


Prenatal tani1 fetiisdeki genetik veya genetik dis1 durumlarin ve
malformasyonlarin miimkiin olabildigince erken dénemde taninmasi
i¢cin yapilir.

Kromozomal anomalilerde fetal kromozom analizi, aCGH,microarray
Monogenik hastaliklarda DNA analizleri.....

Prenatal tan1 yontemleri:

-Invaziv

-Noninvaziv

Noninvaziv yOntemlerde;

-Fetal USG

-Biyokimyasal tarama testleri

-Maternal plazmada fetal DNA tayini*




Fetal USG Amac

1-Gebelik kesesinin lokalizasyonunun belirlenmesi
(intrauterin-ekstrauterin?)

2-Kese-koryon-embriyo sayisinin belirlenmesi
3-Koryodesidual tabakanin duzenliliginin izlenmesi
4-Kalp aktivitesi-aktivitelerinin belirlenmesi
5-Gebelik yasinin tesbiti

6-Yolk kesesinin saptanmasi

7-Abortus olasiliginin degerlendirilmesi

8-Kitle varliginin belirlenmesi (uterus-adneks)
9-Douglas boslugunun degerlendiriimesi
10-Mevcut embrivoner ve fetal anomalilerin tanisi




NT (nuchal translucency);

Kombine test olarak 10-13.hafta arasinda PAPP-A ve B-hcg dl¢ciimii ile

beraber ve integre test olarak bunlara ilaveten 14-22.hf arasi afp,E3 ve
inhibin A ile birlikte kullanilur.

NT yiksekligi ile DS ile iliskisi 11k kez 1990 yilinda kuruldu.

PAPP-A

DS’lu fetus varliginda ilk trimester PAPP-A seviyesi ciddi oranda
dismekteyken gebelik ilerledikce normal ile DS’lu gebelikler arasindaki

PAPP-A farki da giderek azalmaktadir. Bu nedenle PAPP-A DS’u
taramasi 1¢in ikinci trimesterde marker olarak kullanilamaz.

Ayrica yapilan calismalarda Cornelia de Lange sendromlu bebek
doguran bazi gebelerde de maternal PAPP-A eksikligi bildirildi.




hCG

Down sendromu olgularinda birinci trimester esnasinda fB-hCG
diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir. Tek basina kullanilirsa,
1.trimester DS taramalarinda dogruluk oran1 %?23-25 olarak
bulunmustur. 2. trimesterde ise bu oran %233 civarindadir.

Alfa Feto Protein;

Tarama testi i¢in en uygun zaman 16. ve 18. haftalardir. Clinki bu
haftalarda normal gebe 1le NTD’l1 gebe arasindaki fark en fazladar.

Unkonjuge Estriol (uE3); anensefali, adrenal hipoplazi, fetal 6lim
durumlarinda 6strojen diizeyler1 belirgin olarak azalmistir.

Down sendromundan etkilenmis gebeliklerde uE3 diizeyi normal
gebeliklere gore duistiktir.

Inhibin A; Down sendromlu fetiislere sahip gebelerde Inhibin-A
diizeyinin daha yiiksek oldugu saptanmuistir.




Birlesik tarama testi yakalama oranlari

(%3 FPR)

-AFP, hCG, uE3, InhA : %60

-PAPP-A, hCG, NT : %381

-Sequential PAPP-A, hCG (10), NT(11), AFP, hCG, uE3, InhA
(15-21): %92

-Integre PAPP-A, hCG(10), NT(11), AFP, hCG, uE3, InhA
(15-21) : %92

Prenatal Screening Perspectives 2009




Table 2. Directly Observed Performance Characteristics of First- and Second-Trimester Screening Tests for Down's Syndrome.

Screening Test Risk Cutoff Detection Rate* False Positive Rate
percent (no. positive ftotal no.) percent
First-trimester combined screening
Hygroma not included 1:150 77 (71/92) 32
Hygroma included 1:150 82 (96/117) 32
First-trimester combined screening
Hygroma not included 1:300 82 (75/92) 5.6
Hygroma included 1:300 86 (100/117) 5.6
Second-trimester quadruple screening 1:300 85 (74/87) 8.5
Sequential screening in both trimesters{  1:150 for 1st trimester 94 (82/87) 11
1:300 for 2nd trimester

n engl j med 353;19 www.nejm.org november 10, 2005
FASTER(for the First- and Second-Trimester Evaluation of Risk ) Research Consortium




Prenatal Testing Algorithm

Do not want
further information

Detailed ultrasound is still
recommended for all patients
regardless of testing
decisions. Nuchal
translucency provides
information beyond fetal
aneuploidy status.

WOMEN SHOULD BE OFFERED INVASIVE TESTING
ACOG PRACTICEBULLETIN #88, 2007 ACMG
GUIDELINES 2009

Want further information
but do not want risk of
invasive procedures

SCREENING

Serum
Screening
11-13 wks
and/or >9 weeks
15-22 wks
5% <1%
Chromosome! = :
B OSSO Mic rodeletions*™*
23 Conditions T 7121 22q11.2
T21 T18 1p36
T18 T13 Angelman
Triploidy Cri-du-chat
XY Prader-Willi

Women who want to
know everything

Amniocentesis
or CVS




International Journal of Women’s
Health 2015:7 113—126




Maternal serumdan fetal DNA
incelemesi:

Anne kaninda serbest olarak dolasan fetal DNA’nin tespiti
esasina dayanmaktadir.

Maternal plazmada fetal niikleik asit 1lk kez 1997 yilinda Lo ve
ark.tarafindan erkek fetiis sahibi gebe bir kadinin kan
dolasiminda tespit edilmistir.

Lancet.1997 Aug 16;350(9076):485-7.
Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum.

Lo YM, Corbetta N, Chamberlain PF, Rai V, Sargent IL,
Redman CW, Wainscoat JS.

Fetal DNA'nin kaynag1 plasentay1 olusturan trophoblastlardir ve
plazmadaki tiim DNAnin yaklasik olarak%3-13 “ini teskil eder.
(Calismalarda en erken , gebeligin 4.haftasinda gozlendigi
belirtilmistir ayrica gebelik stiresince de miktar1 artmaktadar.




Fig. 1. Highlighted studies span initial scientific investigation of cff DNA
through its eventual integration into clinical practice. MPS: Massively parallel
sequencing; NIPT: Noninvasive prenatal testing; ff: fetal fraction,CPM:
Confined placental mosaicism

1997 2008
Identification of Use of MPS for NIPT
male cff DNA in 2003-2004 of fetal aneuploidies 2013
maternal serum Placenta emerges as (10,11] Increased awareness of
(2] major source of CPM as explanation for
circulating cff DNA discordant NIPT results
(4-7] [15-18]

Scientific Investigation — Clinical Integration

2002 2012
Discovery of uniquely ff identified as significant
methylated cff DNA influence on cff DNA
regions enabling analysis 2004-2005 analysis
independent of cff DNA alterations (12-14)
fetal gender detected in preeclampsia
(3) and preterm labor

(8,9)




Maternal dolasimdaki fetal DNA maternal DNA’dan belirgin
oranda kuiguktir .Maternal cf-DNA ort.163 bp iken fetal cf-DNA
ort.146 bp’lik boyutlara sahip fragmentler halinde bulunur.
Maternal plazma ile diliie vaziyettedir ve bu fetal fraksiyonlar
gestasyonel yas ile pozitif,maternal agirlik ile negatif korelasyon
gosterir. Fetal fraksiyonlarin ylizdesi real-time quantitative PCR
ile belirlenebilir. %8’1n tizerinde ise yeterli iken %4-8 arasi
degerler sinir kabul edilir.

cf-DNA, agirlikli olarak plasenta kaynakli oldugundan,
plasentaya ait 6zellikleri (plasenta ile sinirli mozaisizm, plasental
epigenetik ozellikler, vs) yansitmaktadir ve bu nedenle cfp-DNA
olarak adlandirilmasi 6nerilmektedir.




Fetal Fraction Matters

“An aneuploidy sample with a lower fetal fraction has a
higher probability of resulting in a false negative result.”

Thomas Musci, MD
Prenatal Perspectives. Volume 1, No.2 2013.

Fetal Fractiontoo  Intermediate fetal fraction Fetal fraction adequate to
low to report — decreased sensitivity with achieve best performance
counting methodology



Table 3-1 Summary of key properties of fetal/placental elements in maternal blood,
specifically cell-free fetal nucleic acids and intact fetal cells.

Earliest detection 4 weeks ~ 7 weeks

Persistence in maternal blood < 24 hours > 27 years




Fig.: The fetal fraction is the ratio of the fetal to total circulating cell-
free DNA. Throughout gestation, the fetal fraction is influenced by
many exogenous factors.

Placenta Fetal inflyences
Apoptosis of Gestational Age
trophoblast cels - Multiple Gestation

\ .t Fetal aneuploidy
Fetal cell free DNA L
e —— Fetal
Total cell free DNA Fraction

/' (Maternal + Fetal) "

Maternal Plasma/Serum .
Apoptosis of hematopaienic cells n
and/or adipose tissue M.et;;:::.:: Index 2
Maternal Medical Conditions




Yar1 Omru kisadir ve kalic1 degildir. Dogumdan sonra saatler
icerisinde hizla uzaklastirilir.Fakat baz1 yayinlarda uzun siire
kanda saptanabildigi belirtilmistir.

Cff-DNA kaynag1 tam olarak bilinmemekle birlikte son
calismalarda major kaynagin "syncytral knots" seklinde
sinsityotrofoblastlardan salinan trofoblastik orjinli hiicreler
oldugu goriulmistiir. Bu hiicreler apopitoza ve nekroza ugrarlar
(aponecrosis)ve i¢lerinde paketli halde bulunan nitikleik
asitler(DNA-RNA) maternal dolasima salinir. Bu mekanizma
normal olarak gelisebildigi gib1 “accidental breakage “ denilen
rastlantisal durumlarda da olabilir.




Aging

Released

syncytial
Aponecrosi

SApopfosis

A

Proliferation

Differentiation

Fusion

The mechanisms of trophoblast deportation into the

maternal circulation.




Cff-DNA seviyelerinin artisinin bazi calismalarda gebelikle
iliskili baz1 hastaliklarin ( preeklampsi, h.gravidarum, preterm
dogum, plasenta previa gibi..) erken tanisinda da predictive bir
marker olarak kullanilabilecegi belirtilmis olmakla birlikte bu
hastaliklarin progresyonu esnasinda cff-DNA miktarlarinin
azalabildigi de gosterilmistir. Bu celiskili bir durum olmakla
beraber cff-DNA dizeyleri gebelikle 1liskili bu gibi durumlarda
baslangicta acikca artis gosterir.




Mevcut NIPT Teknikleri:

Daha onceden de belirtildigi gib1 toplam cff-DNA
miktarinin az olmasindan dolay:1 fetal DNA’y1 maternal
kokenliden ayirt etmede heniiz tam giivenilir bir yontem
bulunamamustir. Bu zorluk cff-DNA analizine dayal: fetal
kromozom kopya sayis1 tespitinde PCR amplifikasyonu ve
maternal+fetal cf-DNA komplementerlerinin analizi
gerektirmektedir. Mevcut metotlarin cogunda
reaksiyonlar,NGS platformundaki ¢ok sayida amplifiye
olan molekiiliin masif paralel baglanmasi ile hazirlanabilir.
Boylece sekanslanabilen DNA molekil sayis1 ve buna bagl
uretilen bilginin miktari Sanger sekanslama ile
karsilastirildiginda oneml: dl¢iide artis gostermektedir.




Burada 2 farkli yaklasim bulunmaktadir: quantitative (shotgun ve
targeted) ve qualitative targeted SNP bazli metodlar.

Maternal kandan alinan plazma 6rneginde tim hticre yapilarinin uzaklastiriimasi

4

DNA nin ekstraksiyonu

Y

Y 4

Kalitatif YOntemler; Kantitatif YOntemler;
Maternal ve fetal DNA Normal ile karsilastirma esasina
polimorfizm/degisimlerini gore tanir

tanir




NGS NIPT Yontemler::

Quantitative Massively Parallel Shotgun Sequencing (MPSS)

Nonspesifik olarak tim kromozomlardan DNA dizi okumalarini
saglayan NGS temelli bir tekniktir. Bu teknikle on milyonlarca
kisa DNA parc¢asi(25-36 bp) tek bir kerede hizla ve ayni1 anda
dizilenebilir.

Baslangi¢c amplifikasyonundan ve full cff-DNA karisiminin
sekanslanmasindan sonra her bir fragmanin kromozomal orjini ,
human genome sequence ile her fragman sekansinin
karsilastirilmasi sonucu elde edilir. Bunuda her bir kromozom
dizisinin yogunlugunun tim otozomlarin ort. yogunlugu
tuizerinden oran karsilastirilmalar: 1zler. Bu da Z skor analizi
olarak 1fade edilir.




Bu metod cff-DNA’y1 maternal cf-DNA’dan ayird etme
kabiliyetine sahip degildir. Fetal trizomiden dolay1
kaynaklanan dozaj artis1 direkt olarak fetal fraksiyon ile
ilgilidir. Dustik fetal fraksiyonlarda artis degiskendir. Bu
ozellik erken gebelik haftalarinda 6nemlidir , gebelik haftas:
ilerledikce fetal fraksiyonlarda artis olur. Ayrica BMI
yuiksek gebelerde fetal fraksiyonlar daha azdir ¢ctinkiit BMI
ile fetal fraksiyonlar (-) koreledir. Bu minor farkliliklarin
etkisini azaltmak 1¢cin ve giivenilirlik 1¢cin ¢ok sayida
okumaya ihtiyac vardir.




MPSS tim kromozomlar sekanslar ve tim genomdan
yaklasik 6.3 milyon okuma yapar (unigely mapped read-
tam istenilen bolgelerin okunmasi1?) Ancak MPSS
okumalarinin %251 bu sekildedir.Kesin analizde yeterl:1 veri
elde edebilmek i¢cin 6rnek basina yaklasik 25 milyon
okuma gerekir. Bu durum analizde diger kromozomlarda
hesaba katilinca 6nem kazanir ve klinik 6nemli
kromozomlarin genomun tamaminda temsiliyeti dikkate
alindiginda gereksizlik olarak dustiniilebilir fakat baska

kromozomlar1 taramak ve anOploidilerinin tespitinde engel
degildir.




Bir trizomik fetiis extra kromozomdan kaynaklanan %50
daha fazla genetik materyale sahip oldugu i¢cin bu
kromozomdaki DNA orani, varsayilan dizomik referans
kromozom ile karsilastirildiginda , oploid gebeliklerden
daha yuksektir. Illgili kromozomdan yapilan sekans okuma
sayisinin referans kromozomdan yapilana orani tespit
edilen esig1 asarsa fetal trizomi anlami ¢ikarilir. Bu yaklasim
“counting” olarak adlandirilir. Bu counting metodlarla cft-
DNA miktarindaki kantitatif farkliliklar tespit edilir, cff-
DNA total cf-DNA’'nin az bir kismini1 icerdigi 1¢in fetal
trizomi1 durumlarinda aradaki fark artar.
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Figure 1. Massively parallel shotgun sequencing for the noninvasive prenatal detection of fetal chromosomal
aneuploidy. (A) Fetal DNA (green) dirculates in the maternal plasma as a minor population among a high
background of maternal DNA (blue). A sample of maternal plasma is obtained. Short fragments of cellfree
DNA are then sequenced. (B) The chromosomal origin of each sequence is identified by mapping the reads
to the human reference genome. (C) The number of unique sequences mapped to each chromosome is then
counted and the number of sequences for the chromosomes of interest is determined in subsequent analy-
sis. Aneuploidy is detected by various statistical techniques based on the number of reads representing the
chromosome of interest compared with the other chromosomes. The blue and green cirdes represent the
reads mapped to each chromosome from maternal and fetal DNA fractions, respectively. However, there is
no way to distinguish the origin of the individual reads; the only difference is in the total number of reads
that are detected. If the reads exceed that expected, the fetus is trisomic for that chromosome (shown for
chr 21 above).

Vol. 6 No. 2 # 2013 « Reviews in Obstetrics & Gynecology
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An overview of the currently available applications of MPS-based NIPT. By MPS of cell-free fetal nucleic acids (DNA and RNA) in
maternal plasma which likely originate from apoptotic trophoblasts, the fetal genome (from chromesomal to subchromosomal to

single-gene levels), methylome and transcriptome may be decoded.

Abbreviations: RNA-seq, RNA sequencing; mC, methylated

cytosine; MPS, massively parallel sequencing: NIPT, noninvasive prenatal testing; U, uridine; A, adenine; C, cytosine; G, guanosine;

T, thymine.




Quantitative Targeted MPS:

T-MPS selektif olarak-tiim kromozomlardan rastgele bolgelerin
yerine- spesifik genomik bolgelerin dizilimi ve amplifiye edilmesi
ile whole MPSS’den ayrilir. Boylece 6zelikle analiz edilen
okumalarin sayisini azaltarak ve verimini artirarak, fetal
kromozomal kopya sayisini belirlerken tiim sekanslar faydali
olur. Selektif sekanslama 13,18,21,X,Y gibi klinik 6neml1
kromozomlara odakli analiz yapar. MPSS tabanli metodlarla
benzer spesifite ve sensitivite oranlarina sahiptir.

Her 2 yontemde de hala “benchtop “ NGS platformlarinda yeteri
kadar okuma elde edilebilir fakat ytiksek diizeyde verimlilik
almak zordur. Whole MPSS yaklasimina gore biiyiik
platformlarda targeted sekans 1yibir alternatif olabilir.




Qualitative SNP-based targeted sequencing

Isin icine genotipik bilginin ilavesi-siklikla SNP’ler- daha
kompleks bir cff-DNA analizine imkan verir ve fetal
kromozomal kopya sayisini tespit icin sadece okumalarin
sayisini hesaba katan NGS metodlara nazaran (counting
method) daha fazla bilgi elde edilir. Bu yontem sekans
okumalarina spesifik maternal ve fetal cf-DNA katkisinin
tespitine olanak saglayan daha kalitatif yaklasimlar sunar.
[laveten sayim metodlarini da kullanarak triploidi ve UPD
gozden kacan anomalileride tespit edebilir.




SNP approach Using the Buffy Coat to Sequence
Maternal Genotype
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(TABLE2 )
Comparison of Techniques for Prenatal Diagnosis Using Cell-Free DNA R
Depends on  Maternal/
Accuracy of Detection o Rrur—
Technical Sensitivity Specificity Specific Loci or Samples
Company Approach Anomaly (%) (%) Alleles? Used? Study
Sequenom MPSS 21 98.6 99.8 No No Fan HC et al,” Chiu
Center for T18 100 99.7 RW et al,™ Palomaki
Molecular T13 91.7 99.0 GE et al,™ Chen EZ et
Medicine 45,X — — al,™ Ehrich M et al,*®
(San Diego, 47 ,.XXY — — Liao GJ et al,'®
CA) Palomaki GE et al.™
Verinata MPSS ™ 100 100 No No Fan and Quake,™
Health T18 97.2 99.8 Sehnert AJ et al *
(Redwood T13 78.6 99.4 Bianchi DW
City, CA) 45X 938 99.8 et al. ™™
47 XXY — —
Ariosa Targeted 21 100 100 Yes (chromosome No Sparks AB et al,™
Diagnostics sequencing T18 98 100 21,18 and 13) Sparks AB et al,®
(San Jose, + DANSR T13 — — Ashoor G et al
CA) + FORTE 45X — — Ashoor G et al
47 XXY —_ —_—
Natera (San Targeted 21 100 100 Yes (SNPs) Yes Zimmermann B
Carlos, CA) sequencing T18 100 100 et al,*s Rabinowitz
+ PS T13 100 100 M et al,* Nicolaides
45X 100 100 et al.*
47 XXY 100 100

“Prospective study.
DANSRH, Digital Analysis of Sdected Regiors; FORTE, Fetal Fraction Optimized Rk of Trsomy Evaluatioey MPSS, massively parallel shotgun sequencing PS, Parental
Support™ (Natera); SNPy, single nudectide pelymorphisms, T13, trisomy 13, T18, trisomy 18, T21, trisomy 21.

Vol.6 No. 2 = 2013 = Reviews in Obstetrics & Gynecology = 57
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Cell-free DNA Screening for Fetal Aneuploidy




The American College of Obstetricians and Gynecologists Committee on
Genetisc ve Society of Maternal-Fetal Medicine Publications Committee
-2015 tarafindan fetal anoploidi riski artmis bulunan kadinlarda
tarama secenegi olarak onerilmistir. Buna gore bu grupta;

-35 yas ve usti,

-USG’de fetal anoploidi riski artis1 bulgularina sahip fetuslu
olgulari olan,

-Onceki gebeliklerinde trizomili fetus sahibi olan,

-21 ve 13. kromozom trizomileri i¢in risk artisi yaratan dengeli
robertsonian translokasyon tasiyicilari,

-1.ve2. trimester tarama testlerinde artmais riski olan gebeler
bulunur.




Hangi teknik kullanilirsa kullanilsin tiim testler trizomai 21
ve 18 1¢in yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahiptir. 13
trizomisi ve sex kromozom anomalileri 1¢in sensitivitesi
daha dustk ,ort. %80-90 civarindadir. Ama spesifikligi
%99’dan fazladir.

Tim testlerde sonug stiresi 7-10 giindiir.

Test 1¢in fetal fraksiyon orani oldukca 6nemlidir. Bazi
yerlerde fetal fraksiyonun en az%4 olmasi raporlama

i¢cin zorunlu iken bazi yerler fetal fraksiyonu 6l¢gmez yada
raporlamaz.

Dustk fetal fraksiyonu olanlarda ve anoploidili fetis
tasiyan obez gebelerde sonug elde edilemeyebilir.




s h\ 'é‘ The American College of Society f?rF
- S 7 Obstetricians and Gynecologists Ma Te_rr_“o etal
".‘__ T WOMEN'S HEALTH CARE PHYSICIANS Medicine

COINVINMITTEE OPINION

Table 1. Cell-free DNA Test Performance Characteristics in Patients Who Receive an Interpretable Result”

Age 25 Age 40

years years

Sensitivity (%) Speaificity (k) PPV (%) PPV (%)
Trisomy 21 99.3 99.8 33 87
Trisomy 18 97.4 99.8 13 68
Trisomy 13 91.6 99.9 9 57
Sex chromosome aneuploidy 91.0 99.6 - -

*Tablo 25-40 y arasi kadinlarda 16.gebelik haftasindaki andploidi prevalansi gézoniine
alinarak diizenlenmistir.




Performance Parameters of Noninvasive Screening Tests for Fetal Trisomy 21

Risk Factor/
Biomarker*

Age =35y

First trimester rigk
assessment

Second trimester
serum analyte

(quad) screen

Integrated screen

Cellfree DNA
— MPSS

—Targeted
sequencing +
DANSR + FORTE
— Targeted
sequencing + PS

Screen
GA  Sensitivity Positive
(wks) (%) (%)
- 30 5
11-14 82-87 5
15-20 80 5
11-20 94-97 4-5
=10  986-100 -
=10 100 —
>9 100 -

DR®
(for a 5%
Specificity  FPR) (%)
1in100 30-50
1in25% 79-90
1ind0 75-85
(only
~ 50%
for twins)
1in30 90-96
979998 —
99.7-100 —_
99 8-100 —_—

FN(
(for an
85% DR)

(%)
4855

59

510

Study

ACOG,” Driscoll DA

et al," Haddow JE

et al," Wald NJ

et al,»Wald NJ et al ?¢
Wapner R et al.™®
ACOG,” Driscoll DA

et al,'"Malone FD

et al,® Nicolaides KH,2
Spencer K et al, Wald
NJ et al,® Wapner R

et al ®
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Performance of non-invasive prenatal testing when
fctal cell-free DINA is absent

Table 1 Non-invasive prenatal test (NIPT) results for two non-pregnant women from five commercial laboratories

(XX)

Patient 1 Patient 2
Test result Test result
Laboratory available  Details available  Details
Lab A No Insufficient fetal cfDNA for accurate NIPT No Insufficient fetal cfDNA for accurate NIPT
evaluation evaluation
Lab B No Unable to report due to low fetal fraction No Unable to report due to low fetal fraction
(fetal fraction reported as 0.6%) (fetal fraction reported as 0.6%)
LabC Yes Negative, consistent with female fetus Yes Negative, consistent with female fetus
(fetal fraction 4.3% reported on request) (fetal fraction 3.9% reported on request)
LabD Yes No aneuploidy detected, two sex chromosomes  Yes No aneuploidy detected, two sex chromosomes
(XX) (XX)
Lab E Yes No aneuploidy detected, two sex chromosomes  Yes No aneuploidy detected, two sex chromosomes

(XX)

cfDNA, cell-free DNA.
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Microdelesyon Sendromlari,

Klinik 6nemi olan microdelesyon/dublikasyonlar
gebeliklerdeki tiim yapisal anomalilerin yaklasik %1.7’sin1
olusturmaktadir. Bu sendromlarin baslicalari; Prader-Willi-
Angelman sendromlari, 22q.11 ,1936 ve 5p delesyon
sendromlaridir.

Siklikla sporadik ve farkli genetik mekanizmalara
baglidirlar. Degisik calismalarda, bu sendromlarin cf-DNA
bazli metotlarla taranmasinin hentiz gecerlilik kazanmadigi,
dogrulanmadigi belirtilmistir ve bu testlerin spesifikligi ve
sensitifligi stipheli bulunmustur. Bazi calismalarda ise SNP
bazli NIPT yontemi ile bu 5 duruma sebep olan
delesyonlari tespit orani %97 , testin spesifikliginin ise
%99’dan fazla oldugu belirtilmistir.*




o "SNP-based noninvasive prenatal microdeletion screening is
highly accurate. Because clinically relevant microdeletions
and duplications occur in >1% of pregnancies, regardless of
maternal age, noninvasive screening for the general pregnant

population should be considered.”

Kisacas1 microdelesyon sendromlari i¢in heniiz rutin uygulama
1cin tam bir fikir birlig1 olusmamaistir.




Multiple Gestations

Yontemin ne oldugunun 6nemi olmadan multipl
gebeliklerde anoploidi taramasi Onerilmemektedir..
Maternal ornekler1 (serum veya DNA'y1) baz alan
herhangi bir metod fetiisler arasinda diferansiyel bir
risk1 ayirt etmeksizin gebeliklerin hepsi icin tek bir
sonug verir. Ikiz gebeliklerde cf-DNA taramasi ile ilgili
bilgiler sinirlidir.

On bilgiler bu tiir gebeliklerde cf-DNA taramalarmin
hassas oldugunu gostermekle birlikte, bu taramalarin
tavsiye edilebilmesi i¢in daha fazla prospektif

calismaya ve yayimlanmis bilgilere 1htiya¢ vardir.




Tek gen hastaliklar:

Paternal kalitilan monogenik 6zelliklerin tespiti fetal sex ve
Rh genotiplendirme tespitine benzer, ikiside fetiise spesifik
ozellikler arar.

Metodun makul bir tani alt limitine sahip olmasi ve fetal
fraksiyonun kabul edilemez bir sekilde diisiik olmamasi
sartiyla maternal plazmada O.D hastaliklar i¢in de novo
mutasyonlar veya paternal kalitimli mutasyonlarin varligi
ya da yoklugu, fetusun etkilenip etkilenmedigini
gosterir.Benzer sekilde O.R durumlarda cf-DNA test1 ile
paternal mutasyonun yoklugu etkilenmis fetiis olasiligini
dislar.

Boyle bir yaklasimin kullanildigi O.D hastaliklara 6rnek
Huntington hastaligi, Myotonik distrofi, erken baslangicl
primer distoni 1’dir.




Tanatotrofik displazi veya akondroplazinin kesin 1¢in fetal
usg’de iskelette displazik 6zelliklerin gorildigi kadinlarda
FGFR3 mut.lar1 icin cf-DNA testi Onerilebilir. Son
zamanlarda T-MPS platformu her 2 durumun tanisinda
PCR bazli yontemden daha yiiksek sensitivite ile
uygulanmaktadir. Ek olarak MPS bir veya sinirli sayida
alan1 hedefleyen PCR bazli metodlardan farkli olarak
multiple gen bolgesindeki potansiyel patojenik mutasyonlar
icinde tarama saglar.




Asagidaki durumlarda tanida NIPT uygulamasi daha zor
olabilir.

-Erkek fetiis ve anne X’e bagh durum i¢in tasiyici, bu
durumda fetusun etkilenip etkilenmediginin tespiti gerekir.

-Ebeveynlerin O.R durumlar 1¢in tasiyici oldugu biliniyorsa
tespit gerekir.

-Plazmada O.R hastalik i¢cin paternal bir mutasyon
bulundu, fetiis etkilenmis? veya tasiyici1? tespit etmek
gerekir.




Maternal plazmada zeminde materal orjinli mutant aleller,
fetal orjinli mutant alellere cogunlukla sayica tistiindiir. Bu
nedenle fetusta mutant alel olup olmadigini ayirt etmek
gliclesir. Yapilan bir calisma 1le talasemide NIPT
uygulamak icin “relative mutation dosage”(RMD) 1s1mli
dyjital PCR tabanli bir yaklasimi kullanarak wild type ve
mutant alellerin pozitif reaksiyon sayisi analiz edildi, anne
heterozigot tasiyici ve fetiis homozigot etkilenmis bir
gebelikte bulunan mutant yukteki: hafif artis1 tespit edebildi.
Ayn1 yontemle orak hiicreli anemi ve hemofili
hastaliklarinda da NIPT te digital PCR-RMD analizinin
uygunlugu gosterilmistir. Bu metod, fetal fraksiyonun dogru
tespitine dayanir, diisik durumlarda yanlis negatif

sonuclara neden olur.




NIPT in Diger Uygulamalari

Fetal Rhesus D Tespiti

Rhesus D antijen1 RHD geni proteini Girtintidir. Eger genomda en
az bir kopya RHD varsa kisi rhesus D +’dir.

Rh — annenin Rh + fetuse gebe olmasi durumunda rhesus
uyumsuzlugundan bahsedilir. Anne daha 6dnceden ant1 Rh D
ab’ler1 ile sensitize oldugundan dolay1 bu antikorlar plasentay1
gecer ve fetuse zarar verir. Rh- annenin genomu RHD geni
icermez, maternal plazmada RHD tespit edilirse bu dizilerin
fetuse ait olmasi muhtemeldir.

Fetal RhD durum degerlendirmesi cf-DNA ‘nin kesfinden hemen
sonra baslatilmaistir.




Fetal Cinsiyet

Maternal plazmada Y kromozomdan DNA sekansi +’l1g1 erkek
fetiis varligini destekler.Bu durum cinsiyet tespiti i¢in kullanilir.
Ancak 7.haftadan 6nceki degerlendirmelerin giivenilirligi azdir.

Real time gPCR 1le konvansiyonel PCR’den daha 1y1 sonuglar
elde edilir.

Annenin X’e bagli gecen hastaliklarda tasiyici olmasi
durumlarinda veya ebeveynlerin CAH gibi1 tasiyici oldugu
durumlarda secenek olarak sunulabilir.

Anne DMD tasiyicisi 1se cinsiyet tayini icin NIPT
yapilabilir. Eger fetus erkek ise invaziv test diagnostik testler
yapilmalidir. Ayn1 durum hemofili hastaliginda da gecerlidir.

CAH cinsiyet tayininin kullanildigi durumlardandir.21 OH
eksikligi1 en sik formdur ve kiz fetuste asir1 androjen tiretimi
virilizasyona neden olur.Erken gebelikte steroid uygulamasi ile
bu engellenebilir. Erkek fetiise bu gerekmez.




Table 1. Diseases that may be detected noninvasively using
cell-free fetal-omics
Disease —— Rets
Chromosomal aneuploidy

Trisomy 21 [8-10,14,22,23,26-31,45)
Trisomy 20 [386]

Trisomy 18 [9,10,22,25-31])

Trisomy 13 [10,22,28]

Turner syndrome (45,X) [10.22,28,64,65)
Klinefelter syndrome (47,XXY) [10.28,.64,65)

47 XYY syndrome [28.64,65]

Triple X syndrome (47_XXX) [28.64,65]

Triploidy (3N) [22]

Subchromosomal aberration

22q11.2 deletion syndrome [11.35)

DiGeorge syndrome [35.37.39]

Prader—Willi syndrome [37]

Angelman syndrome [37]

1p36 deletion syndrome [37]

Cri-du-chat syndrome [37]

Wolf-Hirschhorn syndrome [37]

22g11.2 duplication syndrome [11.36]

De novo 22q11.2 deletion syndrome [11)

De novo 22q11.2 microduplication [11]

Translocation [11.36]

Microdeletion [11.24,386])
Microduplication [11.36)

Monogenic diseases

B-Thalassemia [12,38])

Congenital adrenal hyperplasia [13.44)

Noninvasive Fetal Genomic, Methylomic, And Transcriptomic Analyses Using
Maternal Plasma And Clinical Implications

Ada I.C. Wong And Y.M. Dennis Lo
_Trends Mol Med. 2015 Feb;21(2):98-108. doi: 10.1016/j.molmed.2014.12.006. Epub
2015 Jan 21.
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Kisitlamalar

-Risk degerlendirmeleri spesifik durumlar i¢in yapilir (13,18,21).
Sadece bu durumlarin taramalarinda AS’de tespit edilebilecek
anoploidilerin %50’si yakalanamayacaktir.(>35 y %75’1,°35 y
%43’11)

-Dengesiz tr.lar ,del./dub.lar NIPT ile taranamazlar.Bu nedenle

fetal anomali tespit edildiginde sitogenetik testler, microarray
analizler1 NIPT’ten daha 1y1 test secenekleridir.

-Anoploidilerin spesifik formlarini ayirt edemez.DS robertsonian
tr.lu extra bir 21 1le olusmussa ve yiiksek bir mozaiklik varsa
tespit edemez.Bu durumda kromozom analizi onerilir.

-Tek gen hastaliklar1?




-Basarisizlik durumunda tani gecikebilir.

-Acik NTD’de tarama amacli kullanilamaz.
-1.trimester USG uygulamalarinin yerini alamaz.
-Multiple gebeliklerde bilgiler sinirlidir.

-Gec gebelik komplik. Ile ilgili bilgi veremez.

-Tarama testlerin de ytiksek risk gruplar1 i¢cin NIPT
onerilebilir, diistik risk gruplarinda hem performansi
diusuktir hem de cost-effective degildir.

-Mozaisizm(plasenta ile sinirli veya maternal), teorik
olarak "vanishing twin“durumlar yanlis pozitif sonuclara
neden olabilmektedir.
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