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Prenatal tanida amac

Fetustaki olasi , genetik veya nongenetik nedenlerin
yol agtigi, tedavisi olanaksiz ciddi hastalik ve
malformasyonlarin;

* gebeligin mumkin oldugunca en erken doneminde,

* en dogru ve en fazla bilgiye,

* mimkin olan en hizl yolla ulasmaktir.

Kime invaziv “girigim - tam" uygulanir?

KAR ZARAR

Hastalik riski /1\ Invaziv girigim riski
bld




Kime ve Ne zaman "Girisim=Tan”

2 temel ozellik gerekiyor;
Gebelikte fetus igin topluma gore ve invaziv girigimin fetal
kaybindan daha fazla “hastalik riski” olmali,
Bu risk icin bir "laboratuvar testi” olmali

A) Tek gen hastaliklar:
Molekiler genetik analizler
Biokimyasal testler (enzim vd.)
Histopatolojik testler
USsG

B) Kromozomal hastaliklar (anomaliler)
Fetal kromozom analizleri (karyotip)
Molekiiler sitogenetik,
Molekiiler genetik testler




Yontem Seciminde Etkin Kriterler

Fetusun hastalik riski 7%?

Basvurudaki gebelik haftasi

Hastalik tanisi igin uygun doku

Genetik danisma sonrasinda ailenin tercihi
Plasentanin lokalizasyonu

Tercih edilen girigimin uygulanabilirligi



3 invaziv girisimin karsilastirmas:i

Girisim zamani
Dokunun kokeni

Tldm testler igin
uygunlugu

Fetal kayba
heden olma
olasihgi

10. GH ->term
extraembrioyonal

Bazi testler yapilamaz
(AFP, I-Cell hast., vd)

Simdiye kadar %1-2
2015 (Akolekar et al.)
1:500

15.- 24. GH
fetal

uygun
Simdiye kadar 1:200

2015 (Akolekar et al.)
1:1000

>19. GH
fetal

Bazi testler
yapilamaz
% 1-5

(deneyim+
fetusta anomali+)




Tek gen hastaliklar: igin prenatal tani

Ailede bilinen bir tek gen hastaligi igin risk olmal
(OD, OR, X e bagl R, D),

Bu hastalikla iliskili gen/mutasyon bilinmeli,

USG bulgulari 6zgin, bilinen bir tek gen hastaligini
isaret etmeli (Akondroplazi, Kistik fibroz, vd)
Genetik etiyolojisi bilinmeyen olgularda Tiim Exom
Dizileme (WES) ?

RISK %25-> %50

En erken, en hizli tani == CVS



Dengesiz Kromozom Anomalileri Icin ARTMIS
RISK Tasiyan Gebelikler

Ileri anne yasi (35 yag 1:200>45 yas YD % 5,3, AS % 8,3, CVS% 14,3)
Kromozom anomalili gocuk (trizomi ve de novo yapisal ano.) (7%1,4)
Dengeli/Dengesiz kromozom anomalili ebeveyn  (%5-50 hatta 7%100)
Fetal ultrasonografide anomali saptanmasi (%1-%70)
ICST gebelikler/Kaoti obstetrik oykiili giftler (parental? %1,5->7%13,5)
MS-Tarama Testlerinde artmis risk saptanmasi

(UT %1,9-21,7; 1.TTT %5-38,8; UT+1L.TTT %11-50)
MS cf-DNA testinde artmig risk ¢ikan gebelikler (7%92)




Kromozom Anomalilerinin Tanisinda

Kullanilan Teknikler

Karyotip analizi;
CV dokusunun sitotrofoblastlar hiicrelerinden
"direkt preparasyon” ile elde edilen metafazlarda

"Hicre kiltird" ile metafazlarda

I-FISH/FISH-Amniotik sivi hiicrelerinde
QF-PCR-Amniotik sivi hiicrelerinde

Mikroarray/a-CGH- Tum orneklerde



Fetal Kromozom Anomalilerinin Arastirilmasinda

Kullanilan Tekniklerin Karsilastirilmasi

Gerekli
Materyal
Miktari

Hicre
baéliinmesi

Otomasyon

Test siiresi

Tani
kapasitesi

Basari orani

>10 ml ASivi
>8-10 mg CV
1-2 ml FKan

gerekli

yok
2-3 hafta
FK 2-4 giin

Tim
kromozomlar
(>8 Mb)

min %99

>5 mg

gerekli
yok

6-24 saat

Tlm
kromozomlar
(>12 Mb)

min %95

2-3 ml ASivi

gerekmez
kismen

8-24 saat

Sik gorilen 5
anéploidi
+hedefe yonelik
trizomi+

Mikrodel. S.
min %99

2-3 ml ASivi

gerekmez
var

8-48 saat

“sik goriilen 5

anoploidi”

min %99

5 mg CV
>10 ml ASivi
1 ml FKan

gerekmez
var
4-5 giin

Tim genom
(>100 Kb,

¢oziinirlik kite

bagl)
min %99



Kromozom

Analizleri

Koriyon villus direkt preparasyon ve hicre kiltir
sonuclarinin karsilastiriimasi
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FISH (Floresan in situ hibridizasyon)

Interfazda; 22q11.2 Del

Sik goriilen saglsal kromozom
anomalilerinin (13, 18, 21, X ve Y) [l
hizli tani ve konfirmasyonunda,

Bilinen mikrodelesyon send.
tanisinda

Mozaisizm arastirmasinda.

Metafazda;

Yapisal kromozom
anomalilerinin aydinlatiimasi




QF-PCR (Quantitative Fluorescent-PCR)

Sik gorilen andploidilerin (21, 18, 13, X ve Y andploidileri ile triploidi) hizli
tanisina yonelik STR markerlari ile DNA teknolojisi kullanilarak dozaj analizi
esasina dayanir.
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I-FISH ve QF-PCR Karyotip

analizinin alternatifi mi?

Cevap; Hizl tani igin "evet” fakat tam
karyotip analizine ek olarak yapilmal

Human Repraduction Update, VoLI0. No.b pp. 341-548. 2004 doi 1109 Vhum gl dmhi=6

The introduction of QF-PCR in prenatal diagnosis of fetal
aneuploidics: time for reconsideration

. . . 1S PPN |
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)
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Quantitative fiuorescent polymerase chain reaction (QF-PCR) has recendy entered the field of prenatal diagnosis
e overcome the need 1o calture fetal cells, henee to allow rapid diagnosis of some seiected chromosomal anomalies.
We reviewed the studies on the aceuracy of QF-PCR in detecting chromosomal anmmalies at prenatal diagoesis.
Overall, 22 304 samples have been amalysed. The detection rate of aneuploidies of the selected chromosomes (13, 18

and 21, and X and Y was 98.6% (95% confidence interval 97.8-99.3. QF-PCR might play a major role and be
considered a valid aiternative to the full karyolype. Being less expensive, and almost entirely automated, maore
women vould undergo invasive prenalal disgnosis without signiticant increase in health expenditure. By using
QF-PCR as a stand-alone test, the chances of non diagnosing the commonest, and the only chramosome anomalies
which do increase in freguency with maternal age, are approximately one in 130 abnermal karyolypes. or one in
1630000 samples, based on the age distribution. These error rates might be deemed acceplable, although most
structural chromosomal lies will he d. At present. women are rarely informed about the Tull speetrum
of the conditions which might be diagnosed via amniocentesis or chorionic villous sampling. Some of these
anomalies sight be acceptable, in view of their Emited or uncertain clinical relevanee, and decision analysis might,
in the majority of cases, confine the Tull karyotype o selected women wha have specific indications.

Rev words, cvtogenetcsd Down™s syadrome/genetic counseling/prenatul disgnase/QF-TCR

CMGS Best Practice Guidelines for
QF-PCR for the diagnosis of
aneuploidy

Guidelines formulated by: Kathy Mann, Caroline Ogilvie, Celia Donaghue,
Roger Mountford, Ciaron Mcanulty, Jon Warner, Nicola Dunlop, Lisa
Levett, Carol Hardy, Cathy McConnell, Jane Diack, Fiona McKay

Weh version edited by Graham Tayior

Last update - 17/03/2005

Introduction

The use of QF-PCR analysis of short tandem repeats (STR) for the
detection of aneuploidy was first reported by Mansfield, 1993, It has since
been validated and successfully applied for the rapid diagnosis of prenatal
aneuploidy by a number of UK and European labs {Verma et al. 1998,
Pertl et al. 1999; Schmidt et al. 2000, Cirigliano et al. 2001 Levett &t al.
2001, Mann et al. 2001; Mann et al. 2004). The rapid_resuit is issued to
clinicians and is followed by full karyotype analysis in all cases where
cultured cells are available.

An ACC/CMGS best practice meeting was held on the 15th April, 2004, at
Guy's Hospital to discuss and formulate best practice guidelines for rapid
diagnosis of aneuploidy using a QF-PCR approach. A guestionnaire was
sent to all participating labs and the collated data was discussed with a
view to agreeing minimal standards for best practice. At this time B labs in

the UK were offering a rapid diagnostic aneuploidy sarvice using a QE-_

PCR-based approach and 4 labs were planning to ofler a service within

18 months. These guidelines were drawn up by representatives from
those labs offering a service at the time of the meeting.

Each guideline is described as either



I.U. PRETAM ve PREMED Fetal

Kromozom Analiz Sonuglar:i (1989-2004)

18810 fetus 862 major kromozom anomalisi 7%4.58
5'li FISH/QF-PCR ile saptanabilecek anomali orani 584 (~7%68)

5'li FISH/QF -PCR ile saptanamayacak anomali orani 278 (~%32)

Lewin ve ark. 2000 , FISH ile saptanamayacak anomali orani 7%25,4

Bizim serimizde yapisal anomali orani Avrupa serilerine gore daha
ylksek (%1,1 vs ~%0,4)




Molekiiler Karyotipleme

Olgu Kontrol

Reales Scarner-Bikd
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Insandaki Genetik Varyasyonlar

Mikroarray ve a-CGH teknikleri

Genomda ~ 300 bp de bir niikleotid polimorfiktir.

Halen ~85 milyon SNP tanimlanmistir.
Genelde iki formda olur (A yada 6; Cyada T

gibi).

Referans genomla kiyaslandiginda, farkl
sayida bulunan, boyutu 1 kb veya daha fazla
olan DNA segmentlerine Kopya Sayisi
Varyasyonu (CNV) denir.

Mikrorray testlerinde ¢ozinirlik farklar:;
60 K= 60 000 prob

180 K= 180 000 prob (23. SNP+157. CNV)
750 K= 750 000 prob (200. SNP+550. CNV)
HD array= 1600 000 prob

Single nuclectide variant

ATTGGCCTTAAC CECCGATTATCAEEAT
ATTGGCCTTAAC CE’{ZCGATTATCAGGAT

Copy nurnber variant

ATTRECCTTAGGCCTTAACCCCOGATTAT CAGGAT
ATTLGCCTTA- - -- - - - IACCTCCGATTATCAGGAT

Olgu : Chromosome 1 Chromosome 15

Anne

§ B S S e e S e RS

Baba

Patolojik mi zararsiz mi (polimorfizm)?



1000 Genom projesi (Nature-2015)

Genomumuzun Varyasyonlarla Dolu Oldugunu Goésterdi

2008 yilinda baglayan 1000 genom projesi
26 farkl topluluga ait 2504 bireyin genom, ekzom, array bilgilerini derledi
Amact:
Halka agik DNA polimorfizm veri bankasi olugturmak
Sonuglar:

88 milyon varyant
84.7 milyon SNP, 3,6 milyon kiicik indel ve 60.000 yapisal varyant

250-300/birey fonksiyon kaybi mutasyonu
50-100/birey bilinen bir kalitsal hastalik iligkili mutasyon

35-49/bireyde de novo germline mutasyon
Polimorfizmler ve sikliklar cografi farklilik gosteriyor

James D. Watson
2008 de genom dizisini yayinlad..
« 2.72 milyon bilinen SNP
* 0.16 milyon tfanimlanmamis varyasyon
« 23 Kopya Say! Varyasyonlari
« 26 hastalik iligkili mutasyon (retinitis
pigmentosa, konjenital nefrotik sendrom, vs..).




Prenatal tanida mikroarray sonuglari-1

Wapner R, ISCA (International Standarts for Cytogenomic Arrays)

2012 Mikroarray Calisma Sonuglari;

. 4391 olgudan 51 olguda array sonugsuz, basari %98,8
. 4282 nonmozaik karyotip ve 58 mozaik karyotip
Array
tanilyamaz
Andploidiler 374 374 0 386
(tri 21,18,13,X.Y ve 45,X)
Diger anomaliler 82 24 58 (%1.4)  71(%2.9)
Dengeli yapisal 40 0 40
Dengesiz yapisal 22 22 0
Marker kromozom 3 2 1 Heterokro.
Triploidi 17
17 0 (7 si SNP
array ile

taninabilirdi

889

234 (%1)



Prenatal tanida mikroarray sonuglari-2

Schaffer LG, et al, 2012;Prenat Diagn, 32, 1-10

Coklu sistem
anomalileri

Coklu sistem + yapisal
olmayan anomaliler

Tek sistem
anomalileri

Tek sistem + yapisal
olmayan anomaliler

Izole
poli/oligohidramnios

Tzole UGG
Tek soft marker
Coklu soft marker

Toplam

579

229

1519

254

76

59

18
2858

492 (%85)

196 (85.6)

1370 (%90.2)

220 (%86.6)

6 (%66.7)

74 (%97.4)

55 (%93.2)

17 (%94.4)
2534 (%88.7)

Array-patolojik

58 (%10)

19 (%8.3)

81 (%5.3)

18(%7.1)

1(%11.1)

2(%2.6)
2(%3.4)
0
186 (%6.5)

29 (%5)

14 (%6.1)

68 (7%4.5)

16 (7%6.3)

2 (%22.2)

0
2(%3.4)
1(%5.6)

138 (%4.8)



IU, ITF, Tibbi Genetik AD,a-CGH sonuclari-3

* Prenatal Uygulamalar n: 625

. Ar'r'ay basarili n: 620 (%99,2)
Kromozom Normal-Array Normal n: 539
* Kromozom Normal-Array Abnormal n: 33 (8 i ailevi polimorfik)
-Patolojik arr n:25 arr ano %4.4
* Kromozom Abnormal-Array Abnormal n: 19

* Kromozom Abnormal-Array Normal n: 29




Prenatal tanida mikroarray/a-CGH

ve endikasyonlar:

Bazi merkezler birinci basamak test olarak éneriyor. Ancak kromozom
analizine gére dezavantajlari g6z ardi edilemez;

1) Dengeli anomalileri gosteremez

2) Mozaikleri <%10 ise gosteremez

3) Pahali

4) Varyasyonlarda (%3-4) ek testler (parental analiz, konfirmasyon, vd)
gerekir bu da ek zaman ve maliyet gerektirir.

1) Kromozom analizi normal, USG'de major/goklu anomali
saptanmis gebeliklerde,

2)Dengeli de novo kromozom anomalisi saptanan olgularda,

3) De novo Marker kromozom saptanan olgularda,

4) Kromozom ¢ozindirligi <400 bant olan karyotipli
olgularda,

5)Hucre kilturidnde dreme olmayan olgularda




Kromozom Anomalilerinin Tanisinda

Kullanilan Tekniklerin karsilastirmasi

Karyotype

-Tiim genomu inceler
-Dengeli kromozom
anomalilerini tanir

-Diisik oranli mozaikler de
saptanir

-3n/4n tanist mimkin

-Rezoliisyon >8 Mb
-Hicre kiiltird gerektirir
-Tani subjektiftir
-Otomatizasyon yoktur

FISH

-Lokusa /kromozoma 6zeldir
-Rezoliisyonu yiiksektir <3Mb)
-Yari otomatizasyon mimkin
-3n/4n tanisi mimkin

-Hizh

-Kompleks anomalilerin
aydinlatilmasinda etkin

-Endikasyona gére hiicre
kiiltird gerekir
-Endikasyona gére kullanilir
-Otomatizasyonu zor

Array CGH
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-Tim genomu inceler

-Rezoliisyonu en yiiksek (>100 Kb)
-Hiicre kiiltiri gerekmez
-Otomatizasyona uygundur

-Dengeli kromozomal degisimleri
taniyamaz

-Diisiik oranli («%10) mozaikleri
taniyamaz

-Bioinformatik ¢alisma gerektirir
-Klinik anlami bilinmeyen sonuglar
-Henliz pahali



Fetal Kromozom
Anomalilerinin
Arastirilmasinda

Izlenebilecek Yol Haritasi

1. GH'na gore yontem cH 0 15 20 24 40

>%10 CVS, KS
%5-10 CVS, AS, KS
,@!L %2-4 CVS, AS
‘\ :200- %2 AS, CVS
<1:200Tarama

2. Hastalik riskine gore yontem

3. Endikasyona/Teste gore yontem
Tek gen (DNA ve enzim),
USG'de major anomali veya multipl marker, IUGG CVS
translokasyon tasiyici ebeveyn,
cf-DNA pozitif+USG bulgusu+



Aralarinda akrabalik olmayan geng bir gift (28 ve 30) ikinci

gebeliklerinin 9. haftasinda basvuruyor. Aile oykiisiinde baba adayinin
kardesinde kistik fibroz oldugunu égreniyorsunuz ????

Genetik Izlem
O 1. Aile agaci,
1 > 2. Etkilenmis kardesin mutasyon testi?

3. Molekiiler analiz var ve mut biliniyorsa;
| babada bu mut aranir,

2/ mut bilinmiyorsa; babada
3 | CFTR geni tim gen dizi analizi

3 . ..
1 > |6 4. Baba tasiyici ise anne adayinda tim gen
5 dizi analizi
' 5. Anne de tasiyici ise
7 8 14. haftalik gebelikte invaziv girisim;

6. CVS
7. CVS materyali

a. DNA analizi- Bilinen mut analizi

b. Direkt preparasyon- Kromozom

c. Hiicre kiltiru- kromozom+yedek materyal
8. Sonuca gore genetik danisma



32 yasinda saglikli anne ile 48 yasinda saglikli babanin 3. gebeliginin 23.

haftasinda USG de iskelet displazisi (proksimal ekstremite kisaligi) ve
frontal bossing saptaniyor

1. Etioloji;
shortened femur ! Akondroplazi, hipokondroplazi?;
e e a. OD
b. Penetrans tam
c. FGFR3

d. De novo (~%90)

O 2. Oneri:

, a. CVS veya KS (2 tiip 1-2 ml heparinize+EDTA'h)
O O (O  b. Molekiiler analiz (FGFR3; G1138A veya G1138C)
c. Bu mutasyonlar yoksa hipokondraplazi igin genin

O ! diger ekzonlari)
d. Kromozom analizi

e. Sonuca gore genetik danisma




13. 6H'da; Ileri anne yasi+2'li testte artmis risk+ICSI (donuk
embriodan)
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- w— 2) Karyotip 46,1(2:4)(p23:q31.1)
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ve Y8 Jrf %4 % e ff|4) Mikroarray/a-CGH ;N
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5; 22. GH, 2. diizey USG; Ense plisi kalinhginda artig
6) PTPN11 dizi analizi; 13. ekzonda heterozigot ¢.1529A>C de novo
(Leopard sendromu’nda tanimlanmis bir mutasyon)



Olgu
PGD de 8g- saptanan ancak morfolojisi “iyi” olarak degerlendirilen tek

bir embriyodan olusan gebelik, 16. GH

Oneri 1; Oneri 2;

1) USG:; Bulgu + 1) USG: N

2) CVS 2) AS

3) Karyotip;N 3) I-FISH/QF-PCR; N+Karyotip;N
4) Mikroarray: N 4) Mikroarray; N

Olgu
Anne yasi 33, ICST gebeligi, PGD sonucu normal bir gebelik,

16. GH'da USG'de multipl anomaliler saptiyorsunuz

Oneri;

1) CVS veya AS

2) Kromozom analizi+Mikroarray/aCGH
3) Sonuca gore genetik danisma



Olgu
Anne yasi 41, 18. GH, ICSI gebeligi, cf-DNA testi T18 igin

artmis risk, oykiide omfaloseli olan ikiz esinin TUMF oldugunu
dgreniyorsunuz.

Oneri

1) USG; N

2) AS

3) I-FISH/QF-PCR; N + Karyotip; N

4) Genetik danisma (cf-DNA nin yanls pozitif olma nedeni “vanishing
twin")

Olgu
Anne yas! 33, cf-DNA sonucu artmis trizomi 21 riski olan 15. GH'da

gebelik, USG'da multipl markerlar (NF, Nazal hipoplazi) saptiyorsunuz.

Oneri;

1) CVS veya AS

2) CVS Direkt preparasyon+ HK Kromozom analizi
3) AS I-FISH/QF-PCR + HK Kromozom analizi

4) Genetik danisma



Teknolojiye sahip olmak, yeterli mi??

Teknolojiyi dogru yerde ve zamanda
kullanmak "teknolojiyi yonetmektir”,
aksi halde "yénetilirsin”.




Prof. Dr. Hayri Ermis

IV, ITF ve Tirkiye'de Prenatal Taninin baslamasi ve yayginlagsmasindaki
katkilar: higbir zaman unutulmayacak!



