve plasental ab-
rupsiyon, koryoamniyosentez ve giiven verici olmayan
tetal kalp hiz1 gibi hemen dogum gerektiren herhangi
bir maternal/fetal durum idi.

Ornek alma

Ornekler, PPROM veya SROM’a yonelik tanilayici
spekulum degerlendirmesi sirasinda veya (AROM olgu-
larinda) membranlar operator tarafindan riptire edil-
dikten hemen sonra alindi. Ttim membran riptiirii tani-
lar1, birikmenin pozitif incelemesi, nitrazin testi ve mik-
roskop altinda ferning paterni ile dogrulandi. Ug bulgu-
nun timine sahip olan hastalarda riiptire amniyotik
membranlar oldugu distniildi. Spekulumdaki amniyo-
tik siv1 birikmesini aspire etmek amaciyla ignesiz steril
sirmgalar kullanildi. Ornekler hemen, fosfat tamponlu
tuzlu ¢ozelti (PBS) iceren bir tiipe aktarildi. Ornek hac-
mi, mukus varlifi, kan varligi, gestasyonel yas (miada
kars1 preterm) ve 6rnek islemeye kadar gecen siire, fetal
hiicre tespiti oran1 bakimindan kargilagtirildi. Tim 6r-
nekler, alinmalarindan itibaren ilk 5 giin icinde islendi.
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Floresan in situ hibridizasyon
Lam preparatlar:

Lam preparatlar1 ve X ve Y kromozomlarina yone-
lik FISH analizi, daha 6nce literatiirde agiklanan proto-
kollere gére gerceklestirildi.” Kisaca, érneklere PBS
eklendi ve 10 dakika boyunca 1000 RPM’de santrifiij-
lendi. Stipernatantlar ayrildi ve ¢okelti hiicreler yavas-
ca karistirildi. Ornek karigimlary, temiz ve kuru lam
iizerine damlatildi. Her lama hipotonik solisyon (50
mM potasyum kloriir) eklendi ve 20 dakika boyunca
370°C’de inkiibe edildi. Fazlalik hipotonik soliisyon
dokildi ve bu adim tekrarlandi. Ardindan lamlar 5 da-
kika boyunca 60°C’de kurutuldu. Etanol serileriyle de-
hidrasyon adimlar1 sonrasinda lamlar, FISH prosedii-
rine kadar -200°C’de sakland..

Lamlarda 6n islem

Lamlar, 10 dakika boyunca %50 asetik asit ve %50
metanol fiksatif soliisyonda ve ardindan 2.5 dakika bo-
yunca 5 pl pepsin stoku (% 10) / HCI soliisyonunda is-
lem gordi. Bir diger etanol dehidrasyon serisi sonra-
sinda formamit denatiirasyon adimi tamamlandi.

Prob 6n islemi ve tespit adimlari

Her bir lam i¢in, her cinsiyet kromozomu (X ve Y) ba-
sina 1 pl sentromerik prob igeren toplam 20 pl hibridizas-
yon karigimu hazirland: ve 10 dakika boyunca 800°C’de

denatiire edildi. Denatiirasyon sonrasinda prob karigimla-
r1, nemlendirme haznesinde gece boyunca 370°C’de in-
kiibe edildi. Ertesi gtin lamlar, sertlik yikamasi icin for-
mamit ile islem gordii ve tuz-sodyum sitrat (SSC) tam-
ponuyla durulandi. Her lama 100 pl engelleme soliis-
yonu eklendi ve tizerlerine lamel kapatildi. 370°C’de 30
dakikalik inkiibasyon sonrasinda lameller kaldirildi.
Her lam icin, 1 pl avidin-FITC + 1 pl fare anti-digok-
sini iceren 100 pl tespit soliisyonu eklendi ve lamlar 45
dakika boyunca 370°C’de inkiibe edildi.

Floresan mikroskopisi

X ve Y kromozomlarina yonelik sentromerik problar
ile hibridize edilen lamlar, karanlik oda ortaminda flore-
san mikroskop altinda analiz edildi. Her lam (hasta) i¢in,
200 interfaz cekirdek sayildi. Bir interfaz ¢ekirdekteki bir
yesil ve bir kirmiz1 sinyallik patern, erkek cinsiyet olarak
kaydedildi (XY, Sekil 1a). ki kirmizi sinyale sahip cekir-
dekler, disi ¢ekirdek olarak sayildi (XX, Sekil 1b). Tim
orneklerde maternal hiicre kontaminasyonu (XX) bek-
lendiginden, erkek ve disi sinyal paternleri lam bagina sa-
yildi ve yiizdeler “fetal hiicre tespiti oran1” olarak kayde-
dildi. Ornegin XX [194]/XY[6] sinyale sahip sayilan 200
cekirdekli bir hastanin lami, o 6rnekte %3 fetal hiicrenin
bulundugu seklinde kaydedildi. Sinyal artefaktlarinin
olas1 etkisini en aza indirgemek amaciyla, bir hiicrenin
erkek fetal hiicre i¢erdigi sonucuna varmak i¢in hasta ba-
sina XY sinyal paterni iceren en az ti¢ interfaz ¢ekirdegi

Sekil 1. Bir kirmizi ve bir yesil sinyal tasiyan bir XY cekirdeg@inin FISH gérintusi (a) ve iki kirmizi sinyal tasiyan diger XX cekirdegi (b).
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arandi. FISH problarinin sinyal 6zellikleri, 6nce erkek
ve disi kontrol kan ¢rnekleri ile test edildi.

Istatistik

FISH ile erkek olarak tanimlanabilen erkek ¢ocuk-
larin orani, tam olarak %95 giiven aralig: ile tahmin
edildi. Ayrica, bu oranin %80’den biiyiik olup olmadi-
g1 test etmek icin, kesin tek tarafli binom test gercek-
lestirildi. Fetal hiicrelerin ortalama yiizdesi, t-testi ve
ANOVA kullanilarak her bir 6rnek 6zelligi (membran
riptird tird, dogum tird, hacim, mukus varligi, kan
varlig1 ve isleme kadar gecen siire) bakimindan kargilag-
urildi. Fetal hiicrelerin yiizdesiyle iliskili 6zellikleri be-
lirlemek icin lineer regresyon kullanilds.

Bulgular

Calismaya, gebelik haftalar1 240/7 ile 410/7 arasinda
degisen toplam 28 gebe dahil edildi. Teknik sorunlar ne-
deniyle dort hastada FISH analizi gerceklestirilemedi.
Bu nedenle, son analize 24 hasta dahil edildi. On iki
(%50) hastada 6rnekler yapay membran riiptiirii sonra-
sinda alindy; geri kalan gebelerde (%50) spontan mem-
bran riiptiiri vardi. Sadece iki (%8.3) hasta preterm idi;
bir hastada 31. gebelik haftasinda PPROM vardi ve diger
hasta, 30. gebelik haftasinda PPROM nedeniyle preterm
dogum yapti. Orneklerin 6 tanesi (%25) kanli, 16’s1
(%66.6) makroskopik olarak miikozdii.

Teknik hatalarin (n=4) hari¢ tutulmasi sonrasinda
FISH ile tespit edilebilen erkek ¢ocuklarin orani %100
bulundu (%95 GA: %86, %100) (p=0.005). Fetal hiicre-
lerin orani hesaplandiginda (XY sinyalleri), genel fetal
hiicre tespiti oran1 %6.4 saptandi (%2.7-21.8). Tablo
1’de, her bir 6rnek 6zelligi icin (gestasyonel yas, 6rnek
hacmi, mukus varligi, kan varligi, yapaya karsi spontan
membran riiptiirii, 6rnek islemeye kadar gecen siire) fe-
tal hiicrelerin ortalama yiizdesi gosterilmektedir. Kanh
ornekler, kanli olmayan 6rneklerden anlamli derecede
daha yiiksek fetal hiicre yiizdesine sahipti (p=0.01). Ayri-
ca AROM sonrasinda alman 6rnekler, SROM’a kiyasla
stura yakin sekilde anlamli derecede daha yiiksek fetal
hiicre oranina sahipti (p=0.07). Kaydedilen 6zellikler ba-
kimindan fetal hiicre yiizdelerinde hi¢bir anlamli farkli-
lik gozlemlenmedi. Son lineer regresyon modeli, sadece
membran riiptliri tiiriind ve kani icermigtir. Diizeltilen
ortalama degerler ve %95 giiven araliklar1 Tablo 2’de
gosterilmektedir. Membran riiptiirii tiirine gore diizel-
tildikten sonra kanli 6rnekler, kan icermeyen 6rneklere

Tablo 1. Fetal hiicrelerin 6rnek ¢zelliklerine gore ortalama degerleri
ve %95 glven araliklari (n=24).

n Ortalama %95 GA p degeri

Membran rtptard tard 0.07
AROM 12 8.3 (4.3,12)
SROM 12 4.6 (3.0, 6.3)

Dogum turt 0.60
Miad 22 6.7 (4.3, 9.0)
Preterm 2 4.6 (-6.6, 16)

Hacim 0.16
<2 ml 10 6.2 (2.4,9.9)
2-4 ml 10 5.1 (4.0, 6.2)
>4 ml 4 11 (-3.1, 25)

Mukus 0.93
Yok 10 6.4 (3.0,9.7)
Var 14 6.6 (3.4,9.8)

Kan 0.01
Yok 13 4.2 (3.4,4.9)
Var 1" 9.2 (4.9, 14)

isleme kadar gecen siire 0.36
>24 saat 17 4.7 (3.2,6.1)
<24 saat 7 7.2 (4.2, 10)

AROM: Yapay membran rtipturt; SROM: Spontan membran ripttrt

kiyasla anlamli derecede daha yiiksek ortalama fetal hiic-
re ylzdesine sahipti (p=0.01).

Tartisma

Calismamizin sonuglari, FISH ile fetal kromozom
analizinin membran riptirli gebeliklerde amniyotik si-
vi sizintisi izerinde prenatal sitogenetik tant icin elverisg-
li bir yontem oldugunu gostermektedir. Ayrica, amniyo-
tik s1v1 sizintisinda fetal hiicreye yonelik genel yiizdenin
FISH analizi i¢in yeterli oldugunu gozlemledik.

Fetal genetik bozukluklari tespit etmek i¢in prenatal
tani, gebelik esnasinda herhangi bir zamanda bilingli ka-
rar vermek amaciyla istenir. Tatmin edici olmayan du-

Tablo 2. Lineer regresyon modelinden hesaplanan dizeltilmis orta-
lama degerler ve %95 given araliklari (n=24).

Ortalama %95 GA p degeri
Membran rtptara turt 0.07
AROM 8.3 (5.8, 11)
SROM 5.0 (2.5,7.6)
Kan 0.01
Yok 4.3 (1.8, 6.7)
Var 9.1 (6.4, 12)

AROM: Yapay membran rtipturti; SROM: Spontan membran ripttrt

Cilt 26 | Say1 1 | Nisan 2018



Zafer E ve ark.

yarhilik/6zgiilliik seviyeleri tarayici testlerin kendine 6z-
gii dezavantaji iken, prosediirle iliskili komplikasyonlar
invaziv tanilayici testlerde bir problem tegkil edebilir.
Maternal kandaki hiicresiz fetal DNA testindeki son ge-
lismelerin iyi oldugu distntilmektedir fakat test su an
i¢in pahali bir tarama testidir.” Birinci trimester boyun-
ca servikal kanalda trofoblast varliginin gozlemlenmesi,
alternatif prenatal tanilayici 6rnekleme yontemleri icin
arastirmacilara ilham vermistir.”” Bunun sonucunda ca-
lismalar, iki TCC 6rnekleme teknigi ile elde edilen tro-
toblastlarda FISH ve molekiiler analizin fizibilitesini or-
taya koymustur.” TUL tekniginde aragtirmacilar, steril
bir esnek kateteri (Pipelle) interval servikal os noktasina
kadar ilerleterek, az miktarda steril tuz soliisyonuyla du-
rulayarak ve tekrar geri alarak, genetik analiz i¢in trofob-
lastlar1 elde etmeyi bagarabilmistir. IUL sadece birinci
trimesterde mimkiindiir ve gebeligin planlt olarak son-
landirilmasi 6ncesinde hastalar itizerinde test edilmis-
tir.”"" Bir diger teknik ise, (genellikle sito firca ile) servi-
kal mukus alimi ve prenatal genetik testi icin ters mik-
roskop altinda trofoblastlarin tespit edilmesidir.”""™""
IUL ile gergeklestirilen TCC’nin 7-12. gebelik haftasin-
daki gebelerde mukus 6rneklemesi ile kargilagtirildigs bir
calismada, IUL ile erkek embriyolarda fetal hiicre tespi-
ti oran1 %2-90 (ortalama %40) ve dogru cinsiyet tespiti
%90.2 rapor edilmistir. Ayrica, servikal mukus 6rnekle-
mesi ile erkek embriyolarda fetal hiicre tespiti orani
% 1-4 ve dogru cinsiyet tespiti % 56 bulunmustur." Bir
bagka ¢alismada immiinohistokimya kullanilmis ve bu
calisma sonucunda, HLA-G boyamast ile birinci trimes-
ter intrauterin gebelikte 37 servikal mukus 6rneginin
35’inde trofoblastlarin kolayca tespit edilebildigi goriil-
miigtiir."”

Caligmamuzda, hedef popiilasyon membran riiptirli
gebe hastalardi. Tibbi literatiirde (PubMed veritabani)
benzer bir ¢alisma ile karsilasmadigimizdan, sonuglari-
muzi digerleri ile kiyaslamak miimkiin degildi. IUL ile
TCC veya mukus 6rnekleme yontemleri, ilk trimesterde
saglam membranli hastalar tizerinde prenatal fetal hiicre
tespiti ve tani fizibilitesini test etmistir.

Calismanuzin ilgi ¢ekici bir bulgusu da, kanh 6rnek-
lerin, kanli olmayan érneklerden anlamh derecede daha
yiiksek fetal hiicre yiizdesine sahip olmastyd: (p=0.01).
Vajinal olarak elde edilen amniyotik stv1 sizintisi, fetal
olarak tiiretilmig hiicrelerin yani sira lokosit, makrofaj,
skuamoz ve kolumnar epitel gibi maternal olarak tiiretil-
mis hiicreler icerebilir. Bu bulgunun ardindaki sebep bi-

peinatoof Deris

linmemektedir; ancak kanin koékeninin maternalden ¢ok
fetal oldugu distnilebilir. IUL’nin birinci trimesterde
kullanildi@1 bir ¢calismada, kan kontaminasyonunun tro-
foblast varhig1 ile korele oldugu bildirilmistir."” Amniyo-
tik siv1 sizintisi 6rneklerinde trofoblast varligi oranini
test etmemis olsak da, yiizdelerinin g6z ard edilebilir bir
seviyede oldugu sonucuna varmaktayiz ¢iinkii trofoblast
bulagmasi, desidua bazalis ve parietalis fiizyonu sonrasin-
da birinci trimesterin sonunda durmaktadir.” Bu neden-
le, (I'CC ve koryonik villiis 6rneklemesinde oldugu gi-
bi) trofoblastlarin yerine dogrudan fetal hiicrelerden fay-
dalanmak, smirh plasental mozaisizm riskini en aza in-
dirgemektedir.

Calismamizin sonuglari, AROM sonrasinda alinan
orneklerin, 6rnekte kan varligi icin diizenleme yapilma-
sinin ardindan SROM’a kiyasla daha yiiksek sinirda fetal
hiicre oranina sahip oldugunu gostermistir (p=0.07). Bu
bulgu savunulabilir, ¢tinkii membran riiptiiriiniin olmasi
yakindir ve 6rnek alimi AROM’da yenidir. Ancak sonug-
lar, fetal hiicrelerin SROM’lu hastalarda %100 tespit
edilebilir olduguna ve bu nedenle yiiksek yiizdeli fetal
hiicre ihtiyacin1 ortadan kaldirdigina da isaret etmekte-
dir.

Calismamizda, 6rnek alimi1 ve FISH analizi adimlari
aynt operator (sorumlu yazar) tarafindan gerceklestiril-
mistir ve bu da yanlilik kaynag olabilir. Ancak bu bir fi-
zibilite ¢aligmasidir ve birbiriyle kargilasurmada korle-
meyi gerektirecek hicbir hasta grubu bulunmamaktadir.
Sperm kontaminasyonu olasilii, iizerinde distiniilecek
bir baska soru isaretidir ve sperm hiicresi varligimi ekar-
te etimek amaciyla mikroskop altinda servikal mukus or-
neklerini degerlendiren daha 6nceki calismalarda da dile
getirilmigtir."” Bunun yerine hastalarimiza, son vajinal
cinsel birliktelik zamanim sorduk ve yakin zamanda bir
cinsel birlesme yagayanlari caligmaya dahil etmedik. Ay-
rica, bir sperm hiicresinin haploid cekirdegi sadece bir
sinyal verecektir ve tek ¢ekirdekte iki sinyale (kirmizi ve
yesil) sahip fetal hiicrelerden kolaylikla ayirt edilebilirler.
Ayrica tim fetiislerin mozaik olmayan XY erkekleri ol-
dugunu ve cinsiyet kromozom anoploidilerine sahip ol-
madiklarini varsaydik.

Mevcut yaklagimda, tek bagina FISH analizi veya
geleneksel karyotipleme, maternal hiicre kontaminas-
yonu nedeniyle disi fetal cinsiyetli hastalara uygulana-
maz. Ancak, QF-PCR testlerinde gerceklestirildiginde,
kisa tekrar dizisi (STR) analizi ile bu engelin tstesin-
den kolayca gelinebilir."” Maternal hiicre kontaminas-
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yonu bir dezavantaj olarak gorilmemelidir; amacimiz,
maternal hiicreyle kontamine oldugu zaten beklenen
amniyotik stv1 6rneklerde fetal hiicre (kromozom) tes-
piti oranlarini degerlendirmekti. Teknik hatalarmn
(n=4) hari¢ tutulmasi sonrasinda, %6.4’lik (%2.7—
21.8) genel hiicre tespiti oraniyla, tiim bu 6rneklerde
fetal hiicreleri (XY tastyicr interfaz ¢ekirdekler) goz-
lemleyebildik. Bu maternal hiicre kontaminasyonu
miktar1 ise makul goérilmektedir. Ancak her SROM
hastast icin tespit edilen fetal hiicreler, molekiiler sito-
genetik (FISH) teknik ve disi fetal cinsiyetli hastalarda
kullanilabilecek PCR teknigi icin yeterli miktardan da-
ha fazlayd.

Belirtildigi tizere caligmanuzda, vajinal olarak elde
edilen amniyotik siv1 sizintis1 6rneklerini fetal hiicre 6r-
neklemesi i¢in kullandik. Bu yaklagimin invaziv olmayan
yapist bir avantajdir. Acik bir sekilde, sadece membran
riptirli hastalara uygulanabilir. PPROM y6netimi, de-
vam eden gebeligin veya hizli dogumun risklerinin ve
avantajlarinin  degerlendirilmesini gerektirmektedir.
Oligo-anhidramniyoslu PPROM veya PPROM ve has-
ta tercihi gibi, prenatal taninin endike oldugu ve invaziv
tekniklerin elverigli olmadig1 belirli klinik ortamlarda,
bu yontem degerli olabilir.

Sonuc

Interfaz FISH ile prenatal kromozom analizi i¢in
amniyotik sivi alimi, membran riiptirli hastalarda el-
verigli ve makul bir yaklagimdir ve fetiistin erkek oldu-
gu bilinen gebeliklerde preterm erken membran riipti-
riinde bagaril olabilir. Disi fetiis tagtyan hastalarda disi
tetal hiicrelerin dogru sekilde ayirt edilmesi amaciyla
molekiiler analiz kullanimini test etmek i¢in ek calig-
malar yapilmalidir.

Cikar Cakigsmast: Cikar cakismast bulunmadigy belirtilmigtir.
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