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Hicre disi fetal DNA testinin (Non invasive prenatal test, NIPT) calisma prensibi maternal kana
gecen apoptotik sinsisiotrofoblast kokenli DNA fragmanlarinin tespitine dayanmaktadir. Yani
bagka bir deyisle plasental hicrelerin 6limi ile ortaya ¢ikan DNA fragmanlarinin anne
dolagimina gegmesi sonucu maternal kanda fetusa ait genetik bilgilerin incelenmesi esasina
dayanan bir testtir. Gebeligin besinci haftasindan itibaren maternal kanda goriilmeye baslayip,
dogumdan 2 giin sonra dolasimdan kaybolur (yari 6mri bir saattir). Gebeligin 10. haftasindan
sonra 20. haftaya kadar haftada %0.1 oraninda artar iken, 20. gebelik haftasindan sonra terme
kadar bu oran haftada %1 ¢ikar. Bu bilgi yetersiz fetal fraksiyon gelmesi durumlarinda dnemli
olup, test tekrari gerecek ise gebelik haftasinin ilerlemesinin beklenmesi agisindan 6nemlidir.
Burada incelenen DNA fragmanlarin kokeni plasenta oldugu unutulmamalidir. Plasenta ve
fetusun ayni kokenden geldigi (identical) bilindigi icin fetus hakkinda da bilgi alinmis
olmaktadir. Bu kural bazi istisna durumlar disinda (plasental mozaisizm, gercek mozaisizm)
genel olarak gecerlidir. NIPT obstetri alaninda belki de ultrasondan sonraki en buiyilk gelisme
olarak kabul edilebilir.

Gebeligin 9-10. haftasindan sonra gestasyonel yastan bagimsiz olarak gebeligin her doneminde
yapilabilir. NIPT kromozomal anormallikleri gosteren genetik variantlari bulmak igin next
generation sequencing (NGS) kullanildigi bir testtir. Bir tarama testi olan NIPT ilk olarak Hong
Kong da baslatilmistir (1). Arastirmacilar bu testin trizomi 21 (T21) icin ylksek sensitivite ve
spesifisitesi oldugunu gostermislerdir. T21 icin ylksek riskli gebeliklere tarama yapilarak
takibinde test sonucu pozitif olanlara CVS veya amniosentez yoluyla taniya gidilmistir. Bu
yaklasim ile tim gebelere invazif girisim yapilmasina gerek kalmayip, isleme bagh
komplikasyonlar da en aza indirilmistir.

Maternal kanda sadece fetal DNA fragmanlari olmayip, maternal hiicrelerin yikilmasi sonucu
ortaya ¢ikan anneye ait de DNA fragmanlari bulunmaktadir. Bu nedenle fetal fraksiyon (fetal



DNA orani) test i¢in dnemli duruma gelmektedir. Bu oran genellikle %10-20 civarindadir. NIPT
in aneuploidi icin basarili bir sonug vermesi icin fetal fraksiyonun en az %1-3.5 civarinda olmasi
gereklidir. Mikrodelesyonlarin taranmasi icin bu oran daha yiksek olmahdir.

Yeterli fetal fraksiyon elde etmek icin kan 6rnegi alinirken dikkat edilmesi gereken sartlar vardir.
Bunlar:

1. Gebelik haftasi: test gebeligin 9-10. haftasindan sonra yapilmali, acil bir endikasyon yok ise
12 haftaya kadar beklenmelidir. Bu bilgi tlkemiz icin olduk¢a mantikli bir yaklasimdir.
Literatlrde testin 9-10. haftalarda baslanma nedeni gebelerin bircok Ulkede sonografik
incelemeye girmeden yani obstetrik muayene olmadan bir saglik merkezine kan verme
seklinde yapilmasindan kaynaklanmaktadir. Oysa bizim lilkemizde gebelere hemen hemen tim
hastanelerde 11-13. haftalarda birinci trimester tarama amach obstetri muayenesi
yapiimaktadir. Bu dénemde yapilmasi bircok bakimdan avantajli hale gelmektedir. Birincisi
yeterli DNA fraksiyonu elde etmek, ikincisi bu dénemde fetusun aneuploidi agisindan
incelenme imkani olmakta, boylece invazif girisim gereken bir sonografik bulgu gorildiginde
gebeliklere gereksiz NIPT yapilmamis olmaktadir.

2. Kan alimi ve tasinmasinin optimal sartlarda olmasi ve test merkezine ulastirilmasi
gereklidir. Kan 6rnegi EDTA |1 tipe (mor kapakli tiip) 10 mL olarak alinip, hemen santrifij
edilmelidir (6 saat icinde). Santriflij gecikir ise maternal I6kositlerin 6limu ile ortaya ¢ikacak
DNA fragmanlarn fetal orani bozacaktir. Elde edilen plasma hemen -80 santigrad derecede
saklanmalidir. Giiniimiizde kan alimi ve tasinmasi daha kolay ve pratik bir yontem olan vené6z
kanin buis iin iliretilmis 6zel tiipte taginmasi seklinde test yapilmaktadir. Bu tiip iginde hiicre
disi DNA yi1 oda sicakliginda 7 giine kadar stabilize eden koruyucu reagentlar mevcuttur. Yani
transport icin santrifiij ve soguk zincir gerekli degildir.

Ulkemizde en énemli sorunlardan birisi cok sik oranda diisiik molekiiler agirlikli heparin ve
aspirin kullanimidir. Sonug bildirilemeyen test sonuglari 6zellikle heparin kullaniminda
artmaktadir (2, 3). Bunun nedeni ise antikoagulantlarin plasental apoptosisi azalmasi veya
dillisyonel etkisi yoluyla fetal fraksiyon azaltmasidir. Eger bu terapileri alan hastalarda NIPT
sonucu verilemiyor ve kullanilmasinda hayati bir zorunluluk yok ise tedavinin bir siire (bir
hafta?) kesilip test icin kan 6rnegi gonderilmesi mantikh olabilir.

3. Maternal obesite (plasma volimiin artmasi sonucu fetal fraksiyon azalmasi), ikiz gebelik (ikiz
basina diisen DNA fraksiyon yetersizligi), IVF gebeligi yeterli fetal fraksiyon saglanamayan
durumlarda akilda tutulmalidir.

4. Yukarida bahsedilen durumlar disinda sonucun “diisiik fetal fraksiyon” gelmesi halinde
fetal anueploidi akla gelmeli ve invazif girisim onerilmelidir.

NIPT ¢alisma metodlari

Burada calisilan metodlari cok detaya girmeden, bize sunulan seceneklerin neler oldugunu
bilmemiz acisindan yararl olacak sekilde kisaca bir kadin dogum uzmani goziyle anlatilacaktir.

Uygun sekilde kan alindiktan ve santrifuj edildikten sonra DNA fragmanlari maternal serumdan
aynistirlhp amplifiye edilir. Fetal DNA yi kullanarak kromozom taramasi bircok metod ile



yapilmakta olup hepsinin de sik gériilen aneuploidilerin taramasinda sensitivitesi ve spesifitesi
ylksektir. Test yapilirken annenin euploid oldugu varsayilir. Eger test sonucu olumsuz ¢ikar ise
annenin durumu tekrar degerlendirilmelidir.

GUnimizde hiicre disi fetal DNA i¢in 2 ana metod kullaniimaktadir.
1. Whole genom sequencing (shotgun squencing, massively parallel squencing)
2. Targeted methodologies (hedefli metodlar)

a. Targeted genome sequencing

b. Single nucleotide polymorphism (SNP)

c. Mikroarray

d. Rolling circle amplification

1. Whole genome sequencing (shotgun sequencing, massively parellel
sequencing)

En sik kullanilan metod olup, tim genom uzerinde hiicre disi DNA fragmanlarinin
sequencing’ni (sekanslama, dizileme, siralama) yapar.

Bu metod ilk olarak lllumina tarafindan gelistirilmis ve daha sonra baskalari da katilarak ¢ok
ileri asamalara getirilip pazara sunulmustur.

Maternal plasma icindeki DNA molekillerini rastgele veya shotgun (cifte tiifek ile atis) ile
siralama esasina dayanir. Bu teknolojinin 6zelligi sadece hedef alinan kromozomlar degil tim
kromozomlari igeren sayisal anormalliklere bakabilmekte ve bunun yaninda Robertsonian
translokasyonuna bagh Down sendromunu, copy number variantlari (mikrodelesyonlar-
mikroduplikasyonlar) da tespit edebilmektedir.

Yuzbinlerce hatta milyonlarca DNA fetal ve maternal DNA fragmanlari bir ucundan veya her iki
ucundan dizileme yapilir (4, 5, 6). DNA fargmaninin her iki tarafindan dizileme yapilmasindan
dolayi grupta anne ve fetusta farkhlik gosteren DNA fragmanlarinin biiytiklGga hakkinda da bilgi
verir. Cesitli dizinleme yontemleri vardir. Bunlardan en son gelismis olani next generation
squencing (NGS) dir. Daha sonra dizinler referans genom haritasina gore ait oldugu
kromozomlara gore ayrilir. Benzersiz (esi olmayan, tek bir lokusta olan) olan dizinler (yani
multiple lokusta haritalanmayan dizinler) her bir kromozom veya kromozomal bélgeler icin
sayllmak tizere numaralandirilir. Bu sayim euploid gebeliklerde her bir otozomal kromozom igin
iki kez, triploidy de fazla, monozomide eksik sayida bulunur. Ornek olarak gebe olmayan
euploid bir kadinda 21. kromozom kaynakli hiicre disi DNA fragman orani %1.3 dir (insan
genomunun %1.3 Unid 21. kromozom olusturur). Gebelikte anne ve fetus euploid ise bu oran
yine sabit olup %1.3 diir. Eger fetus trizomi 21 ise (21. kromozomdan 2 kopya yerine 3 kopya
var ise) bu oran %1.3 den yliksek olacaktir.

Bu yontem ile galisan laboratuvarlar arasindaki degiskenlik dizileme derinligi yani sayilan
DNA fragmanlarinin sayimindaki farkhliktan kaynaklanmaktadir. Bu farkliik disiik fetal
fraksiyonda ve tespit edilebilir kromozomal dengesizliklerin buyiikligiiniin alt sinirinin
bulunmasindaki performansini belirleyen bir parametredir (7). Bu nedenle laboratuar farki
on plana ¢ikmaktadir. Subkromozal dengesizliklerin rutin olarak tespit edilmesi icin daha derin
dizileme bir maliyet konusudur (8). Selektif daha derin dizinleme ilk test tatminkar sonug
vermez ise tercih edilir (refleks test).



Massively parallel squencing metodu ile galisan testlerin ¢ogu her ne kadar fragmanlarin
blylkligu analiz yapilan fetal fragmanlarin zenginlestiriimesine izin verse de maternal fetal
DNA komponentlerini ayiramaz.

Maternal-fetal anormalliginin ayirimi, anormal olarak bulunan (gbzlenen) fetal DNA oranin
fetal fraksiyonda beklenilen (expected) oran ile karsilastiriimasi sonucu da yapilabilir.

istatiksel olarak hesaplama, her bir kromozom icin beklenen sayimdan standart sapma olarak
yapilir (Z-skoru). Ornegin, 21. kromozom icin alinan kan érneginde standart sapma >3 ise, bu
olgu trizomi 21 icin ylksek risk tasir. Kategorik sonug verilir (var-yok, pozitif-negatif). Yani size
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bir NIPT sonucu “negative result”, “absence of trisomy 21” seklinde gelmis ise bu test massively
parallel sequencing yontemi ile ¢alisilmis demektir.

RESULTS SUMMARY:

CHROMOSOME RESULTS PPV (%)
NEGATIVE: No aneuploidy detected

Results consistent with two copies of chromosome 21

NEGATIVE: No aneuploidy detected

Results consistent with two copies of chromosome 18

NEGATIVE: No aneuploidy detected
Results consistent with two copies of chromosome 13

NEGATIVE: No aneuploidy detected
Results consistent with two sex chromosomes

Chromosome 21

Chromosome 18

Chromosome 13

Sex Chrorosomes

2. Targeted methodologies (hedefli metodlar)

2a. Targeted genome sequencing (Chromosome selective)

Massively parallel squencing metodu gibi tiim genomu taramak yerine sadece bir ya da birkag
kromozomu hedef alinarak yapilir ise bu metoda “chromosome selective” veya “targeted
squencing” adini alir. Buradaki daha verimli strateji, ilgilenilen kromozomun genomik
bolgelerini selektif olarak dizileme, boylece dizileme gicinin tani igin ilgilenilen genomik
bolgeler (izerine yogunlasmasi seklindedir. Bu strateji hem maliyeti diisiirmekte hem de
verimi artirmaktadir. Bu yontem ile incelenen kan 6rnegi basina bir milyon haritalanabilir
okuma gerektirir. Bu miktar “massively parallel squencing“den ¢ok daha azdir. Bu yéntemin bir
dezavantaji hedef disindaki kromozomlarin anormalliklerini géremez. Testin istatiksel
sonucu, onceden olan aneuplodi riskini (maternal yas ve gestasyonel yas), hedef kromozom
sayimini (bu kromozoma ait DNA miktarini), fetal fraksiyonu da kullanarak odds ratio seklinde
hesaplama yaparak verir. Bu metod ile yapilan test ile bir risk sonucu ¢ikar. Yiiksek olasilik-
diisiik olasilik (high probability-low probability) seklinde sonug verilir. 1/100 veya daha
biyiik degerler yiiksek risk anlamini tasir.



Test Results Fetal cfDNA Percentage: 9.2%

CHROMOSOME

RESULT

PROBABILITY

RECOMMENDATION

Trisomy 21 (T21)

Low Probability

Less than 1/10,000 (0.01%)

Review results with patient

Trisomy 18 (T18)

Low Probability

Less than 1/10,000 (0.01%)

Review results with patient

Trisomy 13 (T13)

Low Probability

Less than 1/10,000 (0.01%)

Review results with patient

Fetal Sex

Sex Chromosome Aneuploidy Panel Low Probability

2b. Single nucleotide polymorphism (SNP) analizi

Testin adi Panorama olup Natera bu metod ile galismaktadir. Avantaji fetal kromozomal
anomalilerden, anneye ait olanlari ayirabilme 6zelligi vardir. Bu metotta da sonug “yiiksek risk”
veya “dustk risk” olarak gelir

SNP tabanl yaklasim iki tiptir:
a. Allele ratios (Allele oranlari). Bu metod heniiz arastirma asamasindadir.

b. Genotype analysis with maximum likelihood estimation (Maksimum olasilik tahmini ile
genotip analiz)

Bu yaklasim gelistirilmis ve uluslararasi kullanima agilmisti. Bu metod ile anne ve fetus
arasinda farklilik gosteren binlerce SNP iceren DNA dizinlerinin panelini amplifiye ve analiz
yapma esasina dayanmaktadir (9, 10). Kromozomal dengesizlikler, farkh fetal fraksiyonlarda
SNP dagilimi ile euploid veya aneuploidiyi gosteren varsayimsal setin gézlenen data ile
karsilastirilmasi sonucu bulunmaktadir.

SNP leri 6nce hedefli olarak amplifiye edip, daha sonra “next generation squencing” ve
“sophisticated informatics analysis” yontemleri ile fetal kromozomal kopya sayisi
bulunmaktadir. Trizomi 21, 18, 13 icin >%99 sensitivite gosterir. X ve Y kromozom sayisini da
rutin olarak bildirir. SNP metodu tekil gebeliklerde triploidiyi, ikiz gebeliklerde aneuploidi,
zigosite ve vanishing twin’i de gosterir (11).

Hedefli bir yontem oldugu igin Trizomi 21, 18, 13 ve sex kromozomlar disindaki kromozom
anormalliklerini géremez.

| FINAL RESULTS SUMMARY

Result Fetal Sex Fetal Fraction
LOW RISK Not reported 12.9%

RESULTS DETAILS

Condition tested Result Risk Before Test” Panorama Risk Score’
Trisomy 21 Low Risk 1/759 <1/10,000
vTi'ison'm'y' iB Low Risk <1/10,000
Trisomy 13 Low Risk © <1/10000
Monosomy X Low Risk <1/10,000

Triploidy/Vanishing twin LowRisk

1. Excludes cases with evidence of fetal and/or placental mosaicism. 2 Based on matemal age. gestational age. and/or general population, as appiicable. References available upon request. 3. Based on 2 priori risk and
vesults of analys's of circulating placental DNA.




2c. Mikroarray

Bu metod ile hedefteki kromozoma ait ¢ok sayidaki lokuslar mikroarray platformunda 6lgllir
ve sonrasinda dizinlenerek sayisal oranina bakilir. Tum genom metodolojisinde oldugu gibi
hedef kromozomunda trizomi var ise bu kromozoma ait dizinlerde sayisal artis gozlenir.

2d. Rolling circle amplification (RCA)

Bu metod segilmis hiicre disi DNA fragmanlarini hedef alir. Ozel olarak hazirlanmis problar
hedef kromozoma ait fragmanlara baglanir (21, 18, 13. Kromozomlar gibi). Bu fragmanlar RCA
yontemi ile florasan Urlnlere donstirilmek Gzere amplifiye edilir ve otomatik olarak
misroskopik ortamda sayilir. Diger metodlarda oldugu gibi hedef kromozoma ait sayisal artis
oranina bakilarak trizomi tanisi konulur.

NIPT testinin tarama performansi ve diger tarama testleri ile karsilagtiriimasi:

Bir testin performansi hastaligi yakalama orani (detection rate, sensitivite) ile 6lctliir. Bu agcidan
aneuploidi tarama testleri karsilastirildiginda cok dnemli farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Gebelerde maternal yas ilerledik¢ce aneuploidi riski arthigi cok iyi bilinmektedir. Dogumda 35
yasinda olacak kadinda Down sendromlu cocuk sahibi olma riski 1/385 iken bu oran 45
yasindaki gebe i¢in 1/19 a ¢ikmaktadir. Tum aneuploidilerin risk hesabi yapildiginda bu oranlar
daha artmaktadir. Ancak sunu unutmamak gerekir ki tiim aneuploidilerin %80 i 35 yas alt
gebeliklerde gorulir (gebelerin bliyik ¢cogunlugu bu yas doneminde oldugu icin). Bu kadar
onemli ve azimsanmayacak siklikta goriilen bu kromozomal anomalilerin tespiti icin tim
dinyada ideal bir tarama testi programlari olusturulmaya calisiimaktadir. Son vyillara kadar
birinci trimester tarama, ikinci trimester tarama (li¢li tarama, dortli tarama (squad test))
testleri rutin icinde yer alirken NIPT ile yeni bir donem baglamis ve yeni bir paradigm
olusturulmasi gerekmistir. Henliz bu paradigm tam olarak oturmamis olsa bile bir hayli yol
almistir. Bunun en 6nemli nedeni aneuploidi taramasinda NIPT in hastaligi yakalama oraninin
diger tarama testlerine gore cok yiiksek olmasidir. Diger tarama testlerinde Down sendromu
icin en iyi sensitivite (detection rate, hastaligi yakalama orani) %80 ler civarinda iken NIPT de
bu oran %99 veya daha ustindendir. Birinci ve ikinci trimester analit testlerini entegre veya
sequential olarak yaparsak sensitivite %90 lara ¢ikmakla birlikte tim bu testlerde yalanci
pozitiflik orani ok yiksektir (%5). Bu testlerin ister tek basina ister birlikte yapilmasi halinde
pozitif prediktif degeri (yani test sonucu pozitif geldiginde gercek hastalik olmasi durumu) %5
dir. Bir baska deyisle 100 pozitif sonuctan sadece 5 gebede gercekten hastalik var demektir.

NIPT de Down sendromu icin sensitivite (hastaligi yakalama orani) %99 iken yalanci pozitiflik %
0.1 olup, pozitif prediktif deger (pozitif test sonucunun gercek hastaligi gésterme orani) yasa
gore degisse bile (gen¢ hastalarda daha duisliktiir) diger tarama testlerine gore cok daha
basarihdir. Pozitif prediktif deger T21 icin 20 yasinda %38 iken bu oran 40 yasindaki gebe icin
%93 e g¢ikmaktadir (bu oranin analit bazli serum testlerinde %5 oldugunu unutmayalim).
Trizomi 13 ve 18 icin sensitivite ve spesifisite (hastaligin olmama orani) daha disik olsa da
diger tarama testlerine gore ¢ok daha basarilidir.

NIPT in baska bir 6zelligi de sex kromozomu anomalileri hakkinda da bilgi vermesidir. Antenatal
donemde NIPT ile fetal Rh tayini tanisal bir test olarak kabul edilmis ve bircok lilkede rutin hale



gelmistir. Boylece etkilenmemis Rh uyusmazligi olan gebelerde fetal Rh tayini ile gereksiz olarak
bir kan Griinid olan anti-D immunoglobulin uygulamasinin oniine gecilmistir. Etkilenmis Rh
olgularindaki fetal Rh tayininin 6nemini aciklamaya gerek olmadigi asikardir. NIPT de her gecen
glin yeni hastaliklarin taramasi eklenmekte olup 27 mb delesyonlar ve duplikasyonlar da isin
icine girmektedir. Tek gen hastaliklarinda da ¢ok hizli gelisme olup, bazi hastaliklarda yakin
gelecekte tani testi olarak kullanilmasi slirpriz olmayacaktr.

NIPT kimlere yapilmahidir? Endikasyonlari nelerdir?
Genel olarak iki gruba ayirabiliriz:
1. Primer NIPT tarama

2. Sekonder NIPT tarama

1. Primer NIPT tarama:

Primer tarama demek bir hastaligin birincil test ile taranmasidir. NIPT bazi Avrupa Ulkelerinde
(Hollanda, Belgika) gebelere birincil test olarak 6nerilmektedir (12). ABD’de de primer test
onerilmesi bazi sinirlamalar diginda hizla yayilmaktadir (13). Ayrica bu testin endikasyonlari ok
hizli bir sekilde artarak degismekte, genis kapsamli hale gelmektedir. En 6nemli konu maliyet
olusturmaktadir. Saglik sisteminin geri 6demesi seklinde bir¢ok Ulkede endikasyon ¢ok genis
tutulmaktadir. Bu testin zamanla isteyen tiim gebelere rutin yapilacagi bir gergektir.

2. Sekonder tarama:

Sekonder tarama bu testin ilk yillarinda trizomi 21, daha sonra trizomi 13 ve 18 i¢in glindeme
gelmistir (14, 15, 16). ABD’de NIPT’e her zaman ulasiimasi kolay olmayan durumlarda hala
gecerli bir tarama seklidir. Ulkemizde de eger bu test geri 6deme sistemine girecek olur ise ilk
olarak sekonder tarama seklinde baslanmasi mantikh olacaktr.

Sekonder tarama diger tarama yontemleri ile (ileri maternal yas, pozitif birinci ve/veya ikinci
trimester serum analit tabanh tarama testleri gibi) sonucunun pozitif gelmesi durumunda
sonraki asama olarak NIPT’e gecilmesidir. NIPT icin endikasyon olusturan durumlar:

Dogumda 35 yas ve Usti olacak kadinlar

Pozitif birinci trimester veya ikinci trimester analit-tabanli tarama testleri
Sonografide minor aneuploidi marker goériilmesi

Daha 6nce aneuploidi gebelik dykisu olanlar

Ailede aneuploidi 6ykisu olanlar

Anne veya babada dengeli 21 ve 13. kromozomlar ile ilgili Robertsonian translokasyon
varhgidir.

Bu endikasyonlar arasinda en bilyilk grubu analit tabanl birinci veya ikinci trimester tarama
testleri olusturmaktadir. Daha 6nce bahsedildigi gibi bu testlerin pozitif prediktif degeri cok
dustktir (%5). Bes aneuplodi olgusu tanisi koymak icin test sonucu pozitif gelen 100 gebeye
invazif girisim gerekmektedir. Oysa ki birinci trimester veya ikinci trimester analit-tabanh
tarama testi pozitif olanlara NIPT yapilirsa bu kadar yliksek oranda invazif test yapilmadiginin
yaninda rezidual (geriye kalan, gdzden kacan) kromozomal anormallikler %2 ye kadar
dismektedir.



Sekonder tarama icin 2 model vardir.
Contingent model

Reflexive model

Contingent model:

Bu modelde (14) tim gebelere birinci trimester analit tabanli (PAPP-A + serbest BHCG) tarama
testi yapilir. Cutoff degerlerine gore gebeler 3 gruba ayrilir. Birinci grup “ylksek riskli grup”
(>1/150), ikinci grup “intermediate risk” grubu (1/151-1/1000), tglinci grup ise “dusuk risk”
(<1/1000) dir. Birinci trimester tarama testi sonucunda gebelerin %3-5 i yiksek risk, %$10-15 i
intermediate risk, %80-85 ise dusuk risk grubuna girmektedir. Yani baska bir deyisle ilk
basamak olarak birinci trimester analit tabanl test ile gebelerin %80-85 ini (az da olsa yalanci
negatif olgularla birlikte) ekarte etmis oluyoruz. Duslk riskli gruba tarama testi sonucunun
kesin tani olmadigini bilmesi sartiile eger gebe arzu eder ise bu asamada kalip sekonder tarama
veya invazif girisime gidilmez. Yiksek riskli gruba ya invazif girisim ya da NIPT (sekonder
tarama) onerilir. Yuksek riskli grupta olan gebenin NIPT sonucu pozitif gelir ise invazif girisim
Onerilir. Burada en 6nemli grup “intermediate grup” olup, danismanlik verilerek NIPT e gegilir.
NIPT sonucu pozitif gelir ise invazif girisim onerilir.

Reflexive model

Bu model de (16) contingent modelin ayni cutoff degerlerini kullanir. Tek farki birinci trimester
analit tabanli (biyokimyasal) tarama testi icin kan alindiginda, plasmanin sonraki asamada
gerektiginde kullanilmak amaci saklanmasidir. Sonug “yiiksek riskli” ¢ikar ise ya invazif girisim
ya da NIPT onerilmektedir. Diger modelden farki “intermediate risk” grubuna diisen gebelere
otomatik olarak (reflexive) daha 6nceden saklanmis plasmada NIPT testine gecilmektedir.
Boylece gebenin tekrar cagrilmasina ve gorisme yapilmasina gerek kalmamaktadir. Tek
dezavantaji fazladan gereksiz plasma saklanmasidir. Reflexive modelin avantaji ise
“intermediate grup”a goriismeye gelmeden otomatik olarak NIPT yapilmasi ile aneuploidi
sensitivitesi ve pozitif prediktif degerinin daha iyi olmasidir. Bunun nedeni contingent modelde
bu grubun bir kisminin gériismeye gelmemesi, gelenlerin bir kisminin NIPT istememesidir.

NT kalinhgi-NIPT:

Eger NIPT istenecek ise NT bakilmasini hakkinda tam bir goris birligi yoktur. Hiicre-disi DNA
test sonucu negatif ciksa bile eger birinci trimester sonografi yapilmaz ise az da olsa
kromozomal (aneuploidi, delesyon duplikasyonlar) veya yapisal anomali riski vardir. Eger NIPT
den 6nce NT ye bakilmis ve sonu¢ anormal ise NIPT yerine invazif girisim yapilmal (karyotip ve
microarray yapiimak tzere) ve fetal anatomik tarama yapilmalidir.

Test sonucunun degerlendirilmesi:

Test sonucu:

1. Tarama pozitif (kullanilan metoda gore, high probability, positive, high risk seklinde)
2. Tarama negatif (low probability, negative, low risk)

3. No call (sonug verememe) seklinde gelecektir.



1. Pozitif sonug

Bu durumda ¢ok biiyiik olasilikla hastalik var demektir. Yani test sonucu gergek hastaligi
yakalamigtir. Ama kesin tani i¢in invazif girisim mutlaka yapilmahldir. Nadir de olsa test
sonucu yalanci pozitif olabilir. Yalanci pozitif tanisi koymak ve bu yolda ilerlemek igin 6nce
invazif girisim sarttir. Yalanc pozitiflik nedenleri:

a. Confined plasental mosaisizm (CPM) gebeliklerin %1-2 sinde gérilmektedir. CPM demek
kromozomal mosaisizmin (euploid ve aneuploid hiicrelerin birlikte olmasi) sadece plasentada
sinirli olup, fetus euploid yani normal anlamina gelmektedir. NIPT plasentadan gelen hiicrelerin
DNA sini inceledigi icin gorilen pozitif sonug her zaman fetusu yansitmayabilir yani CPM
bulgusu olabilir. CPM de T2 veya T18 yerine daha ¢ok T13 veya monozomi X gelir. Eger test
massively parallel sequencing metodu ile yapilmis ise tiim kromozomlara bakildigi icin diger
kromozomal anomaliler de bulunabilir. Ayirici taniigin CVS bazan de CVS i takiben amniosentez
gerekmektedir. Pratikte, eger sonografide aneuploidiyi diisiindiirecek bir bulgu yok ise,
ozellikle yasamla bagdasmayan diger kromozomal anomaliler icin sonug pozitif ise, CVS
yerine kesin sonug icin amniosentezi beklemek ¢ok daha mantikh olmaktadir. Bilindigi lizere
amnion sivisindaki hiicreler embriyonun gelistigi epiblasttan koken almakta fetusu gercek
anlamda genetik olarak temsil etmektedir. Eger CVS yapilir ise nadir de olsa CPM nin tip Il ve llI
durumunda genetik uzmani sizden fetal mozaisizmi ekarte etmek igin ikinci basamak olarak
amniosentez isteyecektir.

b. Maternal mosaisizm: NIPT maternal karyotipin normal oldugunu kabul eder. Bu her zaman
dogru olmayabilir. ileri yasla birlikte kadinlarin bir kisminda az orandaki hiicrelerinde X
kromozomlarini kaybettikleri bilinmekte, boyle bir gebeye NIPT yapilir ise sex kromozom
aneuploidi sonucu pozitif olarak gelebilir.

c. Annede “copy number variant” varlhigi (duplikasyon veya delesyonlari ifade eder). Annede
duplikasyon var ise yalanci pozitif sonug gelir. Massively parallel sequencing metodu en az
etkilenir

d. ikiz esinin 6liimii (vanishing twin): Ikiz esi 6lse bile plasentasindan apoptotik
trofoblastlardan DNA fragmanlari gelmeye devam edecektir. Bu vanishing twin gibi daha da
erken fark edilmeyen gebeliklerde daha da sikintihdir. Belki de llkemizde ultrasonografinin
obstetride gereksiz ¢cok sik kullanilmasinin beklenilmeyen faydalarindan birisi de vanishing twin
i fark edip NIPT i daha ileri haftalara 6telememiz olabilir. Eger 6len ikiz esi aneuploid ise ve
plasentasindan DNA fragmanlari maternal dolasima gegeceginden yasayan fetus euploid olsa
bile test sonucu pozitif gelecektir. Bu durumda ilk trimester ikiz esinin 6limiinden sonra test
icin en az 8-13 hafta, ikinci trimester kayiplarinda ise 16 haftaya kadar beklenilmelidir.

e. Maternal kanser: Maternal kanser durumunda dolasima anne, fetal hiicre disi DNA ya
Uclincii komponent olarak timore ait hiicre disi DNA eklenir. Bu hiicrelerden farkh
aneuploidiler, delesyonlar veya duplikasyonlar eklenebilir. Bu eklenme NIPT de yalanci
pozitiflige neden olur. Eger invazif girisim sonucu normal gelir ise diger olasi yalanci pozitiflik
nedenleri ekarte edilip maternal malignansi arastirilmalidir. En sik gorilen kanserler meme,
serviks, over, kolorektal kanserler, 16semi, lenfoma, tiroid kanseri ve melanomdur. Kanser
disinda diger 6nemli yalanci pozitiflik faktéri myoma uteridir. Bu agidan sonografik inceleme
gereklidir.



f. Anne transplant (kemik iligi veya organ) hastasi ise: Donor erkek ise NIPT sonucu kiz fetus
icin donor organdan gelen erkek hticre disi DNA nedeni ile erkek olarak gelebilir.

g. Yakin zamanda kan transfiizyonu

h. Myoma uteri??, sansizlik ve teknik sorunlar

2. Tarama negatif

Tarama sonucu negatif gelir ise testin yiiksek sensitivite ve spesifisitesinden dolayi ileri
islemler (invazif girisimler) 6nerilmez. Bu testin tarama testi oldugu hatirlanmali kesin sonug
olmadigi bilinmelidir. Ultrasonografide yapisal anomali var ise test sonucu negatif olsa bile
tanisal test (kromozom microarray i de igin alan) 6nerilmelidir. Nadir de olsa yalanci negatif
test sonucu olabilir. Bunun nedenleri:

Confined plasental mosaisizm: NIPT plasentaya ait bilgi tasidigindan bu kez “yalanci pozitif
sonucta” goriilenin tam tersi plasenta normal karyotipte olup, fetus anormal olabilir. Nadir bir
durumdur.

Boderline diisiik fetal fraksiyon: Yeterli oranda fetal DNA fragmanlari olmadigindan,
aneuploidi gézlenen DNA fragman orani ile beklenilen DNA fragman orani arasinda belirgin
fark ¢lkamadigindan gézden kagabilir. Yani yetersiz miktarda fetal DNA dizinlenemedigi igin test
sonucu yalanci negatif gelebilir. Bu nedenle bu grubu da “no call, sonu¢ verememe” olarak
kabul edip invazif testlere gitmekte yarar vardir.

Maternal copy number variantlar (duplikasyon, delesyon)

Maternal duplikasyonlar “yalanci pozitif” sonucu cikabilecegi yukarida bahsedilmisti. Maternal
delesyonlarda ise tam tersi bu kez ilgili kromozoma DNA fragmanlari daha az olacagi igin
“yalanci negatif” sonug gelebilir. Cok nadir bir durumdur.

3. Test sonucu verememe (no call)

Fetal DNA fraksiyonun duslkligu (laboratuara gore degismekle birlikte <%3) en 6nemli
nedenidir. Dusuk fetal fraksiyon nedenleri yukarida bahsedildigi gibi erken gebelik haftasinda
kan alimi, uygun olmayan sartlarda kan érneginin alinmasi (anti koagtilan kullanimi da bu grup
icine alinabilir), obesite, ikiz gebeliktir. Bunlar ekarte edildikten sonra “sonug¢ verememe”
raporu gelirse aneuploidi diisiinilerek invazif girisim yapiimalidir.

Uniparental disomy yani her iki kromozomun da sadece anne veya babadan birisinden gelmesi
veya akraba evliligi gibi durumlarda SNP ile analiz yapilan testte laboratuar anne ve babanin
kromozomlarindan gelen 6zdes gen dizinleri iceren fragmanlarin varligindan dolayi benzer iki
DNA kaynagi arasindaki farki ayiramaz. Bu nedenle laboratuar sonu¢ veremez.

Laboratuarlarin test performansini yiiksek tutmak icin (yalanci pozitiflik ve yalanci negatiflik
oranini distk tutmak icin) gerekli gordigi on sartlarin cok kati olmasina bagli olarak sonug
vermeme durumu da olabilir.



Bazi laboratuarlar “borderline” olarak sonug verebilir. Bu grup gebeler de “sonu¢ verememe”
gibi kabul edilip ayni sekilde yol alinmaldir.

Test sonucu “sonug verememe” seklinde gelir ise eger heparin veya aspirin? kullaniyor ise ve
bu antikoagilan kullanimin hayati bir 6nemi yok ise (llkemizde ¢ok biyilik oranda endikasyonu
olmadan kullaniimaktadir) tedavinin bir hafta sire ile kesilip testin tekrari uygun olacaktr.
Bekleme siiresinin diger bir avantaji da (miUmkiin ise biraz daha uzun beklenilirse) gebelik
haftasi ilerledikce fetal DNA fraksiyonunun artisindan faydalaniimis olunur.

Eger test tekrari de ayni sekilde “sonug verememe” olarak gelir ise diagnostik testlere gidilmesi
Onerilir.

ikiz gebeliklerde NIPT:

ACOG ve International Society For Prenatal Diagnosis (ISPD) NIPT in ikiz gebeliklerde aneuploidi
taramasinda kullanilmasina izin vermektedir (13, 17). NGS tabanh metod zigosite hakkinda da
bilgi vermektedir (11). Tim metodlarin ikiz gebeliklerde sensisitivitesi ve pozitif prediktif
degerleri kabul edilebilir dizeyde bagarilidir. T21 igin sensitivite %95-99, T13 ve T18 igin %80-
85 olup, yalanci pozitiflik oranl %0.1 civarindadir. Seks kromozomu aneuploidleri igin ayni
seyleri soylemek miimkiin olmayip, hiicre disi DNA testinin seks kromozomu anormalliklerinin
taramasinda yeri sinirlidir.

Ugiiz gebeliklerde NIPT:

Ugiliz gebelik insidansinin diisiik olmasi nedeni ile bu gebeliklerde saghkli NIPT verisi
olusturulamadigl i¢in bu testin rutin olarak 6nerilmesi dogru degildir. Ancak, testin glvenilir
olmadiginin bilgilendirilmesi sart ile gebeye segenek olarak sunulabilir.

Sonug olarak NIPT diger tarama testleri ile karsilagstirildiginda acgik ara yiiksek sensitivite
(hastahigi yakalama basarisi, diisiik yalanci negatiflik), spesifisite (hasta olmayanlari bulma
basarisi, diisiik yalanci pozitiflik) ve pozitif prediktif degere (diisiik oranda yalanci pozitiflik)
sahiptir. Buna karsin her tarama testinde var olan yanlis pozitiflik ve yanhs negatiflik sonug
vermesi nedeni ile tanisal testlere (CVS, amniosentez) bir alternatif degildir. Gebelerin bu
konuda mutlaka ¢ok iyi bilgilendirilmesi gereklidir.
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