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OZET

NON-INVAZIV PRENATAL TANI TESTi UYGULANMIS VE SONUCU
BELIRSiZ OLARAK RAPOR EDILMIiS GEBELERDE OLASI
EPIDEMIiYOLOJIK OZELLIKLER

Hamdiye Kasapoglu Sayin, Saghk Bilimleri Universitesi, Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi,

hamdiyekasapoglu@gmail.com

AMAC: Prenatal tanida invaziv ve noninvaziv yontemler kullanilabilmektedir, fakat
invaziv tetkiklerin enfeksiyon, abortus gibi potansiyel riskleri mevcuttur. Noninvaziv
bir yontem olan, anoploidilerin erken tanilanmasi igin kullanilan maternal plazmada
serbest fetal DNA tarama testinin pratikte kullanimi1 giin gectikge artmaktadir. Bu
test gebeligin 8.haftasindan itibaren yapilabilmektedir. NIPT testi trizomi 21, trizomi
18, trizomi 13 ve cinsiyet kromozom anomalileri i¢in duyarliligi ve 6zgiilliigii en
yiiksek tarama testidir. Fakat NIPT testinde %1 ile %8 arasinda sonucun rapor
edilememe sorunu vardir. En 6nemli sebepleri diisiik fetal fraksiyon ve laboratuar
uygulamasindaki basarisizliklardir. Biz calismamizda NIPT test sonucu belirsiz

olarak rapor edilmis gebelerin epidemiyolojik 6zelliklerini aragtirmay1 amacladik.

GEREC VE YONTEM: Retrospektif tanimlayici tipteki arastirmaya 2016-2018
yillar1 arasinda hastanemizde NIPT testi yapilmis 108 gebe dahil edilmistir. 18 yas
alt1 gebeler, VKI 35 ve iizeri olanlar, cogul gebelikler ve son ii¢ ay iginde kan
transfiizyonu Oykiisli olan hastalar calismaya dahil edilmemistir. Caligmaya dahil
elden hastalarin epidemiyolojik 6zellikleri sistemden ve kisiler tek tek aranarak elde

edilmistir. NIPT testi i¢in alinan kanlar Clarigo kiti ile ¢alisilmustir.

BULGULAR: NIPT test sonucu belirsiz olarak raporlanmis 108 gebenin
epidemiyolojik 06zelliklerini inceledigimiz calismada ortalama yas 34,40, ortalama
fetal fraksiyon %5,26, ortalama BMI 25,97m?/kg bulunmustur. 86(%79,6) hastanin
herhangi bir ilag kullanim oykiisii yoktu. En sik kullanilan ilacin DMAH oldugu
goriildli. Kan gruplan arasindaki dagilim anne ve fetiiste benzer oranlarda buluindu.
10(%9,26) gebede tespit edilen koroid pleksus kisti en sik eslik eden sonografik
belirtec oldu.
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SONUC: NIPT test sonucunun belirsiz olarak raporlanmasinin maliyet ve siire
acisindan Onemli dezavantajlar1 vardir. Daha genis hasta serilerinde baska
epidemiyolojik 6zelliklerinde sorgulandig1 ¢alismalar planlanabilir. Calismamizdaki
epidemiyolojik ozelliklerin sikligi lilkemizdeki ve diger iilkelerdeki g¢aligsmalarin

sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: fetal fraksiyon, andploidi, hiicre dis1 serbest fetal DNA
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ABSTRACT

POSSIBLE EPIDEMIOLOGICAL FEATURES IN PREGNANCIES FOR
WHICH NON-INVASIVE PRENATAL DIAGNOSIS TESTS YIELDED
INONCLUSIVE RESULTS

OBJECTIVE: Invasive and noninvasive methods can be used for prenatal
diagnosis. However, invasive tests carry the potential risks of infection and abortion.
The method of screening cell-free fetal DNA in maternal plasma, which is a non-
invasive method used for early diagnosis of aneuploidies, is on the rise. This test can
be done from the 8th week onwards of pregnancy. NIPT is the most sensitive
screening test for trisomy 21, trisomy 18, trisomy 13 and sex chromosome
abnormalities. However, NIPT yields inconclusive results in 1 - 8% of the cases. The
most important reasons for this are low fetal fraction and failures in laboratory
practices. In our study, we aimed to investigate the epidemiological features of

pregnant women for which NIPT results were inconclusive.

METHOD: In this retrospective descriptive study, 108 pregnant women that
underwent NIPT and received inconclusive results are included. Patients under 18
years of age, patients with BMI 35 and above, cases of multiple pregnancies and
patients that received blood transfusion in the last three months were not included in
this study. The epidemiological characteristics of the patients included in this study
were obtained from the database used by the hospital, as well as calling the patients
one by one over the phone. The blood taken for NIPT was studied with the Clarigo
Kit.

FINDINGS: In this study that included 108 pregnancies for which NIPT
yielded inconclusive results, the mean age was 34.40, mean fetal fraction was 5.26%,
and the average BMI was 25.97 m?/kg. 86 (79.6%) patients did not report any history
of medicinal drug use. The most commonly used drug was reported to be LMWH.
The distribution of blood types was observed to be similar in mothers and fetuses.
The choroid plexus cyst detected in 10 (9.26%) pregnant women was the most

common accompanying sonographic marker.

Keywords: fetal fraction, aneuploidiy, cell-free fetal DNA



1. GIRIS VE AMAC
Tarama testlerinde amag herhangi bir hastalik agisindan yiiksek risk tagiyan
ve ileri inceleme yoOntemlerine basvurulacak kisileri, saglikli gebelerden ayirt
etmektir[2]. Bu sebeple tarama testlerinde tan1 amaglanmaz. Buna karsilik, maliyet
olarak yiiksek, riskli invaziv tani islemlerinin uygunlanma sayisini azaltmayi ve
tedavi maliyetlerini azaltmay1 amaglar. Tani testleri ise kiside arastirilan hastaligin

varligin1 ya da yoklugunu tespit etmek i¢in kullanilir.

Prenatal tani, gebelik siirecinde fetus veya embriyodaki olasi anomalilerin
ongoriilmesi durumudur. Prenatal genetik testler, kromozomal degerlendirme
saglayan sitogenetik incelemeri ve DNA diizeyindeki mutasyonlar1 analizinde

kullanilan molekiiler testlerden olusur.

Kromozomal anormalliklerin prenatal tanisi igin yaklagik 50 yildir
calisilmaktadir. Down sendromu en sik endikasyon olarak gosterilmekle birlikte,
prenatal taninin ufuklar stirekli genisletilmekte ve daha hizli, daha az maliyetli, anne
ve bebek i¢in en az zararh tekniklerin gelistirilmesi i¢in ugrasilmaktadir[1]. Dogum
Oncesi tanida asil amag olabildigince erken tan1 koyabilmek ve sonuca gore uygun

karar1 almaktir.

Prenatal tanida invaziv olmayan yontemler iizerinde yapilan calismalarda
(1997) anne plazmasinda serbest fetal niikleik asitlerin (fetal DNA ve RNA)
saptanmas1 yeni caligmalar1 glindeme getirmistir. Maternal kanda fetal hiicreler ve
fetal DNA giin gectikce daha biiylik 6nem kazanmaktadir. Hamile kadinlarin
plazmasinda bulunan hiicre dis1 serbest fetal DNA’y1 kullanarak yapilan non-invaziv
prenatal tarama testi, fetal anoploidilerin taranmasina yonelik kullanilmaktadir [3].
NIPT testi 2011 yilindan beri klinik olarak kullammdadir ve prenatal tarama igin

yeni teknolojilerin odagindadir.

Kromozom bozukluklar1 arasinda en sik rastlanan, ciddi bir sorun olan
andploidinin dogum oncesi tanisinda girisimsel islemlerin kullanilmasi abortus ve
enfeksiyonlara yol agabilmektedir[21]. Bu komplikasyonlarin elimine edilebilmesi
igin invaziv testlere alternatif olarak non-invaziv prenatal testlerden biri olan hiicre

dis1 serbest fetal DNA testi gelistirilmistir. Bu test yiiksek riskli gebelerde gebeligin



8. haftasindan sonra gebenin kan 6rneginin alinmasi ve maternal plazmadaki serbest
fetal DNA’ nin rolatif miktarinin 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir [22,23]. Test
sonucu ile cinsiyet kromozom bozukluklari, 21, 18 ve 13. kromozomlara ait
anoploidiler elde edilen serbest fetal DNA’nin miktarina dayanilarak, fetusun Down
Sendromu, Edward Sendromu veya Patau Sendromuna sahip olup olmadigi

konusunda bilgi edinilmektedir.

Hiicre dis1 serbest DNA, trizomi 21, 18 ve 13 i¢in en hassas tarama
secenegidir. NIPT testinin performansi trizomi ¢esidi ve metodolojiye gore degisiklik
gosterir; ancak ylksek ve diisiik riskli kadinlarda benzerdir [4]. Sonuglari
raporlanmayan (belirsiz veya yorumlanamaz olan) serbest fetal DNA test basarisizlik
oranlar1 %0 — 10 olarak bildirilmistir [5] ve laboratuarlar arasindaki bu degiskenligi
aciklamak zordur. Bu duruma standart bir yaklasim olmamakla birlikte; cffDNA
testini tekrarlamak veya daha Oncesinde yapilmamissa standart bir serum tarama
testine gegmek sik rastlanan bir uygulamadir. Yiiksek riskli oldugu diisiiniilen
gebeliklerde; hastalar genetik danigmanlik almali ve hastalara andploidi riskinin
artmis olmasi nedeniyle invaziv girisim ile tani testleri dnerilmelidir. Testin sonug
verememe nedenleri teknik problemler ve diigiik fetal fraksiyondur. Diisiik fetal
fraksiyona bagli sonu¢ verilememesi durumunda kromozom anomalisi olasiliginin

arttig1 akilda tutulmalidir.

Calismamizda, NIPT test sonucu belirsiz olarak raporlanmis olan gebelerin
belirli ortak epidemiyolojik ozellikleri olabilecegi hipotezini ortaya koyduk ve bu
epidemiyolojik 0Ozelliklerin belirlenmesini amacgladik. Tamamlayict tipte bir
arastirma kurgusu olsa dahi, bu alanda yapilan ¢alisma sayisinin kisitliligi géz oniine
alindiginda, NIPT test sonucu belirsiz gebelerin epidemiyolojik &zelliklerinin
belirlenmesi, mevcut durumu saptamasi ve daha sonra bu konuda yapilacak

aragtirmalara yol gosterici olmasi agisindan faydali olacaktir.



2. GENEL BILGILER

Prenatal tani, kromozomal anomaliler ve noral tiip defektleri i¢in rutin tarama
testlerini, koryon villiis 6rneklemesi, kordosentez ve amniyosentez gibi girisimsel
tanisal testleri, spesifik kalitsal hastalik riski yliksek kisilere onerilen ek tarama ve
tan1 testlerini, 0zellesmis ultrasonografi ve diger fetal goriintiileme teknikleri ile

yapisal malformasyonlarin taninmasini kapsar.

Prenatal tanida amag, kisa ve uzun donemde prognoz, tekrarlama riski ve
olas1 tedavi secgenekleri ile ilgili dogru bilgiyi saglayarak danismanlik hizmetlerinin
gelistirilmesi ve sonuglarin iyilestirmesidir. Prenatal tani, kalitsal gecis gosteren
hastaliklarin molekiiler veya biyokimyasal tekniklerle tani almasina, miimkiinse
dogum Oncesinde tedavisine ve dogum sonrasinda gerekli tedbirlerin alinmasina,
tedavinin planlanmasina ve gebeligin istenirse yasal siire iginde sonlandirilmasina
imkan saglar[6]. Prenatal tan1 i¢in invaziv Ve non-invaziv yontemler
kullanilmaktadir. Prenatal tanida segilecek uygulamanin non-invaziv olmasi tercih

edilmelidir.
PRENATAL TANI YONTEMLERI

Invaziv Prenatal Tan1 Yontemleri
Fetiis ve eklerine yapilan girisimsel miidahele yontemlerini icermektedir. Bu
teknikler; amniyosentez, koryon villiis 6rneklemesi (CVS) ve fetal kan 6rneklemesi

(Kordosentez) dir.

Amniyosentez

Transabdominal yoldan amniyon sivinin elde edilmesi halen fetal anoploidi
ve diger genetik bozukluklarin tanisinda en sik kullanilan yontemdir. Cogunlukla 15
ve 20. gebelik haftalar1 arasinda yapilir, fakat daha ileri haftalarda da yapilabilir.
Amniyon sivisinda bulunan fetal cilt, gastrointestinal ve solunum sistemlerinden
dokiilen hiicrelerin kiiltiir ile ¢ogaltilmasindan sonra karyotiplendirmenin yapilmasi
esasina dayanir. Fetal karyotipin degerlendirilebilmesi i¢in dncesinde amniyositlerin
kiiltiir ile cogaltilmas: gerektiginden sonu¢ 7-10 giinde elde edilir. Miimkiinse
plasentadan gegmeden, fetus ve umblikal kord korunarak igne uygun amniyotik cebe

yonlendirilir. Aspire edilen sivinin ilk 1 veya 2 mL’si maternal hiicrelerle bulas



olasilig1 oldugu i¢in atilir. Yaklagik 20 mL sivi1 fetal karyotiplendirme igin yeterlidir.
Ikinci trimester amniyosentezi takiben isleme bagl gebelik kaybinm 1/300 ile 1/500
arasinda oldugu bildirilmektedir[8].

Anmyotik s1vi
Plesenta

Fefus

Rahum

Sekil 1: Amniyosentez

Koryon villiis orneklemesi

Koryon villiis drneklemesi ¢ogunlukla 10 ile 13. Gebelik haftalar1 arasinda
uygulanir. Koryonik villiisler transservikal veya transabdominal yolla elde edilebilir.
Trofoblastik doku ve fetiis ayn1 embriyolojik kdkene sahiptir. Tek gen hastaliklar
icin aile Oykiisiiniin pozitif oldugu durumlarda ozellikle tercih edilir. Ciinkii elde
edilen dokudan kiiltiir yapilmadan da molekiiler inceleme i¢cin DNA elde etmek
mimkiindiir. CVS’nin avantaji daha erken donemde uygulanabilmesidir; koriyon
fetal kaynakli bir dokudur, genetik olarak fetiisii yansitir ve 1. trimestirde kolaylikla
ulagilabilir. Yontemin dezavantajlar1 ise amniyosenteze gore teknik olarak daha zor
olmasi, elde edilen hiicrelerin dogrudan fetal hiicreler olmamasi ve sitogenetik

incelemede yalanci mozaisizm gibi durumlarin daha sik goriilmesidir.

Sekil 2: Transabdominal CVS Sekil 3: Transservikal CVS



Kordosentez

Umblikal arter veya venden igne ile girilerek kan alinmasidir. Kordosentez
icin en uygun dénem 18-22. gebelik haftasidir. Ozellikle amniyosentez ve CVS
sonrasi mozaisizm tanimlanan olgularda fetal karyotipin belirlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir. 24 ile 48 saat gibi kisa siirede sonu¢ alinmasi nedeniyle 6zellikle
gecikmis olgularda tercih edilmektedir. Daha erken haftalarda umblikal damarlarin
yapist nedeniyle kanama riski yiiksektir; teknik olarak plasentanin yerlesimi ¢ok
onemlidir ve bu donemde yapilan uygulamalar sonrasi fetal kayip oran1 % 1-2 olarak
bildirilmistir[7]. Kordosentez islemi ile alinan materyal dogrudan fetal hiicreleri

icerdiginden tan1 degeri diger yontemlerden daha fazladir.

Sekil 4: Kordosentez

Non-invaziv prenatal tan1 yontemleri

Sonografik tarama

USG bulgulan ile fetal anomalilerin  %350’sinin baska bir yonteme gerek
kalmadan tanisinin konabildigi gosterilmistir[9]. Major anomaliler ve mindr
sonografik belirtegler andploidi taramasina 6nemli katkilarda bulunurlar. Herhangi
bir major anomali fetal karyotip analizi amagli invaziv test onerilmesi i¢in yeterince
yiiksek andploidi riski ile iliskilidir. Inutero donemde letal olmasi olasi trizomi 18,
13 triploidi gibi andploidilere sahip cogu fetusta genellikle ikinci trimesterde
sonografik olarak izlenebilen anomaliler vardir. Ancak, Down sendromlu fetuslarin
yalnizca %?25-30’unda ikinci trimesterde sonografik olarak tanimlanabilecek major
malformasyonlar vardir. Bu sonografik belirtecler genellikle 15 ile 22. Gebelik

haftalar1 arasinda kullanilir.



Tablo 1: Major Fetal Anomaliler

Kistik higroma
Ventrikiilomegali
Holoprozensefali
Dany- Walker malformasyonu
Yarik damak- dudak
Kardiyak defektler
Diyafragma hernisi
Ozofagus atrezisi
Duodenal atrezi
Gastrosizis
Omfalosel

Clubfoot

Tablo 2: Down Sendromlu Fetuslarla iliskili Ikinci Trimester Belirtegleri veya “Soft
Marker’lar”

Brakisefali veya kisalmig frontal lop
Klinodaktili, besinci parmagin orta falanksinin hipoplazisi
Ekojenik bagirsak

Diiz yiiz

Ekojenik intrakardiyak odak

Nazal kemik yoklugu veya hipoplazisi
Nukal fold kalinlig:

Hafif renal pelvis dilatasyonu

Sandal gap

Kisa kulak uzunlugu

Tek transvers palmar ¢izgi

Tek umblical arter

Kisa femur

Kisa humerus

Genislemis iliak a1

Biyokimyasal testler

ikili tarama testi

11 ile 14. Haftalar arasinda yapilir. NT ile serum serbest hCG ve PAP-A
Olciimiinii kombine eden en sik kullanilan ilk trimester tarama protokoliidiir.
Biyokimyasal ve ultrasonografik belirteglerin beraber degerlendirilmesinden dolay1

bu test, ikili tarama testi olarak adlandirilmaktadir.

NT, fetal boynun arkasinda, cilt ile fetal vertebrayr Orten yumusak doku
arasindaki cilt alt1 saydam alanin en bilylik kalinligidir. NT 6l¢timii CRL 38-84 mm

arasinda iken yapilir. Artmig NT Ol¢iimiiniin isaret ettigi risk serum belirte¢lerinden




bagimsizdir, NT Ol¢iimiiniin serum belirtecleri ile kombine edilmesiyle andploidi

saptama oranlar1 belirgin sekilde artar[10].

2’li tarama testinde kullanilan serum belirtecleri PAPP-A ve serbest beta
hCG’dir. Down Sendromlu bir fetiiste serbest beta hCG diizeyleri yiiksek, yaklasik
2,0 MoM, PAPP-A diizeyleri diisiiktiir, yaklasik 0,5 MoM. Her iki serum belirtecinin

diizeyi trizomi 18 ve 13 varhiginda diistiktiir[11].

Test 13 yerine 11. haftada yapilirsa testin duyarlilifi yaklagik %5 daha
yiiksektir[12]. Sonografik ve biyokimyasal belirteclerin birlikte kullanilmasi Down
Sendromu yakalama oran1 % 90’lara kadar ¢ikarken yanlis pozitiflik oran1 yaklasik

% 3-5°tir[13].

Ikili tarama testinin Down Sendromu yakalama oranimin iiglii tarama testine
oranla daha yiiksek olmasi ve yiiksek risk durumunda erken gebelik haftalarinda
uygulanabilen girisimsel prenatal tani yontemi olan koryon villiis biyopsisini

miimkiin kilmasi en 6nemli avantajidir.

Uclii tarama testi
Bu tarama testinde Down Sendromu ve Trizomi 18 gibi kromozom
anomalilerinin yam1 swra Noral Tiip Defekti (NTD) acisindan da risk

belirlenebilmektedir[20].

Uglii tarama testinde risk MSAFP, serbest hCG ve uE3 ile maternal yas goz
Oniline alinarak hesaplanir. Bu biyokimyasal belirteglerin degerleri, ayn1 gebelik
haftasindaki anne serumunda oOlgiilen degerlerin ortalamasiyla hesaplanan g¢oklu
ortalama (“Multiple of median”, MOM) olarak belirtilir[15]. Down Sendrom’lu
gebeliklerde MSAFP degeri, ortalama 0,74 MOM’a diiser. Serbest hCG ortalama
2,06 MOM’un {iizerine ¢ikarken, UE3 de AFP gibi diisiiktiir ve ortalama 0,75 MOM
veya altindadir. Tiim bu belirtecler, anne yasina baglh riskle kombine edildiginde
Down Sendromu yakalama orani yaklasik % 65 ve yanlis pozitiflik oraninin % 5
oldugu belirtilmektedir. Trizomi 18 tanili gebeliklerde her 3 belirteg de diisiik
degerdedir ve yakalama orani yaklasik % 70’tir.

Diger ii¢ belirtece Inhibin-A eklenmesiyle dértlii test olusmustur. Dérdiincii

belirte¢ Inhibin-A diizeyi Down Sendromlu gebeliklerde artmistir. Dértlii test,



andploidi taramasinda en sik kullanilan ikinci trimester serum testidir. Dortlii testin
birinci trimester taramasi ile kombine edilmesi daha yiiksek anoploidi saptama

oranlar1 saglar.

Tablo 3: Secili fetal sendromlarda maternal serum marker paternleri

ikinci trimester belirtecleri Birinci trimester belirtecleri

Genetik

Serbest . Serbest Beta
bozukluk ibi -
0ZUKIU AFP | uE3 Beta HCG Inhibin A | NT | PAPP-A HCG

l 1 [N 1
4 [N Ll
1 d

Down Sendromu

Trizomi 18

Trizomi 13

I k|7 &

o 1
45X, hidrops ile l T T Tl Tl
45X, hidropsuz l l T Tl Tl
Triploidi
(paternal) l T T Tl TT
Triploidi
(maternal) «—> l J, T Tl ll
Smith-Lemli-
Opitz sendromu i il i NR NR NR NR
Cinsiyet
kromozomu
anoploidisi — | &> <> <> <«—> <«~—> <>

T : artmig; l : azalmis; € : degismemis; T l : degisken; NR: bildirilmemis; AFP: alfa-fetoprotein; ug3:
unkonjuge estriol; hCG: insan koryonik gonadotropini; NT: ense saydamligi; PAPP-A: gebelik iligkili plazma
proteini A

Hiicre Dis1 Serbest Fetal DNA Taramasi

Maternal plazmadaki niikleik asitler

cfDNA’nin  gelisim siireci dolagiminda trofoblastlar gdzlemledigini
bildirmesine kadar uzanmaktadir. Lo ve ark.’1 (1997) anne plazma ve serumunda
serbest fetus DNA’sim1  gostermeyi basarmalari maternal plazmadaki fetus
DNA’sinin analizi ile farkli duyarliklarda fetus cinsiyetinin belirlenmesine yol
agmustir. Invaziv olmayan bu yontemle fetus cinsiyetinin belirlenmesi X’e baglh
hastalik riski tasiyan fetuslerde girisimsel yontemlerin (tahliye, daha ileri inceleme
gibi) uygulanip uygulanmayacagi konusunda yol gosterici olmustur. Anne Kaninda

fetuse ait hiicrelerin tespiti ile trizomi 18, trizomi 21 tanilarina varmak olanakli hale



gelmistir. Gelinen bugiin ki noktada invaziv olmayan yontemler iizerine ¢alismalar

devam etmektedir.

.Maternal dolasimdaki en baskin fetal DNA kaynaginin plasenta oldugu pek
cok aragtirmaci tarafindan kabul edilmektedir. Konsepsiyon sonrast 28-30 giinden
once feto-maternal dolasimin belirlenememesi, fetal DNA ’nin trofoblastlardan kdken
aldigimi diistindiirmektedir. Serbest fetal DNA’nin plasentadan kdken aldig1 yapilan
caligmalarla gosterilmistir[16]. Serbest fetal DNA’nin plasentada ¢ok fazla miktarda

bulunmasinin yaninda, tek kaynagin plasenta olmadig: diistintilmektedir.

cfDNA hem anne hem de fetoplasental iinite tarafindan tiretilir. Anne kaninda
maternal ve fetal cfDNA bir arada mevcuttur. Total cfDNA’nin %2-20 kadar1 fetusa
aittir. Maternal dolasimdaki fetal cfDNA plasentanin sitotrofoblastik hiicrelerinden
ve fetal eritroblastlarin apoptozisi sonucu salinir. Bu fragmanlar plasentay1 gegerek
maternal dolagima girebilir. Maternal cfDNA hematopoetik sistemden ve
adipositlerin apoptozisi sonucu salinir. Hiicre dis1 fetal DNA, dogumdan sonra anne
kanindan dakikalar i¢inde temizlenir. Saglikli gebe kadinlarda yaklagik bir saattir ve

dogumdan iki giin sonra tiim fetal cfDNA’lar elimine edilir.

Fetal cfDNA 7. Haftadan itibaren maternal kanda tespit edilebilir ve
dolasimdaki hiicre dist DNA’nin %3-6’sin1 olusturur. Gebelik ilerledik¢e bu oran
artar. Fetal cfDNA fraksiyonu 10. ve 20. gestasyonel haftalar arasinda haftada %0,1
artar. 20. gebelik haftasindan sonra terme kadar ise fetal cfDNA fraksiyonu haftalik
%1 artar[9].

Fetal DNA’nin Klinik Tanida Kullanim Alanlari

Rh D genotip degerlendirmesi

Anne kanindan fetal Rh D genotipi degerlendirmenin birka¢ potansiyel yarari
vardir. Rh D-negatif fetus tasiyan Rh D-negatif anneye anti-D immiin globiilin
verilmesi Onlenebilir. Rh D alloimmiinizasyon durumunda, Rh-D negatif fetiisiin
erken belirlenmesi gereksiz amniyosentez ve seri fetal orta serebral arter doppler
degerlendirmesinden kacinmayi saglar. Genis sayidaki hasta serileriyle yapilan pek
cok calisma ile invaziv olmayan prenatal RhD genotiplemesinin dogrulugu kabul

edilmistir[17]. Teorik bir kaygi yanlis negatif test sonucu ¢ikan kadinlarin anti-D



immiin globulin alamayacaklar1 ve bunun da Rh D alloimmiinizasyonunda potansiyel

bir artisa yol agacagidir.

Fetal cinsiyet tayini

Genetik hastalik agisindan, fetusta X-baglantili bozukluk varsa, dogum 6ncesi
cinsiyet tespiti klinik olarak yararli olabilir. Hiicre disi fetal DNA’nin cinsiyet
belirlemedeki duyarliligi hamileligin 7-12. haftalar1 arasinda %95°1 ve 20. haftadan
sonra %99’u bulmustur[18]. Testin her iki zaman diliminde %99 olan 6zgiillii hiicre
dis1 fetal DNA’nin se¢ilmis olgularda invaziv testlere mantikli bir alternatif oldugunu

diistindiirtr.

Anoploidiler

Fetal Down Sendromu ve diger otozomal trizomiler maternal plazmadan
biiyiik Olgekte paralel dizileme veya kromozomlara 6zel bolgeleri hedefleyen
dizileme yoluyla saptanabilir[19]. Arastirmacilar ayni anda milyonlarca DNA
pargasinin dizilerini belirleyerek bir kromozomda parcalarin oraninin beklenenden
daha fazla olup olmadigini bulabilirler. Fetal DNA dizilerinin her kromozoma 6zel
olmasindan dolayi, Down Sendromlu olanlardan alinan 6rneklerde 21. kromozomun
DNA dizilerinin orani daha yiiksektir. NIPT’in trizomi 21,18 ve 13’ii yaklasik %98
oranda saptadigi ve yanlis pozitiflik oranmmin %0,5 ve daha altinda oldugu

bulunmustur[20].

Down Sendromu (trizomi 21)

Down sendromu canli dogumlarda en sik izlenen kromozomal anomalidir.
Yiiksek bir fetal kayip orani vardir. Triomi 21°1i fetuslarin %30’u 12 ve 40. gebelik
haftalar1 arasinda kaybedilir[33]. Down sendromlu kadinlar fertildir. Down
sendromlu erkekler ise azalmig spermatogenez sebebiyle neredeyse hemen her zaman
infertildir. Cesitli  dismorfik ozellikler ve konjenital malformasyonlar ile

karakterizedir.

Diiz yiliz profili, katlanmis kulaklar, Brushfield lekeleri(irisin periferinde
goriilen gri lekeler), cikintili dil, kisa boyun, anormal disler, 5. parmakta hipoplastik
orta falanks, sandal gap, hipotoni, eklemlerde asir1 esneklik Down sendromunun

karakteristik dismorfik bulgularidir. Hastalarin yaklasik yarisinda konjenital kalp
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hastalig1 vardir. Komplet atriyoventrikiiler septal defekt, VSD ve ASD sirastyla en
stk goriilen kalp anomalileridir. Duodenal atrezi, 6zofagus atrezisi ve Hirschspring
hastalig1 gibi gastrointestinal anomalilerin goriilme oram1 %7°dir[34]. Down
sendromlu cocuklarda sik goriilen saglik problemleri isitme kaybi, optik kirma
kusurlari, katarakt, tiroid hastaliklari, genel popiilasyona kiyasla yiiksek oranda
goriilen 16semidir. Mental gerilik hafif ve orta diizey arasinda degisiklik gosterir.

Ortalama IQ 35 ile 70 arasindadir.

Trizomi 21 igin yiliksek riskli gebeliklerin erken tespiti, dogum Oncesi
anoploidi taramasinin birincil hedefidir. Prenatal tani, etkilenmis bir c¢ocugun
dogumu veya gebeligin sonlandirilmasi i¢in aileye secenek sunar. Hastalara
danigsmanlik verilirken temel prensip, bilingli, tercihlere dayali tarama ve tam testi

kararlar1 almalarinda yol gosterici olmaktir.

Edwards Sendromu (trizomi 18)

Edwards sendromu canli dogumlarda ikinci en sik gozlenen otozomal
trizomidir. Yaklasik olarak 5500 canli dogumda 1 goriiliir[34]. Trizomi 18’li
fetuslarin %85°1, 10. hafta ile miad arasinda kaybedilir. Canli dogan bebeklerde

sagkalim oranlar1 da dusiiktiir. 1 yillik sagkalim oran1 ancak %2 dir.

Trizomi 18’in klinik spektrumu tiim organ sistemlerini etkileyebilir. Baslica
fenotipik ozellikleri intrauterin biiyiime geriligi, hipertoni, mikrognati, at nali1 bobrek
ve imperfore aniisdiir. Omfalosel oldukga sik goriiliir. Hastalarin %95’inde kardiyak
defektler eslik eder. En sik ventrikiiler septal defekt izlenir. Ekstremite ve kranyal
malformasyonlar sik izlenir. Cilek seklinde kranyum, koroid pleksus Kkistleri,
parmaklarin st liste binmesiyle sikili el “clenched hand”, radyal kemik aplazisi,

besik ayak (rockerbottom) veya clubfoot (yumru ayak) bunlardandir.

Patau Sendromu (trizomi 13)
Trizomi 13’1in siklig1 yaklasik 12000 canli dogumda 1°dir. Oldukga fatal olan
Patau sendromunda cogu fetus 10 hafta ile miad arasinda kaybedilir. 1 yillik

sagkalim oran1 sadece %3 tiir.
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Patau sendromlu gebeliklerin %80’inin sebebi trizomi 13’tiir. Digerlerinde ise

neden 13. ve 14. kromozomlar arasindaki robertsonian translokasyondur.

Hemen her organ sistemi etkilenebilir. Holoprozensefali etkilenmis fetuslarin
3’te 2’sinde goriilen spesifik bulgulardan biridir. Ciddi ¢oklu konjenital anomaliler
ile karakterizedir. Klasik triadi mikro/anoftalmi, yarik dudak ve /veya damak ve
postaksiyal polidaktilidir. Korpus kallozum agenezisi, serebral hipoplazi ve sefalosel
gibi karakteristik santral sinir sistemi defektlerinin prenatal sonografik belirtecleri,

bu taniy1 diigiindiiren en yaygun fetal bulgulardir.

Trizomi 13, anne i¢in artmis preeklampsi riskiyle iliskilendirilmis tek
andploididir. 2. trimesterin ilerisine ulagabilmis gebelerde yaklasik %50 oraninda
preeklampsi ve hiperplasentozis goriiliir. Trizomi 13’lii fetuslarin plasentalarinda ve
preeklampsili gebelerin kaninda sFIt-1 proteininin artmis ekspresyonu tespit
edilmistir[36].

Diger Trizomiler

Trizomi 21,18 ve 13 disindaki otozomal trizomilerin e§er mozaisizm yoksa
canli bir dogum ile sonuglanmasi ¢cok ender goriiliir. Trizomi 9 ve trizomi 22 ile canli
dogan vakalar bildirilmistir. Ilk trimester kayiplarinda en sik izlenen trizomi 16’tr.

Trizomi 1 ise hig bildirilmemistir.

Preeklampsi

Preeklampsili gebelerde hiicre disi DNA fraksiyonlarinda artig izlendigi ve
preeklampsi tanisinda plazmadaki serbest DNA diizeylerinin kullanilabilir bir
belirteg oldugu belirtilmistir.[21]. Preeklampsinin fizyopatogenezi halen tam
anlagilamamistir. Uterin damarlardaki bozulmaya bagl villiis trofoblastlarinin zarar
gbérmesi ve sonucta hiicrelerde hasar veya apopitoz meydana gelerek DNA’nin
maternal dolagima gegtigi tahmin edilmektedir. Maternal dolagimdaki serbest fetal
DNA’nin plasental hasarin bir gostergesi olarak preeklampsinin siddetiyle serbest
fetal DNA konsantrsayonlar1 arasindaki iliskisinin arastirilmasi1 sonucunda serbest
fetal DNA diizeyi ile proteiniiri ve hipertansiyon arasinda anlamli bir iliski oldugu

tespit edilmistir[21].
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Hemoglobinopatiler

En sik izlenen ve ciddi bir problem olan tek gen hastaliklar1 arasinda talasemi
gelmektedir. Beta talaseminin tanisinda molekiiler genetik teknikler kullanilmaktadir.
DNA incelenmesine dayali yontemler; DNA’nin kaynagi olarak amniyon sivisi,
koriyonik viliis 6rnegi veya fetal kan drnegini kullanmaktadir. Prenatal tanida fetal
DNA elde etmek igin kullanilan tetkiklerin invaziv olmasi ve bunlarin % 0,5-1
oraninda komplikasyon riski olusturmasi nedeniyle bu ydntemlerin non-invaziv
olanlarla yer degistirmesi gerektigi diisiincesini 6ne ¢ikarmistir. Bu yaklasimdan
dolay1 fetusa ait hiicrelerle yapilan arastirmalarda, maternal plazmadan izole edilmis

fetal eritroblastlarla tek hiicre PCR yontemi kullanilmigtir[22].

Plazma DNA Kimerizmi

Plazma DNA kimerizmi, timdrden koken alan DNA veya fetus kaynakli
DNA gibi yabanci genetik materyallerin, bazi kisilerin dolasiminda tespit
edilmesinden beri yeni bir kavram olarak goriilmektedir. DNA kimerizmi kavrami,
mesane kanseri ve bobrek transplant hastalarinin idrarindaki DNA’y1 saptama
sirasinda  gelistirilmis ve kiside genetik olarak farklilik tasiyan hiicrelerin
bulunmasiyla tanimlanmistir[25,26]. Giiniimiize dek, insan dolagiminda ¢ok cesitli
plazma DNA kimerizmleri bulunmustur. Bu kimerizmlerin kokeni timor ve fetal
kaynakl1 olup ayrica 1998’de bildirilen karaciger ve bobrek transplant hastalarinin
plazmalarinda bulunan verici kaynakli DNA’lardir[27]. Plazmadaki DNA kimerizm
bulgular1 hastaligin tan1 ve takibinde belirte¢ olarak kullanildigindan beri, klinik

kullanimlarda 6zel bir 6nem kazanmuistir.

Cell-free DNA Tarama Testi Endikasyonlari[23,24]
1. 35 yas ve lsti gebelikler
Sonografik incelemede andploidi riskinin yiiksek olmasi

. Kromozom anomalisi olan bebek 6ykiisii

Maternal veya paternal kromozomal bozukluk

2

3

4. Annede biyokimyasal tarama testlerinde risk saptanmasi

5

6. Anamnezde iki ve lizeri nedeni bilinmeyen 61l dogum Oykiisii
7

. Ailede genetik gecisli hastalik dykiisii olmasi
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Diisiik fetal fraksiyon nedenleri
Fetal fraksiyon= fetal DNA / (fetal DNA + maternal DNA) olarak

hesaplanmaktadir.

Glivenilir bir test sonucu icin yeterli miktarda fetal cfDNA olmalidir. Bazi
faktorler fetal fraksiyonu sistematik olarak azaltarak sonucun belirsiz veya yanlis

negatif olarak raporlanmasina neden olabilir.

Erken gebelik haftasi: Fetal fraksiyon 10. gebelik haftasindan dnce 6nemli
miktarda diisiik elde edilebildiginden; cogu laboratuar test i¢in yeterli fetal fraksiyon
(%3-4) i¢in 10. gebelik haftasindan sonra maternal kan1 degerlendirir. Cell-free fetal
DNA geg birinci trimester ve ikinci trimesterda total cell free DNA’nin yaklagik
%13’Unli olusturur. Termde ise maternal dolasimdaki total hiicre dist DNA’nin

yaklasik yiizde 50’sini icerir.

Suboptimal numune toplama: Uygun numune toplama ve DNA
stabilizasyonu fetal fraksiyonu korumak i¢in son derece énemlidir. Numune standart
bir EDTA’h tiipte toplanmali ve alt1 saat i¢cinde santrifiij edilmelidir. Elde edilen
plazma -80 C derin dondurucuda saklanir. Alternatif olarak, numuneyi oda
sicakliginda 5 giline kadar stabilize eden 6zel bir DNA toplama tiipii kullanilabilir; bu

tiipler islenene kadar sogutulmamali ve dondurulmamalidir.

Eksik numune laboratuar tarafindan reddedilebilir veya yetersiz fetal

fraksiyon nedeniyle daha yiiksek test basarisizlig ile sonuglanabilir.

Obezite: VKI arttikca fetal fraksiyon orani azalir. Bu ters iligki, obez
kadinlarin daha biiyiik maternal plazma hacminde nispeten sabit miktarda fetal
cfDNA’nin diliie olmasina ve ayrica maternal agirlik arttikga maternal olarak
iiretilmis cfDNA konsantrasyonunun artmasina baglanmistir. Obez olan kadinlarda
maternal cfDNA’daki artis kronik inflamasyon ve apoptozisteki artigdan
kaynaklanabilir[28].

Biyokimyasal tarama testlerinin aksine, laboratuar maternal agirhig

diizeltmek i¢in sonucu matematiksel olarak ayarlayamaz.
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Fetal karyotip: trizomi 13 ve Turner Sendromunda fetal fraksiyonun euploid
fetuslardan daha diisiik oldugu goriilmektedir. Triploid fetiislerin asir1 diisiik fetal
fraksiyonlar1 vardir[29].

Ek olarak in vitro fertilizasyon, ikiz gebelikler ve 20. Gebelik haftasindan
once diisiik molekiil agirlikli heparin kullanimi  diisiik fetal fraksiyona neden

olmaktadir.

Yanhs pozitif test sonucunun nedenleri

Fetus etkilenmemistir; ancak cfDNA testi kromozomal anormalligi gosterir.

Kapalh plasental mozaisizm: Fetal cfDNA’larin major kaynagi
sinsityotrofoblastlardir. Test plasental doku ile uyumlu sonu¢ vereceginden fetal
doku ile uyumsuz olabilir. Bu durumda test analitik olarak dogru; ancak klinik olarak

yanlistir.

Kayip ikiz esi: Olen ikizden kaynakl: plasenta test sirasinda hala mevcuttur

ve fetal 6liimden haftalar sonra dahi dolasima DNA katkis1 devam etmesidir.

Maternal mozaisizm: Cogu cfDNA testi annenin normal bir karyotipi
oldugunu kabul eder, ancak bu her zaman dogru degildir. Kadinlarda artan yasla
beraber hiicrelerin kiiciik bir ylizdesi X kromozomunu kaybeder. Boylece fenotipik
olarak normal kadinlarda, diisiik X kromozomu sinyali fetusa atfedilir ve fetal Turner

sendromu olarak bildirilir.

Maternal kanser: Malignitesi olan kadinlarda 6lgiilebilir diizeylerde hiicre
dis1 serbest tiimér DNA’S1 dolagima dokiilebilir[31]. Tiimorii olan gebe bir kadinda,
hiicre dis1 maternal ve fetal DNA’nin yan sira dolagimdaki tiimér DNA’s1 da toplam

cfDNA’ya katkida bulunur.

Maternal kopya numarasi varyasyonlari: cfDNA analizi i¢in metodoloji,
her kadmin belirli bir kromozom iizerinde ayn1 oranda genetik materyal tagidigini
varsayar. Ancak kromozomlarin (kalitsal veya de novo) kopya sayisi varyasyonlari
nedeniyle bireyler arasinda hafif degiskenlige ugradigi varsayilir. Bu degisiklik
ilgilenilen bir kromozomda meydana geldiginde (6rnegin, kromozom 21) test pozitif

bir sonug verebilir.
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Sans: Yanlis pozitif sonuglar, istatiksel testin sonucu da olabilir. Ciinkii
pozitif test i¢in standart sapma +3 olarak ayarlanmistir. Bu nedenle, 1000 euploid

fetlistin 1 veya 2’sinin tek basina sans eseri yanlis pozitif bir sonucu olabilir.

Transplant Ahcisi: Bir erkek vericiden gebeye doku veya organ
nakledildiginde, donér organdan maternal dolasima gegen erkek cfDNA, disi bir

fetusu erkek olarak tanimlayabilir.

Kan transfiizyonu: 4 haftadan kisa siire 6nce erkek bir donérden yapilan kan

transflizyonu varsa, disi bir fetiis erkek olarak yanlis raporlanabilir.

Yanhs negatif test sonucunun nedenleri
Smurh plasental mozaisizm: Maternal dolagimdaki fetal cfDNA’nin esas
kaynag1 bir plasental hiicre olan sinsityotrofoblastlardir. Plasentanin karyotipi bunu

yansitmasa da fetiisiin andploidik olmas1 miimkiindiir.

Simirda diisiik fraksiyon: Diisiik ancak yeterli fetal fraksiyon(%3-5) normal
referans ile galisilan kromozom fragmanlarinin yiizdesi arasinda ¢ok kiigiik bir farkla
sonuclanir. Yeterli sayida parga siralanmazsa, bu fark tanimlanmayacak ve sonuglar

yanlis olarak negatif rapor edilecektir.

Teknik konular: Teknik test sorunlari bazi andploidilerin taninmasini
zorlastirir. Ornegin, kromozom 13 sonuglar, diisiik guanin-sitozin orani nedeniyle

diger andploidilerden daha diisiik tespit oranlar ile sonuglanir.

Negatif sonug, fetiisiin test panelindeki andploidilerden birine sahip olma
riskinin azaldig1 anlamina gelir; ancak tarama testi oldugu tani testi olmadigi igin

etkilenmis bir fetiis olasiligini ortadan kaldirmaz.

Cell-Free Fetal DNA Taramasi Ii¢cin ACOG Onerileri[32]

e Hastalarin tiimiine, prenatal tan1 ve tarama testlerinin alternatifleri,
olas1 riskleri ve yararlar1 hakkinda ayrintili bilgi verilmelidir.
Herhangi bir testin yapilmamasi durumunda muhtemel riskler i¢in
hastaya agiklanmalidir.

e Noral tiip defektleri ve batin 6n duvar defektleri gibi yapisal

anomalileri serbest fetal DNA testi ile degerlendirmek miimkiin
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degildir. Hastalara bu anomaliler i¢in maternal serumda alfa
fetoprotein taramasi ve sonografik inceleme onerilmelidir.

Negatif test sonucunun saglikli bir hamileligi garanti edemeyecegi
hastalara agiklanmalidir.

Cogul gebeliklere cell-free fetal DNA testi onerilmemektedir.
Cell-free fetal DNA testinin sinirliliklari, rutinde kullanilan tarama
yontemlerinin bagarisinin yiiksekligi ve bu testin yiiksek maliyeti
nedeniyle tiim gebelere 6nerilmesi uygun bir yaklagim degildir.

Diger tarama testlerinin beraber veya es zamanli kullanilmasi
onerilmemektedir ve maliyet-etkin degildir.

Her hastanin kromozomal anomaliler i¢in uygulanan tiim tarama ve
tani testlerini reddetme hakk: vardir.

Mikrodelesyon sendromlari igin cell-free fetal DNA testi rutin olarak
onerilmemektedir.

Cell-free DNA testi amniyosentez veya koryon villiis biyopsisi gibi
tani testlerinin bir alternatifi degildir.

Cell-free DNA testi ile trizomi 21,18 ve 13 ile cinsiyet kromozom
anomalileri taranabilmektedir.

Test sonucu pozitif raporlanmis olan her gebeye invaziv tanisal bir
yontem Onerilmelidir.

Gebeligin sonlandirilmasi karari yalnizca cell- free DNA testinin
sonucuna gore verilemez.

Riskinden bagimsiz olarak tiim gebelerin cell-free DNA testini
yaptirma hakki vardir; fakat gebeye bu testin ve diger yontemlerin
avantajlar1 ve dezavantajlar1 hakkinda danigsmanlik verilmelidir.
Sonografik incelemede yapisal major anomali tespit edilirse, cell-free
DNA testi yerine hasta tani testine yonlendirilmelidir.

Test sonucu belirsiz veya yorumlanamaz olarak rapor edilmis gebelere
genetik danigmanlik verilmeli ve bu hasta grubuna artmig andploidi
riskine bagl ayrintili ultrasonografik inceleme ve tani testleri

Onerilmelidir.
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3. GEREC VE YONTEM
Bu calisma, Saglik Bilimleri Universitesi Tepecik Egitim ve Arastirma
Hastanesi Etik Kurulu tarafindan 25.04.2018 tarihinde 2018/ 5-8 karar numarasi ile
bilimsel olarak onaylanmig ve Helsinki Deklarasyonu Prensipleri’ne uygun olarak

yapilmustir.

Retrospektif tanimlayici tipteki arastirmada; 2016-2018 yillar1 arasinda
Saglik Bilimleri Universitesi Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nde NIPT
testi yapilan ve sonucu belirsiz olarak rapor edilen tiim gebelere ulasilmaya galisilmis

ve ornek secimi yapilmamistir. Calismamiza 108 gebe dahil edilmistir.

18 yas alt1 gebeler, NIPT testinde fetal fraksiyon orani %3 ’iin altinda olarak
raporlanan vakalar, VKI 35 ve iizerinde olan hastalar, cogul gebelikler, test éncesi
son i¢ ay igerisinde kan transfiizyonu, kok hiicre tedavisi, transplantasyon,
immiinoterapi ve radyoterapi Oykiisii bulunanlar aragtirmaya dahil edilmemistir. 35
yas ve lizeri tekil gebelikler, 2. Trimester USG incelemesinde fetal andploidi igin
mindr belirteglerin (koroid pleksus Kisti, ekojenik intrakardiyak focus, piyelektazi,
ekojenik bagirsak, nukal fold kalinligi, tek umblical arter) var oldugu vakalar; 2’li
tarama testinde trizomi risk artig1 (kombine trizomi 21 riski 1/300 — 1/1000 arasinda
olmasi, yas riskinin veya biyokimyasal trizomi 21 riskinin 1/300’den yiiksek
olmasi) bulunan gebeler; 3’1 tarama testinde risk artis1 (yas riskinin veya trizomi 21
biyokimyasal riskinin 1/300°den yiiksek olmas1) bulunan gebeler; VKI 35’in altinda
olan hastalar, NiPT testinde fetal fraksiyon oran1 %3 ve iistiinde raporlanmis hastalar

calismamiza dahil edilmistir.

Kriterlere uygun olan hastalarin yas, obstetrik 6ykii, non-invaziv prenatal
tarama testindeki fetal fraksiyon orani, gebeliginde antikoagiilan, folik asit,
asetilsalisilik asit kullanim &ykiisii, VKI, gebenin esi ile arasinda akrabalik dykiisii,
gebede tan1 almis kronik hastalik mevcudiyeti, USG’de anormal bulgu varligi, non-
invaziv prenatal tarama testinin yapildig:1 gebelik haftasi, 2°1li ve 3’lii tarama testi
sonuglar1, gebe, es ve bebek kan grubu bilgileri Probel sistemi iizerinden elde
edilmistir. Probel sisteminde kayitli olmayan bilgiler icin hastalar sistemdeki telefon
numaralarindan aranmis ve bilgilerine tam olarak ulasilabilen hastalar c¢alismaya

dahil edilmistir,

18



Oncelikle  perinatoloji  kliniginde  degerlendirilen  hastalar, ~NIPT

endikasyonlar1 géstermeleri durumunda tibbi genetik boliimiine yonlendirilmektedir.

Bu calismaya dahil edilen vakalarda NIPT testi Multiplicom sirketinin
(Multiplicom N.V. Galileilaan 18 2845 Niel Belgika) bir iiriinii olan Clarigo kiti
kullanilarak yapilmistir. Maternal kandan elde edilen cfDNA kullanilarak kromozom
21, 18 ve 13’iin fetal andploidi durumunu taramaya yonelik bir testtir. S6z konusu
teknoloji polimeraz zincir reaksiyonu prosediiriinii takiben Illumina MiSeq, HiSeq
veya NextSeq sistemlerinde masif paralel dizilemenin (MPS) kullanildigi, maternal
kanda bulunan cfDNA’nin hedef amplikasyonuna dayanmaktadir. Olusturulan
dizileme verileri, kromozom 21, 18 ve 13’iin ploidi durumunun, fetal fraksiyonun ve
tercihe bagli olarak fetiis cinsiyetinin belirlendigi veri analizi i¢in Clarigo raporlayici

yazilimina yiiklenir.

GO

Maternal Plazma cfDNA Multiplex Piirifikasyon
Venoz Kan izolasyonu Ekstrasyonu PCR

-1 ™

Universal Kalite Kontrol Piirifikasyon Kutiiphane NGS Clarigo
PCR (Agaroz Jel) Olusturma (Sekanslayici) Raporlayicisi

4

Sekil 5: Clarigo is akis semast

Test, plasental mozaizm, fetal kimerizm, kismi fetal kromozomal andploidi,
kaybolan ikiz, %4’ilin altinda fetal fraksiyon ve fetal triploidi durumlarinda fetal
ploidiyi dogru sekilde belirleyemez. Gestasyon yasinin 8 haftanin altinda olmast,
ebeveynlerde kromozom anomalisi, ¢gogul gebelikler, oosit donasyonu ile olusmus

gebelik, son 3 ayda kan nakli, immiinoterapi, kok hiicre tedavisi, transplantasyon
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veya radyasyon tedavisi gormiis olan kisilerden alinan ornekler gecerli bir sekilde

test edilemez.

Kanin Streck (cell free DNA BCT) tiiplerinde alinmasi zorunludur. Kan
Oorneginin oda sicakliginda saklanmasinin ardindan, plazma 48 saat icinde izole
edilmelidir. Daha sonra iglemler sirasiyla cfDNA ekstraksiyonu, multipleks PCR,
universal PCR, Illumina sistemleri lizerinde dizileme ve tiim verilerin yazilimsal

analiz edilmesi seklinde devam etmektedir.

Istatiksel Analiz
Istatistiksel analizler SPSS versiyon 20 yazilmi kullanilarak yapildi.
Tanimlayic1 bulgular sayisal degiskenler i¢in ortalama ve standart sapma ile

kategorik degiskenler i¢in frekans ve yiizde ile sunuldu.
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4. BULGULAR

Calismamizda NIPT test sonucu belirsiz olarak rapor edilmis 108 hastanin

epidemiyolojik 6zellikleri incelenmistir. Toplam 108 gebenin yas ortalamasi standart

sapmayla beraber 34.4+5.57 olarak saptandi. Fetal fraksiyon degerlerinin ortalamasi

5,26, BMI ortalamas1 25.9, gebelik haftasi ortalamasi 16.2 olarak saptandi (Tablo 4).

Tablo 4: Calisma grubu sayisal degiskenlerin tanimlayici bulgular

N | Minimum| Maximum| Ortalama| Standart
sapma
Yas 108 |20,0 44,0 34,40 5,57
Fetal Fraksiyon (%) |108 |3,10 10,30 5,26 1,72
BMI (m?/kg) 108 |19,12 34,20 25,97 3,51
Gebelik Hafta 108 |11,0 24,0 16,23 3,20

Calisma grubundaki 108 gebenin tamami Trizomi 21 agisindan belirsiz,

Trizomi 18 agisindan %38,3’1i belirsiz, Trizomi 13 agisindan %2,8’1 belirsiz olarak

degerlendirildigi goriilmektedir (Tablo 5, Grafik 1).

Tablo 5: Calisma grubunda Trizomi dagilimi

Say1 Yiizde (%)

Belirsiz 108 100,0
Trizomi 21

Negatif 0 0,0

Belirsiz 9 8,3
Trizomi 18

Negatif 99 91,7

Belirsiz 3 2,8
Trizomi 13

Negatif 105 97,2
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Grafik 1: Calisma grubunda Trizomi belirsiz ve negatif degerlendirilen
vakalarin sayis1

108 105
99
9
0 3
] —
Belirsiz Negatif Belirsiz Negatif Belirsiz Negatif
Trizomi 21 Trizomi 18 Trizomi 13

Trizomi degerlendirmesinde 95 gebede sadece Trizomi 21, dokuzunda
Trizomi 21 ve Trizomi 18, iigiinde Trizomi 21 ve Trizomi 13 belirsiz olarak
saptanmugtir (Tablo 6, Grafik 2).

Tablo 6: Trizomilerin kisi bazinda dagilimi

Say1 Yiizde (%)
Trizomi 21 95 88,0
Trizomi 21 ve Trizomi 18 |9 8,33
Trizomi 21 ve Trizomi 13 |3 2,77
Toplam 108 100,0
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Grafik 2: Trizomilerin kisi bazinda sayisi

95

9
] .

Trizomi 21 Trizomi 21 ve Trizomi 18 Trizomi 21 ve Trizomi 13

Calisma grubundaki 108 gebenin; %6,5’t DMAH, %87’si Folik asit,
%11,1’inin Aspirin kullandig1 gézlenmistir (Tablo 7, Grafik 3).

Tablo 7: Calisma grubunda DMAH, Folik asit ve Aspirin kullanim durumu

Say1 Yiizde (%)

Yok 101 93,5
DMAH

Var 7 6,5

Yok 14 13,0
Folik asit

Var 94 87,0

Yok 96 88,9
Aspirin

Var 12 111
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Grafik 3: Calisma grubunda DMAH, Folik asit ve Aspirin kullanim durumu

101
94 %6
14 12
= B
Yok Var Yok Var Yok Var
Clexan Folik asit Aspirin

Toplam 108 gebenin 86 (%79,6)’sinin ilag¢ kullanmadigi saptanmustir. Ilag
kullananlara bakildiginda ise Eutrox sekiz kisi, Insiilin bes kisi, DMAH ve Tablo
4.’de goriilen diger ilaglar (Tarda, Lamictal, Kortizon, Diaformin, Alfamed) birer kisi

tarafindan kullanilmaktadir (Tablo 8, Grafik 4).

Tablo 8: Calisma grubunda ilag kullanim durumu

Say1 Yiizde (%)
fla¢ kullanim yok 86 79,63
DMAH 7 6,48
Eutrox 6 5,56
Insiilin 4 3.70
) Tarda 1 0,93
Ila¢ kullanim var
Lamictal 1 0,93
Kortizon 1 0,93
Diaformin 1 0,93
Alfamed 1 0,93
Toplam 108 100,0
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Grafik 4: Calisma grubunda ila¢ kullanim durumu

flag kullanimi
var
19%

flag kullanimi
yok
81%

Toplam 108 gebenin 85 (%78,7)’sinin ek hastaligi saptanmistir. Ek hastaligi
olanlara bakildiginda ise 10 kiside hipotiroidi, dort kiside Tip 2 DM, ¢ kiside
Gestasyonel DM, iki kiside Hipertansiyon ve Tablo 5.’de goriilen diger ek hastaliklar
(GHT, FS5 leiden mut.,epilesi, AS+FMF) birer kiside goriilmektedir (Tablo 9, Grafik
5).

Tablo 9: Calisma grubunda ek hastalik durumu

Say1 Yiizde (%)
EKk hastalik yok 85 78,7
HiPOTIROIDI 10 9,3
TiP 2 DM 4 3,7
GDM 3 2,8
HT 2 1,9
Ek hastalik var
GHT 1 0,9
F5 LEIDEN MUT |1 0,9
EPILEPSI 1 0,9
AS + FMF 1 0,9
Toplam 108 100,0
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Grafik 5: Calisma grubunda ek hastalik dagilimi
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v
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Toplam 108 gebede ikili test; 19 (%17,6)’ununda bulunmamakta, 47
(%43,5)’si riskli, 41 (%38)’inde normal olarak degerlendirilmistir (Tablo 10, Grafik

6).
Tablo 10: Ikili test sonuglarinin dagilimi
Say1 Yiizde (%)
Yok 19 17,6
ikili test Risk 47 43,5
Normal 42 38,9
Toplam 108 100,0

Grafik 6: Ikili test sonuglarinin dagilimi (n=108)
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Kan gruplari anne, fetiisde A Rh +, O Rh +, B Rh +

saptanmustir (Tablo 11).

olarak benzer siklikta

Tablo 11: Anne, fetiis, es kan gruplarinin dagilimi (n=108)

Say1 Yiizde (%)
ORH + 38 35,2
ARH + 37 34,3
BRH + 15 13,9
Anne kan grup AB RH + 8 7,4
ARH - 6 5,6
AB RH - 3 2,8
O RH- 1 0,9
ARH + 53 49,1
ORH + 32 29,6
BRH + 15 13,9
Fetiis kan grup
O RH- 2 1,9
AB RH + 2 1,9
ARH - 2 1,9
ARH + 49 45,4
ORH + 31 28,7
BRH+ 12 11,1
Es kan grup
ARH - 7 6,5
O RH- 7 6,5
AB RH + 2 1,9
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Toplam 108 gebede tglii test; 53 (%49,1)’liniinde bulunmamakta, 16
(%14,8)’s1 riskli, 39 (%36,1)’'unda normal olarak degerlendirilmistir (Tablo 12,
Grafik 7).

Tablo 12: Uglii tarama testi sonuglarmin dagilimi

Say1 Yiizde (%)
Yok 53 49,1
Risk 16 14,8
Normal 39 36,1
Toplam 108 100,0

Grafik 7: Uglii tarama testi sonuglarinin dagilimi
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Toplam 108 gebenin %?24’tinde ultrason bulgusu bulunmakta, %76’sinda

bulunmamaktadir. Usg bulgularinin agiklamasi Tablo13 'te sunulmaktadir.

Tablo 13: Usg bulgularinin dagilimi

Say1 Yiizde (%)
Usg bulgusu yok 82 75,93
Usg bulgusu var Koroid pleksus kisti 10 9,26
ieo 2 1,85
Piyelektazi 4 3,70
IKi ve iizeri minér belirtec |4 3,70
Bilateral plv artisi 1 0,93
Extremitelerde hipoplazi |1 0,93
ib ekojenite artis1 1 0,93
Nt 6mm 1 0,93
Nukal fold kalinhk artis1 |1 0,93
Polidaktili 1 0,93
Tek umblical arter 1 0,93
Yarik dudak 1 0,93
Toplam 108 100,00

Grafik 8: USG bulgusu durumu

Usg bulgusu var

J
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5. TARTISMA

Materyal dolasimdaki serbest fetal DNA’nin trizomi 21, trizomi 18, trizomi
13 ve cinsiyet kromozom andploidileri taramasi i¢in degerlendirilmesi giderek daha
popliler bir secenek haline gelmistir. Hiicre dis1 serbest fetal DNA testi, diger
prenatal tarama testleri ile kiyaslandiginda 6zgiilliigii ve duyarlilig1 daha yiiksek olan
bir yéntemdir. Ornegin, trizomi 21 i¢in duyarliliginin %98,6 ile %99 arasinda oldugu
bildirilmistir[57,58,59]. Fakat diagnostik bir test olmadigindan, pozitif test
sonucunun mutlaka invaziv bir tan1 yontemi ile dogrulanmasi gerekmektedir.Test
sonuglar1 belirsiz olarak rapor edilen gebeler, genetik danismanlik almali ve bu

hastalara andploidi riskinin artmasina bagli invaziv bir tan1 testi onerilmelidir.

Bu c¢alismada non-invaziv prenatal tani testi uygulanmig; ancak sonucu

belirsiz olarak rapor edilmis gebelerdeki epidemiyolojik 6zellikler arastirilmistir.

Calismaya katilan 108 gebenin 6zellikleri incelendiginde minimum yasin 20,
maksimum yasin 44 oldugu goriildii. Yas ortalamasi 34.4+5.57 olarak bulundu;
ancak calismamiza 18 yas alt1 hastalar dahil edilmedi. Olgiilen fetal fraksiyon en az
%3,10 en fazla da %10,30 olarak Ol¢iilmiis olup, ortalama %5,26+1,72 dir.
Hastalarin VKI hesaplanmistir ve minimum VKIi 19,12 maksimum VKI 34,20,
ortalama VKI 25,97+3,51 olarak bulunmustur. VKI 35 ve iizeri olan hastalara NiPT
testi uygulanmamaktadir. Hastalara hiicre dis1 serbest fetal DNA testi 11. ve 24.
gebelik haftalar1 arasinda yapilmig olup ortalama gebelik yasi 16,23+3,20 olarak
bulunmustur. 4594 gebenin andploidi sonuglarmin degerlendirildigi diger bir
calismada %3,2(n=139) hastaya trizomi 21 igin test sonucu belirsiz olarak rapor
edilmigtir, bu arastirmada yas ortalamasi 32,3 olarak bulunmustur, ancak bu
calismaya bizim ¢aligmamizdan farkli olarak 18 yas alt1 gebeler de dahil edilmistir.
Bu ¢aligmada testin uygulandig1 ortalama gebelik haftasi 16,2 hafta ve ortalama VKIi
25,5 bulunmus olup, sonug¢ degerleri arastirmamizda buldugumuz degerler ile
benzerlik gostermektedir.[37]. Biz ortalama fetal fraksiyonu %5,26+ 1,72(n:108)
bulduk ve ¢alismamiza %3 {izeri fetal fraksiyonu Ol¢iilmiis hastalar1 dahil etmistik.
Diger aragtirmada 4594 gebenin fetal fraksiyon ortalamasi %6,2 olarak bulunmus ve
fetal fraksiyon oranlart minimum %0,1 maksimum %20,5 olan daha genis bir aralikta

calisilmig[37]. Fetal fraksiyon arasindaki bu fark diger arastirmadaki calisilan fetal
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fraksiyon araliginin daha genis olmasindan kaynaklanabilir. Maternal dolagimdaki
hiicre dis1 serbest fetal DNA’nin orant andploidik bir fetusun taimlanmasi igin
onemli bir parametredir[38]. Fetal fraksiyon diizeylerini etkileyen faktorleri ve
bunun NIPT testi sonucuna etkilerinin arastirildigs bir ¢alismada 140377 hastada
Ol¢giilen ortalama fetal fraksiyon %9,47, testin yapildig1 ortalama gestasyon haftasi
13,10 ve BMI ortalamas1 25,66 bulunmus[53]. Anne ve fetal karakteristiklerinin
hiicre dis1 fetal DNA fraksiyonu {izerine etkilerinin bakildig1 23067 hastanin dahil
edildigi bir arastirmada ortalama BMI 22,5 ve ortalama yas 30,9 olarak
bulunmustur[54].

Calismamizdaki tiim hastalarda trizomi 21 sonucu belirsiz rapor edilmis olup,
%8,3(n:9) hastada trizomi 18, %2,8(n:3) hastada trizomi 13 i¢in de sonug

verilememistir.

Yapilmis diger ¢alismalarda 6zellikle diisiik fetal fraksiyona bagli basarisiz
NIPT testi sonuglarinda enoksaparin sodyum kullanilan antikoagiilan tedavi dikkat
cekmistir[39,40]. Antikoagiilan tedavinin apoptozisi inhibe ettigi ve buna bagl fetal
fraksiyon diisiikliigii nedenli basarisiz test sonucuna yol agtig1 diistiniilmektedir[41].
Calismamizdaki 108 hastanin %6,5(n:7)’inde clexan kullanimi mevcuttu, toplam
15(%13,89) hasta diger bir hastalik i¢in ilag tedavisi almaktaydi ve sadece 1(%0,9)
hastada otoimmiin hastalik Oykiisii vardi. NIPT test sonucu raporlanamayan 58
hastanin incelendigi baska bir calismada gebelerin 15(%25,9)’inde enoksaparin
kullanim1 bulunmus ve 14(%24,1) hasta baska bir hastalik icin tedavi almaktaymus,
7(%12,1) hastada ise tanis1 konmus otoimmiin hastalik mevcutmus[48]. NiPT testine
refere edilme nedenleri, 40(%70,0) hastada ikili tarama testinde risk artisi, 10(%17,2)
hastada {iglii tarama testinde risk artis1 olmasiydi. Bizim ¢alismamizda ise 47(%43,5)
hastada ikili tarama testinde risk artis1 ve 16(14,8) hastada iiclii tarama testinde risk

artist rapor edilmisti.

2126 hastanin 39’unda NIPT test sonucu anormal olarak raporlanmis bir
calismada, sonucu anormal raporlanmis 39 hastanin %69,2(n:27)’sinde anormal USG
bulgular1 oldugu bildirilmistir[42]. Calismamizda %?24,07(n:26) hastada anomali
lehine sonografik bulgu izlenmistir. Arastirmamizda en sik goriillen anomali

%9,26(n:10) olan koroid pleksus kisti diger arastirmada sadece %2,6(n:1) olarak
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bulunmustur. Hastalarin %3,70(n:4)’sinde piyelektazi, %3,70(n:4)’sinde iki ve iizeri
mindr sonografik belirteg, %?2(n:2) intrakardiyak ekojenik odak, her birinden
%1(n:4)’er olarak da ekstremitelerde hipoplazi, ince bagirsaklarda ekojenite artisi,
nukal fold kalinlik artisi, polidaktili,tek umblical arter, yarik damak ve 1limli
ventrikiilomegali izlenmistir. Diger ¢alismada en sik %51,3(n:20) oraninda iki ve
lizeri sonografik belirte¢ bizim c¢alismamizda %3,70(n:4) olarak bulunmustur.
%12,8(n:5) intrakardiyak ekojenik odak, % %12,8(n:5) piyelektazi, %5,1(n:2)

ventrikiilomegali, %5,1(n:2) umblical kord anormallikleri raporlanmistir[42].

NIPT testinden sonu¢ alamayan hastalarda olumsuz hamilelik sonuglarinda,
anomalilerde risk artis1 goriilmistiir[43]. Bu hasta grubunda plasental fonksiyon
testleri ek bilgi saglamak i¢in ileriki calismalarda incelenebilir. Bu gebeler i¢in
prenatal tani testi istenmeli ve daha siki dogum 6ncesi izleme alinmalidir. NiPT
testinin sonu¢ veremedigi 123 hastanin incelendigi bir arastirmada 25(%20,0)
hastada gestasyonel diyabet, 12(%9,8) hastada preeklampsi, 14(%11) gelismis[43].

Bizim aragtirmamizda ise 3(%2,8) hasta gestasyonel diyabet tanisi almigtir.
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6. SONUCLAR

Calismalarda sonucun rapor edilememe oranlart %1-%8 araliginda
degiskenlik gostermektedir ve onemli bir sorundur. Ug¢ nedene bagldir. Fetal
fraksiyonun diisiik olmasi, testte teknik basarisizlik ve maternal kanin laboratuvara
ulasma asamasinda yapilan hatalardir. Testin temel problemleri sonug¢ rapor
edilememe olasiligi, sonu¢ i¢in beklenmesi gereken siirenin uzunlugu ve yiiksek

maliyetidir.

NIPT testinde sonucun belirsiz olarak rapor edilmesinin hem maliyet hem de
stire agisindan onemli negatif etkileri vardir. Daha fazla hasta grubunda diger
epidemiyolojik ozelliklerin de sorgulandigi ¢ok merkezli olarak planlanacak yeni
arastirmalarin faydali olacagim diisiiniiyoruz. Farkli ticari kitlerle ¢alisilmis NIPT
testlerinin sonuglar1 ve epidemiyolojik &zelliklerini amaglayan yeni ¢alismalar

yapilarak, calismamizin sonuglari ile karsilagtirilabilir.

Calismamizdaki gebelerin epidemiyolojik ozellikleri, iilkemizdeki ve diger

tilkelerdeki arastirmalarla benzer olarak bulunmustur.
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