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Prenatal Taramada Serbest Fetal DNA
Cell-Free Fetal DNA in Prenatal Screening

OZET Maternal kanda bulunan ve esas olarak apoptotik trofoblastlar kaynakli serbest fetal
DNA'y1 kullanan testlerden, prenatal taramada son yillarda giderek artan sekilde faydalanilmak-
tadir. Bu testler dogru uygulandiklari ve yorumlandiklari siirece 6zellikle “trizomi 21” gibi sik g6-
riilen anéploidilerin taramasinda giiniimiizde kullanilan en giivenilir testlerdir. Gebeligin 10.
haftasindan sonra giivenle kullanilabilen serbest fetal DNA testleri kategorisinde birgok farkl al-
ternatifler bulunmaktadir. Olduk¢a maliyetli olan bu testlerin her biri kendilerine 6zgii avantaj-
lar1 olan farkli genetik yoéntemler kullamir ve yaklagik %1-5'i sonu¢ vermeyebilir. Test
sonugsuzlugunun en 6nemli nedeni fetal fraksiyonun %4’tin altinda olusudur ve erken gebelik
haftasi, uygunsuz 6rnek alimi/saklanmasi, maternal obezite ve genetik yap: bozukluklar: gibi ne-
denlerdir. Ticari kaygilar ve firmalarin pazarlama metotlari, bu testlerin klinik kullanimin etki-
lemekte, farkli metotlar kullanan tiim testlerin “her durumda” ve taramadan ziyade “tanisal
amacl” kullanilabilecegi yanilgisini yaratmaktadir. Yine bu etkiler, ¢ok yiiksek olan “belirleme
oran1” gibi istatistiksel basar: parametrelerinin, “pozitif prediktif deger” gibi yorumlanarak yan-
lig degerlendirilmesi sonucunu dogurmaktadir. Bu ¢aligmada, maternal kanda serbest fetal DNA
testlerinin gelisimi, giivenle kullanilabilecegi hasta ve hastalik gruplari, farkl testlerin kullandig:
farkli genetik metotlar ve bunlarin birbirlerine olan tistiinliikleri, testlerin tarama performanslari,
istatistiksel 6zellikleri, klinik kullanimi ve yorumlanmas ile giincel bilgiler son literatiir de goz
Oniine alinarak 6zetlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Prenatal tani; andploidi

ABSTRACT Tests using the cell free fetal DNA in maternal blood originating primarily from
apoptotic trophoblasts have been increasingly utilized in recent years. They are the most reli-
able ones among all prenatal screening tests for relatively frequent aneuploidies such as “trisomy
217, as long as they are applied and interpreted precisely. There are many alternatives in the cat-
egory of cell free fetal DNA tests, all of which are safely applicable after 10" gestational week.
These tests with relatively high costs use different genetic test methods with method-specific ad-
vantages, but may result in test failures in 1-5% of cases. The primary cause of test failure is the
percentage of fetal fraction lower than 4% which may be a result of sampling at early gestational
weeks, inappropriate sample collection/preservation, maternal obesity and even defects in fetal
genetic structure. Commercial concerns and marketing strategies of firms affect the clinical ap-
plication of cell free fetal DNA tests and create the misunderstanding that tests using different ge-
netic test methods may be applicable in “all conditions” for “diagnostic” purposes instead of
screening. Similarly, these effects lead to unwarranted expectations as a result of the misinter-
pretation of statistical success parameters such as high “detection rates” to be perceived as
“positive predictive values”. This review summarizes the latest information about the develop-
ment of cell free fetal DNA tests, patient and disease groups for which these tests are safely ap-
plicable, different genetic test methods and their comparative advantages, screening
performances, statistical characteristics, clinical application and interpretation of these tests in the
light of current literature.
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aternal kanda bulunan serbest DNA, 50-
200 baz ciftinden olusan fragmanlar sek-

M

yaldir.! Bu materyal anne ve fetiis kaynaklidir.

linde bulunan ¢ok parcali genetik mater-

Fetal kaynagin 6nemli bir kismi1 plasental sinsit-
yotrofoblast hiicrelerinin apopitozundan, bir kism1
da fetal eritroblastlardan gelmektedir.>* Apoptotik
trofoblastlardan, maternal kanla dolu intervilloz
bosluklara dokiilen bu serbest niikleik asit dizileri,
buradan maternal dolagima katilmaktadir. Mater-
nal asil kaynak ise maternal hematopoietik hiicre-
lerdir.> Ancak, maternal kokenli serbest DNA’ya
diger maternal dokular da katki saglamaktadar.

Yapilan ilk caligmalarda, maternal kanda fetal
hiicreler aranmis, ancak ¢ok bagarili sonuclara ula-
stlamamigtir.® 1990’11 yillarin sonunda maternal
kanda serbest fetal DNA [cell free fetal DNA-
(cffDNA)] varlig: saptanmis, akabinde bu alanda
hizli teknolojik gelismeler yasanmis ve cffDNA
farkl: tanisal amaglarla (6rnegin; Rh uyusmazlikla-
rinda fetal kan grubu tayini vb.) kullanilmaya bas-
lanmigtir.” cffDNA kullanilarak ilk “trizomi 21”
tanis1 2011 yilinda konulmugtur.®® Sonraki yillarda
bu test, fetal cinsiyet tayini, diger otozomal ve cin-
siyet kromozomu anéploidileri saptamada kullani-
lir hale gelmistir. Gelisen teknoloji ile son iki yildir
cffDNA’dan, maj6r anoploidiler diginda, mikrode-
lesyon-mikroduplikasyon sendromlarinin ve hatta
tiim genom ile ilgili kromozomal kusurlarin sap-
tanmasinda faydalanilmaktadir.

Maternal kanda cffDNA kullanilarak hastalik
tanisina gidilmesi bu alanda ¢igir agic1 olmus, bas-
langicta amniyosentez ve koryon villiis 6rneklemesi
[chorionic villus sampling (CVS)] gibi invaziv pre-
natal tani islemlerine alternatif olusturdugu diisii-
niillmiistiir. Bu nedenle testler, 6ncelikle non invaziv
prenatal tan1 (NIPT) testleri olarak adlandirilmgtir.
Daha sonraki ¢aligmalar bu testlerin yanhs pozitif
veya yanlig negatif sonuglar: olabilecegini goster-
mistir. Boylece bu testleri isimlendirmede “tan1” ye-
rine “tarama” kelimesinin daha uygun oldugu
goriistine varilmigtir. Boylece NIPT kisaltmas: “non
invaziv prenatal tarama”y1 niteler héle gelmistir.
Amniyosentez ve CVS gibi invaziv iglemler altin
standart olarak tanisal degerini korumus; ancak yay-
gin kullanimlari, sadece NIPT pozitif gelen hasta
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grubuna uygulanmaya bagladikca azalmaya bagla-
mustir. NIPT testi, pratik olarak anneden belirli mik-
tarda kan drnegi alinmasina dayal bir testtir ve anne
acisindan fiziksel olarak bakildiginda yapilan diger
bir ve ikinci trimester tarama testlerinden (ikili test,
iclii test, dortlii test vb.) farkh degildir. Testin bu
ozelligi, glinimiizde basta Nicolaides olmak tizere,
bazi aragtirmacilarin kullanilan “non invaziv” tabi-
rine kars1 ¢ikmasina yol agmistir. Bu goriise gore
NIPT’de, diger prenatal tarama testleri kadar “inva-
ziv” ya da “non invaziv’dir. Testin isimlendirilmesi
konusunda dogru kullanim “Prenatal Serbest Fetal
DNA Taramasi/Testi” (cffDNA Test) olmalidur.

cffDNA testi giintimiizde giderek artan bir se-
kilde kullanilmaktadir. Diinya tizerinde, bazi Orta
Afrika, Orta Asya ve Orta Amerika iilkeleri harig,
genis bir cografyada heniiz maliyeti yiiksek olsa da
ulagilabilir durumdadar.

I SERBEST FETAL DNA

Maternal kanda bulunan serbest DNA’nin hastalik ta-
ramasinda onemli olani, fetal kokenli olan kismidir.
Bu “fetal fraksiyon” en erken besinci gebelik hafta-
sindan itibaren saptanebilmekle beraber, dokuzuncu
gebelik haftasindan itibaren yeterli diizeylere ulag-
maktadir.’® Yirminci gebelik haftasina kadar daha
yavas olarak (haftada yaklasik %0,1) artig gdsteren bu
kisim, 20. haftadan sonra hizla (haftada yaklasik
%1,0) artmaktadir." Fetal fraksiyonun %4’iin altinda
olmas: yetersiz olarak kabul edilmekte ve test sonug-
suzlugunun en 6nemli nedenini olusturmaktadar.

Fetal fraksiyonun yetersiz olmasinin baslica
nedenlerinden biri erken gebelik haftasidir. Bu ne-
denle cffDNA testi i¢in, gebeligin 10. hafta tize-
rinde olmasi 6nerilmektedir. Duyarhilig yiiksek bir
maternal serum tarama testi olan “kombine test”in
uygulandigl doénem olan birinci trimester sonu
ikinci trimester basinda cffDNA, tiim serbest
DNA’nin yaklagik %13’inii olusturmaktadir.?%1?
Bu oran, termde ya da terme yakin dénemlerde
%50’ye kadar ¢ikabilmektedir."

cffDNA’nin yar1 6mrii yaklasik 1 saat gibi kisa
bir siiredir. Dogumdan sonra iki giin igerisinde hiz-
lica maternal kandan temizlenmektedir.'* Bu ne-
denlerle maternal Ornegin uygun alinmasi ve
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serbest DNA’'nin stabilize edilmesi glivenilir so-
nuglar i¢in hayati 6nem tagimaktadir. Uygun alinip
saklanmayan bir 6rnekteki maternal beyaz kiire-
lerin parcalanmasi fetal DNA’y1 6nemli ol¢iide
seyreltecek ve yetersiz fetal fraksiyona yol acabile-
cektir. Bu amagla iki farkh tiip kullanilabilir. Ma-
ternal kan, EDTA (etilendiamin tetraasetikasit)
iceren mor kapakl tiiplere alinir ise 6 saat i¢inde
santrifiij edilmeli ve elde edilen plazma -80 “de
muhafaza edilmelidir. Ozel DNA tiipleri kullanilir
ise (Cell-Free DNA BCT) 6rnek, oda sicakliginda
bes giine kadar bozulmadan saklanabilmektedir.

Fetal fraksiyon tizerine olumsuz etki yapan
diger bir faktoér maternal obezitedir. Dolasimda kas-
men sabit miktarda bulunan cffDNA, kilolu hasta-
larin artan plazma hacmine baglh olarak seyret-
mektedir. Ek olarak, obez hastalarda maternal do-
kularin fazlaligi maternal kokenli serbest DNA’nin
da artigina yol agmaktadir. Bu nedenlerle, maternal
kilo ve dolayisiyla beden kitle indeksi (BKI) arttik¢a
fetal fraksiyon azalmaktadir. Bir caligmada, yetersiz
fetal fraksiyon orani 60 kg'in altindaki gebelerde
90,2 olarak bulunur iken, bu oran 110 kg'in tize-
rinde kiloya sahip gebelerde %10,5 olarak saptan-
mistir. Biitiin hasta grubu incelendiginde ise
gebelerin yaklasik %1,1’inde fetal fraksiyon yetersiz
olarak gozlenmistir.”> Maternal kilonun 80 kg tize-
rinde olmasi yetersiz fetal fraksiyon i¢in bir risk fak-
torii olarak kabul edilebilmektedir.

Fetal ve dolayisiyla plasental genetik yapidaki
bozukluklarin da fetal fraksiyon iizerine etkili ol-
duklar gosterilmigtir. Gebeligin 10-20. haftalarinda,
oploid fetiislarda, maternal dolagimdaki tiim serbest
DNA’nin yaklagik %13’tinii olusturan cffDNA; Down
sendromlu (Trizomi 21) fetuslarda yaklasik %15’ini,
Edwards Sendromlu (Trizomi 18) fetiislarda yaklagik
%9 unu olusturmaktadir. Bu oran triploid fetiislarda
9%2,5-2,8 seviyelerine kadar diismektedir. Patau (Tri-
zomi 13) ve Turner (Monozomi X) sendromlu fetiis-
larda ise 6ploidlere yakin olmakla birlikte daha diisiik
cffDNA oranlar1 saptanmistir.’®” Sadece bu 6zellik
bile, ilerleyen kisimlarda bahsedilecek olan cffDNA
testinin Down sendromu vakalarindaki ytiksek be-
lirleyicilik oranini agiklamaya yardimci olabilmek-
tedir. Klinik agidan bakildiginda ise herhangi bir ek
risk fakt6rii bulunmayan (obezite, uygun olmayan
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ornek alimi ve erken gebelik haftasi vb.) hastalarda
raporlanacak ¢ok diisiik fetal fraksiyon oranlari, bagta
triploidi olmak {izere andploidiler agisindan uyarici
olmalidir. ideal bir cffDNA testinde, fetal fraksiyo-
nun test sonug raporunda belirtiliyor olmasi, bu ne-
denle de ayrica 6nemlidir.

I GENETIK TEST METOTLARI

cffDNA testi olarak, farkh firmalarin farkl ticari
isimlerle piyasaya siirdiikleri bir¢ok test alternatifi
mevcuttur. Bu testler, serbest DNA’y1 saptama
amagch olarak birkag farkli metot kullanir. Cogunda
temel metot, maternal kandaki serbest DNA’nin ne
kadarinin hangi kromozomdan geldiginin belirlen-
mesidir. Anne ve fetiisun 6ploid oldugu durumlarda
bu oranlarda bir degisiklik olmas1 beklenmez.
Ancak, fetal andploidi durumlarinda bu oranlar
fetal fraksiyona da bagli olarak degisiklik goster-
mektedir. Ornegin, 6ploid ve gebe olmayan bir has-
tanin kanindaki serbest DNAnin yaklasik %1,3’i
21. kromozomdan gelmektedir. Bu hasta gebe kal-
diginda, fetiis eger 6ploid ise anne kanindaki top-
lam (maternal + fetal) serbest DNA icinde 21.
kromozomdan gelenlerin orani ayni (%1,3) olacak-
tir. Fetisun Down sendromlu (Trizomi 21) olmasi
halinde, cffDNA igerisinde 21. kromozom kaynakl
parcalar artacak ve bu durum fetal fraksiyona bagh
olarak, anne kam toplam serbest DNA’sindaki 21.

kromozom kokenli parga oranini etkileyecektir.”!®

Matematiksel olarak formiile etmek gerekirse
trizomi durumlarinda; “Trizomik kromozoma ait
parca yiizdesi= O kromozoma ait normal par¢a yiiz-
desix (1 + fetal fraksiyon/2)” seklinde ifade edilebil-
mektedir. Ornegin; trizomi 21’1 bir fetiis varliginda
fetal fraksiyon %10 ise maternal kanda beklenen 21.
kromozom kaynakli toplam serbest DNA pargas:
oram %1,3 x (1+0,1/2)= %1,365 olacaktir. Fetal frak-
siyon %4 ise bu oran %1,3 x (1+0,04/2)= %1,326;
fetal fraksiyon %?2 ise bu oran %1,3 x (1+0,02/2)=
91,313 olarak hesaplanacaktir. Goriildiigi tizere,
fetal fraksiyon azaldik¢a andploid fetiis kaynaklh
fazla kromozomun toplam serbest DNA’ya katkis
azalmakta ve sonuc olarak bu “azalan farki” belirle-
mek de zorlagmaktadir. Bu nedenle, fetal fraksiyo-
nun O6nemi ve dogrudan testin belirleme orani
izerindeki etkisi bir kez daha vurgulanmalidir.
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Serbest DNA fragmanlarinin hangi kromo-
zoma ait oldugunu belirlemede en sik kullanilan
metot “dizileme” (sequencing) metodudur.” Dizi-
leme, DNA fragmanlarinin eldeki mevcut harita-
lanmig fragmanlarla kargilagtirilarak rastgele

VN3

dizilendigi “sa¢ma dizileme” (shotgun sequencing)
veya sadece ilgilenilen belirli kromozomlara ait
parcalarin zenginlestirilerek dizilendigi “hedefli di-
zileme” [targeted sequencing, chromosome selec-
tive sequencing (CSS)] seklinde uygulanabilmek-
tedir. Geligen teknolojiyle birlikte, dizileme tek-
nikleri de gelismis, ginimiizde daha ¢ok “tim
genom dizileme” [whole genome sequencing
(WGS)] ve “yeni nesil dizileme” [next generation
sequencing (NGS)] metotlar: kullanilir hale gel-
migtir. Yeni nesil dizileme teknolojileri arasinda
yer alan “kitlesel paralel dizileme” [massively pa-
ralel sequencing (MPS)] metodu, birgok test tara-
findan kullanilmakta olan bir metottur.’

Serbest DNA fragmanlarinin hangi kromo-
zoma ait oldugunu belirlemede uygulanan diger bir
metot ise hedef kromozomlardaki kisiye 6zgti “tek
niikleotid polimorfizmleri” [single nucleotide poly-
morphisms (SNPs)] ni kullanir. Alinan kan 6rne-
gindeki beyaz kiirelerden belirlenen maternal SNPs
genotipleri, maternal plazmadaki serbest DNA
fragmanlari igerisinden maternal olanlarin taninip
ayrilmasini ve boylece cffDNA parcalarinin izole
edilebilmesini saglamaktadir. Boylece, fazla veya
eksik olan fetal kromozomlar, SNPs paternlerinde
degisiklige yol acarak belirlenir hale gelmektedir.'®

Bu metodu kullanan cffDNA testlerinin, kla-
sik dizileme metotlarini kullanan testlere gore bazi
avantaj ve dezavantajlar1 mevcuttur. Triploidi va-

kalarinda, tim kromozomlardan gelen serbest
DNA pargalar1 ayn1 oranda, ancak az diizeyde art-
t1g1 ve dizileme metotlar1 fetal DNA’y1 izole ede-
medigi i¢in, SNPs kullanan testler kullanilabilir.
Yumurta bagisi ile saglanan gebeliklerde, tasiyic
anne vakalarinda, organ nakil alicis1 gebe kadin-
larda, maternal plazmada farkli SNPs profiline
sahip karisikliga yol agabilecek ilave kromozomlar
bulunacagindan, orana dayali dizileme metodlar:
kullanan testler taramada daha basarilidir.”® Cogul
gebeliklerde ise orana dayali dizileme metotlar
kullanan testler fetiis sayisina “kor”diir. Tkiz gebe-
liklerde, SNPs metodu sadece dizigotik ikiz gebe-
lik varligini belirleyebilmektedir. Bu durum, ¢ogul
gebeligin klinik olarak saptanmasindan 6nce, erken
gebelik haftalarinda ikiz esinin 6ldiigii “kaybolan
ikiz” (vanishing twin) durumlarinda klinik avantaj
saglayabilmektedir."”

Ulkemizde ulagilabilir olan bazi cffDNA test-
leri, ticari isimleri ve kullandiklar: genetik test me-
totlar ile Tablo 1’de goriilmektedir.

I TEST PERFORMANSI VE
ISTATISTIKSEL OZELLIKLERI

Biitiin tarama testlerinde oldugu gibi, cffDNA tes-
tinin de tarama performansini degerlendirirken
kullanilan baglica parametreler “belirleme orani”
[detection rate (DR)] ve “yalanci pozitiflik oran1”
[false positive rate (FPR)] dir. Yiiksek bir DR ve
diisiik bir FPR’ye sahip tarama testi bagarili bir test-
tir. cffDNA testi de bu nedenle ¢ok basarili bir ta-
rama testi olarak kabul edilebilmektedir. Ancak,
cffDNA testinin %1-5 arasinda sonugsuz kalabile-
cegini ve bu testin otozomal andploidilere gore cin-

TABLO 1: Ulkemizde ulagilabilir olan bazi serbest fetal DNA testleri, ticari isimleri ve kullandiklar genetik test metotlari.

Genetik test metodu

Hedefli dizileme (Kromozom selektif dizileme)
Tiim genom dizileme

Yeni nesil dizileme (Kitlesel paralel dizileme)

Tek nukleotid polimorfizmleri metodu

cffDNA testi ticari ad
“Harmony”
“Tranquility”
“PrenaTest”
“MaterniT21”

“Verifi"

“Nace”

“NIFTY”

“Panorama”

cffDNA: Serbest fetal DNA.
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siyet kromozomu andéploidilerinde daha az bagarili
oldugunu akilda tutmak gerekmektedir.

2015 yilinda “Ultrasound in Obstetrics &
Gynecology” dergisinde yayimlanan meta-analize
gore, cffDNA testi DR ve FPR degerleri sirasiyla;
trizomi 21 i¢in %99,2 ve %0,09; trizomi 18 i¢in
%96,3 ve %0,13; trizomi 13 i¢in %91,0 ve %0,13;
monozomi X i¢in %90,3 ve %0,23; diger cinsiyet
kromozomu anéploidileri (47 XXX, 47 XXY, 47
XYY) icin %93,0 ve %0,14 olarak bildirilmistir. Tkiz
gebeliklerde ise trizomi 21 i¢in DR %93,7, FPR
%0,23 olarak hesaplanmigtir.?

Aymni data, test tekrarina ragmen ¢oziilmeyen
test sonugsuzluklari da dihil edilerek ve trizomile-
rin sikliklar ile uyumlu agirhiklandirma yapilarak
incelendiginde, otozomal trizomiler agisindan
genel DR %97,0 ve toplam FPR %]1,25 olarak be-
lirtilmistir. Bu incelemeye gore, trizomi 21 i¢in DR
%98,6, FPR %1,01; trizomi 18 i¢in DR %94,9, FPR
%0,14 ve trizomi 13 i¢in DR %91,3, FPR %0,14 ola-
rak hesaplanmigtir.'®

Test sonugsuzlugu, cffDNA testi i¢in onemli
bir sorundur. Laboratuvara gore degismekle bir-
likte %1-5 arasinda bildirilmektedir. Cinsiyet kro-
mozomu testleri i¢in bu oranlar daha yiiksek olarak
(%4-7) rapor edilmistir.2">® Durumlarin tgte iki-
sinde testin yeni bir 6rnekle tekrarlanmas: sonug-
suzluk durumunu ortadan kaldirmaktadar.

Test sonug¢suzlugunun en 6nemli nedeni, bu
durumlarin %50’sinden sorumlu olan, fetal fraksi-
yonun disitk (<%4) olmasidir. Diger nedenlerin
¢ogu laboratuvarin ¢aligma metodolojisine ve 6n-
celiklerine baghdir. Ornegin; 6nceligi FPR ve ne-
gatif sonuclar1 mimkiin olan en alt seviyeye
indirgeme olan merkezlerin test sonugsuzluk oran-
lar1 daha yiiksek olacaktir. Benzer sekilde, tek or-
nekle calisan laboratuvarlarin test sonugsuzluk
oranlar1 yedek ornekle calisgan merkezlere gore
daha fazladir.”® Bu nedenle cffDNA testi tercih
ederken dikkat edilecek diger bir nokta da labora-
tuvar se¢imidir. Laboratuvarlar, test sonugsuzluk
oranlar1 agisindan irdelenmelidir. Belirtilen oran-
larin sadece otozomal veya cinsiyet kromozom test-
leri sonugsuzluk oranlar1 mi, yoksa toplam oranlar
mi oldugu, yedek maternal 6rnek alinip alinmadig:
g6z ontinde bulundurulmaldir.
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cffDNA testi sonugsuzlugu halinde yonetim,
hélen standart bir yaklasimin olmadigi, belirsizli-
gini koruyan tartismali bir konudur. Bu hallerde,
cffDNA testinin tekrarlanmasi ya da yapilmamigsa
bir veya ikinci trimester standart serum tarama test-
lerinin uygulanmas1 gibi yaklagimlar mevcuttur.
Ancak, fetal patolojinin dogas: geregi fetal fraksiyo-
nun diisitk olabilecegi (triploidi vb.) ve bu durumun
test sonugsuzluguna yol agabilecegi akilda tutulma-
lidir.'” Test tekrarinin maliyeti de diigintildiginde,
sonugsuzluk hallerinde invaziv prenatal tani islem-
lerinin tercih edilmesi bagka bir secenek olarak or-
taya ¢ikmakta ve uygulanmaktadir.

Diger tiim tarama testlerinde oldugu gibi,
cffDNA testi sonuglar: da tanisal test sonuglariyla
uyumlu olmayabilmektedir. Bu durumlar; fetiis et-
kilenmemis oldugu hélde cffDNA testinin bir kro-
mozomal anormalligi isaret ettigi FPR veya cffDNA
testi normal kromozom yapisi lehine sonuglandig:
halde fetiisun etkilenmis oldugu “yalanci negatif-
lik” seklinde ortaya ¢ikabilmektedir.

Maternal dolagimdaki cffDNA’nin esas kay-
nag plasental hiicreler oldugu i¢in, test sonuglar:
aslinda plasental genetik yapiy: yansitmaktadir.
Oysa CVS deneyiminden elde edilen bilgi plasental
ve fetal dokularin genetiginin %1-2 siklikla farkh
olabilecegini ortaya koymaktadir.?** Bu durum,
plasentayla sinirh mozaiklik olarak adlandirilmak-
tadir. Sonugta cffDNA testi; fetiisun 6ploid, pla-
sentanin andploid oldugu hallerde FPR; fetiisun
andploid, plasentanin 6ploid oldugu héllerde de ya-
lanci negatif sonuglar vermektedir. Aslinda, her iki
durumda da test analitik olarak dogru, klinik olarak
yanhigtir. Yanlis negatif test sonuglari, trizomi 21
icin olmasa da 6zellikle trizomi 13-18 igin bildiril-
migtir.?

Bu durum diginda cffDNA testinin FPR olarak
sonuglanmasina yol acabilecek nedenler, yalanci
negatiflige yol acabilecek nedenlere gore daha ¢ok
sayida ve daha olasidir. Tkiz gebeliklerde tek fetiis
kaybedilse bile, bir siire daha her iki plasentadan
maternal dolagima cffDNA salinimi devam etmek-
tedir. Kaybedilen fetiisun andploid olmasi, testin
saglikl fetlis agisindan yanlis pozitif sonuglanma-
sina yol acabilmektedir.' Bu durum, 6zellikle ¢ogul
gebeligin klinik olarak saptanmasindan 6nce, erken
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gebelik haftalarinda, ikiz esinin 6ldiigii “kaybolan
ikiz” hallerinde klinik olarak 6nemlidir. SNPs me-
todu kullanan testler, ikiz esinin dizigotik olmasi
halinde, farkli cffDNA’y1 saptayip kaybolan ikiz
karmagasini ¢6zebilmektedir.

Cogu cffDNA testi (orana dayal1 dizileme me-
totlar1 kullananlar), maternal karyotipin normal ol-
dugu varsayimina dayanmaktadir. Yapilan ¢aligma-
lar durumun aslinda bahsedildigi gibi olmayabile-
cegini ispatlamistir. Bazi hastalar tamamen normal
goriinseler de mozaik olmayan maternal cinsiyet
kromozomu anormalliklerine sahiptir (6rnegin; 47
XXX).” Bazilarinda ise kromozomlar1 normal olsa
bile, artan yasla birlikte hiicrelerinin bir kismi tek
X kromozomunu kaybetmektedir.”® Bu gibi bozuk-
luklar cffDNA testleri tarafindan fetiise atfedil-
mekte ve FPR sonuclarin ortaya ¢ikmasina yol
acmaktadir.

Maternal genetik yapinin 6ploid oldugu bi-
reylerde bile, belirli bir kromozom {izerindeki ge-
netik madde miktari, kalitsal ya da de novo gelisen
kopya says1 farkliliklarinin bir sonucu olarak de-
giskendir. Bazi genom bolgelerinin selim delesyon
ve duplikasyonlar1 bu duruma yol agmaktadir. Bir
duplikasyonun kismen biiyiik bir diizeyde ve ilgi
alanindaki kromozomlardan birinde gerceklesmesi,
o kromozoma ait serbest DNA fragman miktarinin
artmasi ve boylece FPR bir test sonucunu dogur-
maktadir.?? Cok daha nadir olarak, kismen biiyiik
diizeyde selim bir maternal delesyonun, ayni kro-
mozom agisindan andploid bir fetiis varlig ile es
zamanli bulunmas: da bir yalanc: negatif test so-
nucu nedenidir.

Maternal kandaki serbest DNA igerisinde tiim
maternal dokulara ait fragmanlar bulunabilmekte-
dir. Buna, maternal timoral dokular da dahildir.
Ozellikle, es zamanli saptanan birden fazla anép-
loidi varliginda maternal kanser olasilifi goz
ontinde bulundurulmalidir.?*®! Yapilan bir calig-
mada, cffDNA testi uygulanan 125.000 gebe hasta-
nin 39unda birden fazla andploidi saptanmuis,
bunlarin yedisine gebelik siras1 veya sonrasinda
kanser tanis1 konmustur (1/18.000).3! Bunlar, né-
roendokrin, hematolojik (16semi, lenfoma) ve gas-
trointestinal (kolorektal, anal) neoplaziler olarak
sayilabilmektedir. Veri azlig1 ve gebeler {izerinde
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yaratabilecegi olumsuz duygusal etki goz 6niine
alindiginda, cffDNA testi bir kanser tarama testi
olarak kabul edilmemelidir. Ancak maternal kan-
serin, FPR test sonucuna yol acabilecegi de akilda
tutulmalidir.

Uyumsuz test sonuglarina teknik nedenler de
yol acabilmektedir. Orneklerin karigmasi veya
diger teknik hatalar, yedek drnegin kullanimi veya
test tekrar ile ¢oziimlenebilmektedir. Baz1 anop-
loidilerin belirlenmesi ise teknik olarak zordur. Or-
negin, 13. kromozomun diisiikk guanin-sitozin
icerigi polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase
chain reaction (PCR)] basamaklarini etkilemekte
ve dizileme giivenirliligini azaltmaktadir. Bu
durum yanlis negatif sonuglara yol acabilmekte-
dir.'®

Plasentaya sinirli mozaiklik, maternal kopya
sayis1 farkliliklar: ve teknik nedenlere ilave olarak
diger bir yalanci negatiflik nedeni de fetal fraksi-
yonun %4-5 gibi sinirda diisiik olmasidir. Daha
once de vurgulandig tizere, fetal fraksiyon azal-
dikca anoploid fetiis kaynakli fazla kromozomun
toplam serbest DNA’ya katkis1 azalmakta ve sonug
olarak bu azalan fark: belirlemek de zorlagmakta-
dir.

I TESTIN KLINIKTE KULLANIMI VE
YORUMLANMASI

Buraya kadar vurgulanan DR ve FPR gibi paramet-
reler, bir tarama testinin performansini gosteren
istatistiksel 6zellikleridir. Bunlar, hastaligin top-
lumdaki prevalansindan ve bu prevalansi degistire-
bilecek risk gruplarindan etkilenmemektedir.
Ornegin; DR (=sensitivite, =duyarlilik), bir top-
lumdaki “hastalarin ne kadarinda testin pozitif ol-
dugunu” belirtmektedir. Oysa klinik kullanimda,
hekim ve hasta agisindan “test pozitif ¢ikanlarin ne
kadarinin hasta oldugu” bilgisi daha kiymetli ve
kullanmighdir. Bu oran, pozitif prediktif deger [posi-
tive predictive values (PPV)] olarak adlandiril-
maktadir. Benzer sekilde, “test negatif ¢ikanlarin
ne kadarinin gercekten hasta olmadig:” bilgisi de
negatif prediktif deger [negative predictive values
(NPV)] olarak ifade edilmektedir. PPV ve NPV,
hastalik prevalansi ve dolayisiyla risk gruplarindan
etkilenmektedir.
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cffDNA testleri 6zelinde ise ticari kaygilarla, oran, 40 yasindaki gebelerde %87’ye kadar yiik-
firmalar tarafindan DR ve PPV arasindaki yukaridda  selmektedir. Trizomi 21 digindaki diger anéploi-
bahsedilen fark yeterince vurgulanmamaktadir. Bu  diler i¢in PPV’ler daha da diistiktiir.
durum hekimler ve hastalar arasinda, ¢ok yiiksek

Bir tarama testi klinik pratikte, bir hastaligin

olan DR gibi istatistiksel bagar1 parametrelerinin, taramasinda ilk asama test olarak “primer tarama”

PPV niyetine, klinik olarak yorumlanmas: yanl:- amacli veya o hastalik agisindan ilk tarama pozitif

sina yol agmaktadir. Testlerin ilk uygulanmaya bas- gelen hasta grubuna daha giivenilir, ancak yine de

landi§1 dénemlerde ortaya ¢ikan, hatin sayihr FPR - olmayan “sekonder tarama” amach kullani-

sonuglarim yarattigy ilk sagkinhik, bu yanhs algidan 1) mekeedir. cffDNA - testinin primer tarama

kaynaklanmigtir.** amach toplum bazli kullanimi higbir profesyonel

Fetal andploidi taramasinda cffDNA testleri ~ organizasyon tarafindan 6nerilmemektedir. Bunda,
PPV ve NPV degerleri, test bazinda DR ve FPR  cffDNA testlerinin yiiksek maliyeti, testlerin sadece
degerlerinin kiigitk farkliliklar gostermesi nedeni ~ belirli kromozomlara ait problemlere yo6nelik
ile, kayda deger olmayan minimal farklar gostere- olusu, test 6ncesi yeterli ve uygun danigmanlik hiz-
bilmektedir. Fetal andploidi prevalansinin diistik meti saglama zorlugu, %1-5 arasinda degisen test
olmasi nedeni ile NPV her durumda >%99,9 ve sonugsuzluguna yaklagimda goriis birligi olmamasi
cok yiiksektir.'® Yiiksek spesifisite (6zgilliik) ve ve klinik 6nemi-ciddiyeti tartigmal cinsiyet kro-
NPV, gereksiz invaziv tanisal iglem oranlarini ~ mozom andploidileri taranmas1 konusundaki belir-

onemli oranda azaltic1 ve “neredeyse tanisal” de- sizlik gibi faktorlerin etkisi bulunmaktadir.'

nebilecek Olciide hasta ve hekimi rahatlaticidir. cffDNA testinin, sekonder tarama amaclh kul-
PPV i¢in durum farkhdir. Eylil 2015 tarihli = janiminda ise “primer tarama” testinin ne olacag:
“American Congress of Obstetricians and Gyne- yine tartigilan bir konudur. Bu amagla, anne yagi-
cologists (ACOG)” rehberinden uyarlanan, Tablo nin dogumda =>35 olmasi, anormal sonuglanan
2’de goriildugu gibi PPV, risk gruplarina ve tara- serum tarama testleri, artmisg risk belirten ultrason
nan andploidi tipine gore degisiklik gostermekte, bulgular1 (ense saydamliginin artisi vb.), ailede

ancak her durumda DR bazh diigiiniilen ve bazi  veya 6nceki cocukta anéploidi 6ykiisii varlig gibi
laboratuvarlar tarafindan rapor edilen yiiksek  yiiksek riskli grubu secen tarama parametreleri ter-
ferdi risk degerlerinin altinda kalmaktadir.®  (ih edilebilmektedir.®* Nicolaides grubu (The
Ancak bu durum, cffDNA testlerinin, standart Fetal Medicine Foundation), primer tarama amagh
serum tarama testlerinin en bagarilisi olan “kom-  ilk trimester kombine testi kullanmaktadir. Yiik-
bine test’e gore ¢ok daha yiiksek DR ve PPV’ye  gek risk grubuna giren (kombine riski >1/100 olan)
sahip ve giinlimiiz sartlarinda en giivenilir tarama  gebelere invaziv tami testi, orta risk grubuna
testi oldugu gercegini degistirmemektedir. Tablo (kombine riski 1/100-1/1.000 veya 2.500) cffDNA
2’ye gbre yorum yapilirsa, 25 yagindaki diiglik  testi, diisiik risk grubuna da (kombine riski
riskli gebeler i¢in cffDNA test sonucu pozitif gel- <1/1.000 veya 2.500) ek test yapilmaksizin takip
diginde, fetuslarinin ancak 3 (%33)’inden ger- onerilmektedir. Diisiik risk grubu i¢in 1/2.500 s1-
cekten Down sendromu tanisi almaktadir. Bu  nir1 daha basarili olsa da 1/1.000 veya 1/2.500 li-

TABLO 2: Yorumlanabilir bir sonug elde edilen serbest fetal DNA testlerinin farkll maternal yas gruplarindaki performans
dzellikleri (Eyltil 2015 tarihli ACOG rehberinden uyarlanmistir).

Sensitivite-DR (%) Spesifisite (%) 25 yas icin PPV (%) 40 yas icin PPV (%)
Trizomi 21 99,3 99,8 33 87
Trizomi 18 97,4 99,8 13 68
Trizomi 13 91,6 99,9 9 57

DR: Belirleme orani; PPV: Pozitif prediktif deger; ACOG: American Congress of Obstetricians and Gynecologists.
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mitlerinden hangisinin se¢ilecegi, ilgili iilkenin
cffDNA testinin getirecegi maliyeti karsilayabilme
glicine birakilmigtir.®

cffDNA testleri giintimiizde bazi mikrodeles-
yon/duplikasyon sendromlarinin taramasinda da
kullanilabilmektedir. Di George (22q11.2 deles-
yonu), 1p36 delesyon, Cri-du-Chat (5p delesyonu),
Prader-Willi (paternal 15q delesyonu) ve Angel-
man (maternal 15q delesyonu) sendromlar: bunla-
rin baglicalar1 olarak sayilabilmektedir. Farkl
metotlar: kullanan testlerin bazi avantaj ve deza-
vantajlar1 olsa da delesyon veya duplikasyonun
biyiik oldugu durumlarda (>3 megabaz) tiim
metotlarda belirleyicilik yiiksektir. Ancak, bu
sendromlar i¢in vaka sayilari az, takip zor ve pre-
valanslar belirsiz oldugu i¢in giivenilir DR, FPR
ve PPV degerleri hesaplanamamaktadir. Giinii-
miizde cffDNA testlerinin bu sendromlarin tara-
masinda rutin olarak kullanimini ise higbir
profesyonel organizasyon énermemektedir.'

0 SONUC

cffDNA testi, giintimiiz kosullarinda, tamamen aile
istegine bagl ve uygun danigmanlik sonrasinda uy-
gulanmas: gereken, maliyetli ancak basarili bir ta-
rama testidir. Tim genetik sendrom ve antploidi-
lerden ziyade belirli kromozomlara ait patolojileri
tarayan, sonug olarak patolojinin varlig1 veya yok-
lugunu degil, hastanin diisitk ya da yiiksek risk
grubunda oldugunu belirten ve kesin tani ic¢in
amniyosentez ve CVS gibi invaziv tani islemlerine
gereksinim duyulan testlerdir. Noral tiip defektleri
ve diger major fetal anomalilerin tanisi i¢in gerekli
olan ultrasonografik inceleme ve maternal serum
alfa-fetoprotein gibi testlere alternatif ve bunlarin

gerekliligini ortadan kaldiran testler degildir. Ter-
sine, major yapisal fetal anomali saptandiginda,
cffDNA yerine, dogrudan tanisal invaziv iglemler ve
genetik inceleme (+mikroarray) tercih edilmelidir.
Test performansi ikiz gebeliklerde, tek fetiislu gebe-
likler kadar olmasa da oldukga iyidir. Yine de ACOG
gibi bazi organizasyonlar, cogul gebelikler i¢in
cffDNA testi kullanimini hentiz 6nermemektedir.

Hastalar, testin maliyeti (6zel/kamu sigortala-
rin kapsami), sonug alma siiresi (7-10 giin) ve olas:
tesadiifi bulgular (maternal malignansi veya anop-
loidi vb.) gibi konularda detayli olarak bilgilendi-
rilmelidir. Ozellikle, 80 kilonun iizeri anne
adaylarina artmis test sonugsuzluk riski vurgulan-
malidir. Hekimler ise tercih edilen laboratuvar ve
testin genetik test metodu, bu metodun klinik
amaca uygunlugu, avantaj ve dezavantajlari, rapor-
lama sekli (fetal fraksiyon raporda belirtilmeli), test
sonugsuzluk oranlar1 ve bunlarin igerigi hakkinda
bilgili-bilingli olmali; firmalarin ticari etkilerinden
ve bu testlerin medikal olmayan kullanimlarindan
(fetal cinsiyet belirleme) kaginmalidir.
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