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OZET

Invaziv olmayan fetal tarama testi (NIPT) olarak adlandirilan ydntemde, fetal kromozomal degisiklikler,
anne kaninda fetiise ait hiicre disit DNA (cfDNA)’nin taranmas1 ve analizi ile degisen yiizdelerde tespit
edilebilmektedir. NIPT’de fetal DNA ylizdesi c¢esitli stratejilerle hesaplandiktan ve maternal
diskriminasyon saglandiktan sonra kromozom 13, 18 ve 21 ve cinsiyet kromozomlar1 yiiksek dogrulukla
taranabilmektedir. NIPT yaygin ve kabul goriir bir sekilde, anne kanindaki fetal cfDNA’nin yeni nesil
dizileme (NGS) sistemleri ile dizilenmesi sayesinde yiiksek dogrulukla gerceklestirilebilmektedir.
Ancak, yiiksek maliyeti, uzman ¢alisan gerektirmesi, analizin kapali ve sirketler tekelinde olmasi,
biyolojik verinin bulut teknolojisi ile yurtdigina ¢ikmasi ve maliyetleri minimize etmek i¢in 6rneklerin
bekletilmesi NGS sistemlerininin dezavantajlarindandir. Bu nedenlerle, NIPT’de farkli yontemlerin
denenmesi zorunludur. Dijital polimeraz zincir reaksiyonu (dPCR), ornek igerisinde ¢ok az sayidaki
hedef bdlgenin amplifikasyon ve kantifikasyonunu gergeklestirebilen ve bu &zellikleri ile standart ve
gergek zamanli PCR’lere 6nemli dlgiide iistiinlik saglayan yontemlerdendir. Ancak bu yontemin
NIPT’de kullanimi yaygin degildir ve klinik gegerlilik kazanmamistir. Sistem bilesenlerinin diisiik
maliyeti, yliriitme bagina gerekli 6rnek sayisi ve analizin agik ve kurum igerisinde gergeklestirilir olmasi,
dPCR’nin NIPT’de NGS’ye kiyasla avantaj saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

Sunulan proje, tlilkemizde ilk defa, NIPT i¢in kromozom 13, 18 ve 21 ve cinsiyet kromozomlarini
taramaya yonelik dPCR kitlerinin gelistirilmesini ve klinik validasyonunu amaglamistir. Projede
kromozom 1’in kontrol olarak tutulmasiyla kromozom 13 ve 21 ve cinsiyet kromozomlarini taramaya
yonelik intrakromozomal segmental duplikasyon bolgelerinden dPCR primer-prob setleri dizayn
edilmistir. Dizayn setler, ticari insan genomik DNA’s1 ve yapay cfDNA ile ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile optimize edilmistir. Son olarak gelistirilen sistem, bir ticari kontrol kiti
varliginda, NGS ile sonucu bilinen klinik 6rneklerde valide edilmistir. Elde edilen sonuglar, dPCR’1n,
Onerilen strateji ile NIPT’de klinik gecerliligi olabilecegine isaret etmistir. Sunulan ¢aligma ile agiga
cikartilan sistem, dPCR temelli NIPT kiti olmasinin yani sira 6zellikle yenidoganda sayisal kromozomal
anomalilerin taranmasinda kullanilabilir. Bu durumda, periferik vendz kandan izole edilecek yogun
miktardaki genomik materyalle ¢aligmalar RT-PCR ve/veya dPCR ile gergeklestirebilir ve yenidoganda
yasamla bagdasan sayisal kromozomal anomaliler tespit edilebilir. Bu calismalarin yiiriitiilmesine
aragtirma grubumuzca devam edilmektedir.

Sonug olarak; girisimsel olmayan prenatal tan1 da NGS ile 24 kromozoma ait sonug verilmesi ¢igir agici

bir yontem olmakla beraber dPCR ile hizli ve diisiikk maliyetli tarama yapilmasinin toplum sagligi
acisindan biiyiik bir 6nem tagidigini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kkelimeler: Hiicre Dis1 Niikleik Asitler, Anoploidi, Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu,
Prenatal Tani, Invasiv Olmayan Prenatal Tani, Dijital Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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ABSTRACT

In the non-invasive fetal screening test (NIPT), fetal chromosomal alterations can be detected in varying
percentages by screening and analyzing fetal cell-free DNA (cfDNA) in maternal blood. After calculating
the fetal DNA percentage using various strategies and ensuring maternal discrimination, NIPT can screen
chromosomes 13, 18, and 21, as well as the sex chromosomes, with high accuracy. NIPT is widely
accepted, and can be performed with high accuracy by sequencing fetal cfDNA in maternal blood using
next-generation sequencing (NGS) systems. However, disadvantages of NGS systems include high costs,
the need for specialized personnel, the closed and corporate monopoly nature of the analysis, the export
of biological data via cloud technology, and the storage of samples to minimize costs. For these reasons,
it is necessary to experiment with different methods in NIPT. Digital polymerase chain reaction (dPCR)
is a method capable of amplifying and quantifying very small numbers of target regions within a sample,
offering significant advantages over standard and real-time PCR. However, this method is not widely
used in NIPT and has not gained clinical validation. The low cost of system components, the number of
samples required per run, and the fact that the analysis is open and performed in-house suggest that dPCR
may offer advantages over NGS in NIPT.

The presented project aimed to develop and clinically validate dPCR kits for screening chromosomes 13,
18, and 21, and sex chromosomes, for the first time in Tiirkiye. Using chromosome 1 as a control, dPCR
primer-probe sets were designed from intrachromosomal segmental duplication regions for screening
chromosomes 13 and 21 and sex chromosomes. The designed kits were optimized using real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR) with commercial human genomic DNA and synthetic cfDNA.
Finally, the developed system was validated using NGS on clinical samples with known results, in the
presence of a commercial control kit. The results indicated that dPCR may have clinical validity in NIPT
with the proposed strategy. The system developed in the presented study, in addition to being a dPCR-
based NIPT kit, can be used to screen for numerical chromosomal anomalies, particularly in newborns.
In this case, studies can be performed using RT-PCR and/or dPCR using large amounts of genomic
material isolated from peripheral venous blood, and numerical chromosomal anomalies compatible with
life can be identified in newborns. Our research group continues to conduct these studies.

In conclusion, while providing results for all 24 chromosomes with NGS in non-invasive prenatal

diagnosis is a groundbreaking method, we believe that rapid and cost-effective screening with dPCR is
of great importance for public health.

Keywords: Cell-Free Nucleic Acids, Aneuploidy, Multiplex Polymerase Chain Reaction, Prenatal
Diagnosis
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1. GIRIS

Prenatal tani, 6nleyici saglik uygulamalariin en 6nemli unsurlarindan biri olarak saglikli yenidoganin
ve popiilasyonun garanti altina alinmasinda 6nem arz etmektedir. Prenatal tani ile erken gebelik haftalarinda
farkli yaklagimlarla fetiise dair patogenezlerin tespiti miimkiindiir. Bu sayede, uygun yasal diizenlemeler
cercevesinde ve ebeveyn karar ile gebeligi sonlandirmak ya da sonlandirilmayan gebeliklerde, yenidoganda
gorebilecek anomalilerin dnceden bilinmesi ile ebeveynlerin sosyoekonomik olarak bu duruma hazirlikli
olmasini saglamak miimkiindiir.

Invaziv olmayan prenatal test (non-invasive prenatal testing; NIPT), prenatal tanida biiyiik ilerleme
haline gelerek fetal genetik hastaliklarin erken tanisinda devrim olusturarak hem anne hem de fetiis i¢in riskleri
en aza indirmistir. 2012 yilinda baglayan NIPT uygulamasi, anne kaninda bulunan hiicre dis1 fetal DNA (cell-
free DNA; cfDNA)’nin analizine dayanmaktadir ve kromozomal andploidilerin yliksek hassasiyet ve
giivenlikle tespit edilmesini saglar. Geleneksel olarak, amniyosentez (AS), koryon villus &rneklemesi
(chorionic villus sampling; CVS) ve kordosentez (KS) gibi dogum Oncesi tarama ydntemlerinin, spontan
diisiikler ve invaziv islemlerle iliskili teorik komplikasyonlar dahil olmak iizere bazi riskleri olabilir. NIPT,
yiiksek duyarliligi ve 6zgiilliigiiyle birlikte anne adaylar1 i¢in cazip bir segenek haline getiren invaziv olmayan
bir alternatif sunar [1].

Geleneksel olarak dogum Oncesi testler biiyiik dl¢lide invaziv olup oncelikle AS, CVS ve KS gibi
yontemleri kapsamaktadir. 1980'lerde maternal serum taramasinin ortaya ¢ikisi, Down Sendromu gibi
hastaliklar i¢in bir risk degerlendirme yaklasimi sunarak doktorlarin dogum 6ncesi bakima yaklasimini kokten
degistirdi. Ancak, bu yontemler degerli bilgiler saglasa da genellikle diisiik duyarlilik ve o6zgiilliikle
karakterize edildikleri i¢in 6nemli oranda yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglara yol agmustir [4].

NIPT’nin 2012 yilinda kullanima sunulmasi, prenatal tanida yeni bir donemin habercisi olmustur. Bu
yaklagim, oncelikle maternal plazmada dolasan cfDNA’nin analiz edilebilmesiyle saglanmistir. cfDNA'nin
tanimlanmasi, daha sonraki ¢calismalarda maternal kanda fetal genetik materyalin varliginin dogrulanmasiyla
prenatal tani test segeneklerinin Oniinii agmistir. NIPT, geleneksel tarama ydntemlerine kiyasla yaygin
anoploidiler icin belirgin sekilde iyilestirilmis duyarlilik ve 6zgiilliik gostererek dogum oncesi bakima
doniistiiriicti bir yaklagim olarak kendini kanitlamigtir [4,5].

Ozellikle 2000°li yillarin basindan itibaren yayginlik kazan yeni nesil dizileme (next-generation
sequencing; NGS) sistemleri, NIPT i¢in de sikga tercih edilen yontemlerden olmustur. Nitekim NGS, gebe
bireyin kanindan izole edilen cfDNA’nin hedefli ya da total taranmasi ve farkli stratejilerle (6rnegin
metilasyon profillemesi, Y kromozomu deteksiyonu ve polimorfik bdlgelerinin diskriminasyonu) maternal-
fetal ayrimi ile fetiise ait tiim kromozomal anomalileri tarama potansiyeline sahipti. Ancak, tek nokta
varyantlariin raslantisal tespit edilebilirligi, NGS’in sadece sayisal kromozomal anomalilerin ve biiylik
delesyon/duplikasyonlarin tespitinde kullanilabilmesi ile sonuglanmistir. Ayrica, nadir goriilen sayisal
kromozomal anomalilerin fetal gelisimin erken evrelerinde 6liimle sonuglanmasi, NGS ile bu tiir klinik
vakalarin validasyonunu kisitlamistir. Bu nedenle NGS, NIPT’de kromozom 13, 18 ve 21 ve sayisal cinsiyet
kromozomlarinin varyasyonlarimin tespiti ile stnirlanmistir. Bu kromozomlar i¢in sistemin dogrulugu >%95
iken diger nadir degisimler i¢in dogruluk orani oldukga diisiik yiizdeli olabilmektedir. NGS, dizileme sonrasi
elde edilen veride, tek bir biitiin olarak dizilenen ve amplikon olarak adlandirilan fragmanlarin sayilmasi ve
degisim goriilmeyen kromozomlara ve ¢aligma igerisindeki diger 6rneklere korelasyonu ile sayisal varyasyon
tayini yapabilmektedir. Ancak kantifikasyon, kapali informatik araglarla yapilmaktadir ve biyolojik verinin
yurtdisina ¢ikisini zorunlu kilmaktadir. Ayni zamanda, sistem bilesenlerinin pahali olmasi, maliyetlerin
azaltilmas1 amactyla 6rneklerin bekletilmesi, NGS sistemlerinin yayginliginin goreceli olarak az olmas1 ve
uzman caligan gereksinimi, sistemin diger dezavantajlar1 arasindadir.

NGS’e alternatif olarak, molekiiler biyolojideki amplifikasyon teknolojilerindeki gelismeler, 6zellikle
kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative real-time polymerase chain reaction; qRT-
PCR) tekniklerinin entegrasyonu yoluyla NIPT'nin islevsel hale getirilmesini kolaylagtirmistir. Bu gelismelere
ragmen, mevcut diisiikk miktardaki fetal genetik materyali yeterli sekilde 6lgmek veya analiz etmek igin etkili
bir yontem olmaksizin, karisik maternal-fetal cfDNA’larin analiz edilmesinde zorluklar devam etmistir. Bu
noktada, qRT-PCR’a kiyasla yeni bir teknoloji olan dijital PCR (dPCR), NIPTmin dogrulugunu ve
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giivenilirligini artiran yenilik¢i bir teknoloji olarak ortaya ¢ikmistir [6]. dPCR mekanizmasinin merkezinde,
numuneyi, her biri ideal olarak hedef DNA dizisinin bir veya sifir kopyasini igeren cok sayida bireysel
reaksiyona bolme kavrami yer alir. Bu bdlme, spesifik olmayan amplifikasyonla iliskili arka plan giiriiltiisiinii
onemli Olciide azaltir ve nadir genetik varyantlarin tespit edilme olasiligini artirir. Bu nedenle dPCR, qRT-
PCR’de yaygin olarak kullanilan standart egrilere ihtiya¢ duymadan DNA konsantrasyonlarinin mutlak
kantifikasyonunu saglama yetenegiyle karakterize edilir. Bu hassasiyet, fetal DNA konsantrasyonlarindaki
kiiciik farkliliklarin bile tanisal Gneme sahip olabilecegi dogum Oncesi test senaryolarinda 6zellikle avantajlidir
[7].

dPCR'nin hassasiyeti, maternal plazmadan ekstrakte edilen cfDNA kullanilarak fetiislerde
anoploidilerin veya spesifik genetik bozukluklarin varligimin degerlendirilmesinde 6nemli olan diisiik
frekansl alellerin tespitini saglar. Klasik qRT-PCR yontemleri genellikle amplifikasyon dongiilerine bagh
olmalariyla sinirlidir; bu nedenle, karmasik biyolojik numunelerde diisiik orandaki hedeflerin tespiti,
potansiyel amplifikasyon yanlilig1 ve tutarsiz sonuglar nedeniyle zorluklar yaratir. Buna karsilik, dPCR'nin
boliimleme stratejisinden kaynaklanan dogal saglamligi, 6rnek girdilerinin heterojenligiyle ilgili sorunlar
etkili bir sekilde azaltabilecegi ve sonug olarak fetal genetik materyalin daha giivenilir degerlendirilmesine
yol acabilecegi anlamina gelir. Ayrica, dPCR ile iliskili teknik gelismeler, tespit sinirlarinin iyilestirilmesini
miimkiin kilmistir. Son ¢alismalar, dPCR'nin Down sendromu gibi durumlarin erken teshisi icin gerekli olan
%1'in altindaki hassasiyet esiklerine ulasabilecegini gostermektedir. Hassasiyeti artirarak dPCR, NIPT'nin
klinik faydasini artirarak erken miidahalelere ve genetik anomali riski altinda oldugu tespit edilen gebeliklerin
kigisellestirilmis takibine olanak tanir. Bu tiir gelismeler yalnizca daha bilingli klinik kararlar1 desteklemekle
kalmaz, ayn1 zamanda anne ve fetiis saglig1 sonuglarini da dnemli 6lgiide etkileyebilir[7].

dPCR analizlerindeki en 6nemli gelismelerden biri, maternal plazmada birden fazla ¢cfDNA hedef
dizisinin es zamanl olarak kantifikasyonuna olanak taniyan multipleksleme yeteneklerinin gelistirilmesidir.
Bu gelisme, trizomi 21, 18 ve 13 gibi ¢esitli andploidilerin es zamanli degerlendirilmesini kolaylastirarak,
tarama siirecini kolaylastirir. Birden fazla hedefi es zamanl olarak analiz edebilme yetenegi, prenatal tam
testleriyle iliskili maliyet ve siireyi 6nemli 6l¢lide azaltirken, ayn1 zamanda gebelere uygulanan testlerin
verimini de artirir. Ayrica, dPCR sistemlerindeki gelismis sinyal tespiti ve analitik hassasiyet, maternal DNA
arka planinda diisiik frekansli fetal alellerin tespit edilmesini saglamistir. Yeni dPCR platformlari, daha az
miktarda cfDNA'nin tespitine olanak taniyan gelismis floresan teknolojilerini entegre etmistir. Bu yetenek,
ozellikle diigiik fetal fraksiyonlu vakalarda, Onceki test yoOntemlerinin giivenilir sonuglar {iretmekte
zorlanabilecegi durumlarda degerlidir. Son galismalarda belirtildigi gibi, dPCR'nin diisiik fetal fraksiyonlarda
anoploidileri tespit etme yeteneginin artmasi, 0zellikle yiiksek riskli popiilasyonlarda tarama sonuglarini
iyilestirme potansiyeline sahiptir. dPCR teknolojisindeki bir diger onemli gelisme, test tasarmmindaki
uyarlanabilirligidir. Prob kimyas1 ve amplifikasyon tekniklerinin siirekli gelisimi, belirli genetik kosullara
gore uyarlanmis testlerin 6zellestirilmesine olanak tanir. Bu esneklik, geleneksel trizomilerin Gtesine gegen
kapsamli taramalara olan talebin artmasi gbz oniine alindiginda hayati énem tagimaktadir. Ornegin, dPCR
testleri mikrodelesyonlar1 veya duplikasyonlar1 hedefleyecek sekilde giderek daha fazla gelistirilmekte ve
bdylece invaziv olmayan bir sekilde izlenebilen durum yelpazesi genislemektedir. Bu tiir gelismeler, erken
miidahaleleri ve potansiyel ebeveynler icin bilingli karar vermeyi kolaylasgtirdiklart icin NIPT'nin genel
dogruluguna katkida bulunmaktadir [2].
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2. LITERATUR OZETi

Yenidoganin sagkalimi ve olasi anomalilerin dogum oncesi bilinmesi, ebeveynin ilgili duruma
psikolojik, sosyokiiltiirel ve ekonomik olarak hazirlanmasi, ulusal gelismislik diizeyinin iyilestirilmesi ve
sonraki jenerasyonun garanti altina alinmasi agisindan 6nem arz etmektedir [8]. Bu nedenle, tilkemiz de dahil
olmak lizere birgok iilkede, ultrason anomalisi ve/veya fetiis sagligina dogrudan etki edebilecek ileri anne yasi
gibi sebeplerle, cesitli yaklasimlarla fetal tarama gerceklestirilebilmektedir [9]. Bu yaklasimlarin temelini,
biyokimyasal metotlarin yetersizligi durumunda, gebelik haftasi 8-13 arasinda degisecek sekilde fetiise ait
hiicrelerin toplanmasina imkan veren ve amniyosentez (AS) ve koryonik villus biyopsisi (Chorionic Villus
Sampling (CVS)) olarak ikiye ayrilan metotlar olusturmaktadir. Bu metotlarla, invaziv olarak fetiise ya da
fetal-maternal bariyere direkt miidahale sonrasi elde edilen fetal materyal, cesitli yontemlerle molekiiler
genetik acgisindan analiz edilebilmekte ve fetal tani konabilmektedir. Ancak bu yaklagimlar, girisimsel
Ozellikleri nedeniyle diigiik bir ihtimalle de olsa fetal kayiplara ve maternal strese neden olabilmektedir [10].
Bu nedenlerle, bu yaklasimlara alternatif sunulmasi zorunludur.

Saglik ve miihendislik alanlarindaki teknolojik ilerlemeler, AS ve CVS gibi invaziv yontemlere
alternatif ve invaziv olmayan bir yontemin gelistirilmesine katki saglamistir. Gebeligin belirli haftalarinda,
fetiise ait fragmente genomun, annenin periferik sisteminde gezindiginin goriilmesi [11], invaziv olmayan
prenatal test (non-invasive prenatal testing; NIPT) olarak adlandirilan yeni bir yontem i¢in 6ncii olmustur.
NIPT, annenin periferik kanindan, fetiise direkt miidahale olmaksizin, fetiise ait fragmente fetal DNA’nin
cesitli yontemlerle izolasyonuna ve yeni nesil dizileme olarak adlandirilan ileri teknolojik sistemlerle bu
DNA’nin karakterizasyonuna isaret eden bir yontemdir [12]. Sonraki ¢alismalar, izole DNA’da, maternal
hiicre dliimleri sonrast hiicre diginda ve periferik sistemde bulunan maternal DNA’nin da yer aldigimm
gostermistir; ancak, fetlise ait cfDNA yiizdesinin g¢esitli yaklasimlarla belirlenebiliyor olmasi ve
biyoinformatik araglarla bu yiizde iizerinden fetiise ait DNA’nin istatistiksel olarak taranabilmesi NIPT nin
yaygin bir sekilde kullanilabilmesini saglamistir [13]. NIPT ile teorik olarak tiim kromozomlarin sayisal ve
yapisal olarak taranmasi miimkiin olsa da fetal genomda hayatla bagdasmayan kromozomal anomalilerin
klinik 6rneklerinin olmamasi bu teorinin gergeklesmesindeki temel engeldir. Ancak, bu sistem o6zellikle
kromozom 13, 18 ve 21 ve cinsiyet kromozomlarmin yiiksek dogrulukla (>%95) sayisal olarak taranmasina
olanak saglamaktadir [14]. Dahasi, NIPT, klinikte bir 6n tarama olarak gergeklestirilmektedir ve herhangi bir
anomali durumunda, AS ve CVS ile sonucun dogrulanmasi onerilir (van Opstal ve Srebniak, 2016) ve bu
sistemle olasi1 tiim riskler minimize edilmis olunur.

NIPT, yeni nesil dizileme (next-generation sequencing; NGS) platformlari ile cfDNA nin dizilenmesi
ve biyoinformatik analizi ile rutin olarak gerceklestirilmektedir [15]. NGS, ayni anda onlarca Grnegin
dizilenmesini saglayan ve sikca tercih edilen bir metottur [16]. Ancak bu platformlar, pahali cihazlar ve kitler
ve uzman g¢aligan gerektirmektedir. Dahasi, bu sistemlerle maliyetlerin azaltilmasi i¢in 6rneklerin toplu halde
calisilmast gerekliligi ve neticesinde ebeveynlerin ge¢ bilgilendirilmesi, olasi anomaliler durumunda,
gebeligin sonlandirilabilmesi i¢in gerekli yasal siirenin asilmasina neden olabilmektedir[17]. Ek olarak,
NIPT’de veri, iiretici firmanin inisiyatifinde analiz edilmektedir. NIPT analizi igin farkli yazilimlar olsa da
iiretici firmalar, kendi cihazlari ile elde edilen verileri yine kendi programlart ile analiz etmektedir. Bu durum,
biyolojik verinin iilke disina ¢ikmasi gibi bir riski beraberinde getirmektedir. Olasi anomalilerin iiretici
firmalarin veri bankasinda biriktiriliyor olmasi, iireticinin kendi {irliniin daha da gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. Boylece, ulusal ve uluslararasi pazarda, rekabet kosullarinin ortadan kalkabilecegi ve
tekellesebilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenlerle, NIPT’de, NGS’nin dezavantajlarini agabilecek ve genetik
verinin iilke sinirlart igerisinde kalmasini saglayacak alternatiflerin gelistirilmesi sarttir.

NIPT’de, NGS’ye alternatif olarak, PZR temelli sistemler farkli aragtirma gruplarinca denenmistir.
Buna gore, kromozomal anomalilerin sinirli sayida ve yliksek hata payiyla PZR temelli yaklagimlarla tespit
edilebilecegi gosterilmistir [18]; ancak, bu sistemler arastirma odakli gelistirilebilmis ve ticarilesememistir.
PZR sistemleri igerisinde, ticarilesmis ancak yayginlasamamis en giiclii aday, NIPT’de dPCR’nin kullanilmas1
olmustur [19].

dPCR, RT-PCR’nin prensibine dayanan bir sistemdir. RT-PCR’ye kiyasla dPCR, izolat igerisindeki
tiim niikleik asitlerin, mikroreaksiyonlar ile ayni anda ve yiiksek hassasiyette tespitine izin verir [20]. Oyle ki
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dPCR ile yogun bir 6rnek icerisindeki sinirl kopyada hedef bélgenin tespiti miimkiindiir [21]. Nitekim, dPCR
farkli amaglarla molekiiler tamida tercih edilmistir [19]. Ozellikle kanserde, NIPT ye benzer sekilde, kanser
hiicrelerinden agiga ¢ikan cfDNA’nin dPCR ile taranmasi, hastaligin molekiiler tanisinda ve tedavi cevabinin
takibinde kritik bir uygulama olmustur [22]. Benzer sekilde, fetal cfDNA’nin dPCR ile taranmasina yonelik
kit, Amerikan menseili bir firma tarafindan gelistirilmistir ve valide edilmistir [Atila Biosystems, ABD; 23].
Sistem, kromozom 13, 18 ve 21°i tek seferde tarayabilen ve cinsiyet kromozomlarini tarayabilen ve fetal
fraksiyon hesaplayabilen olmak iizere iki farkli kit halinde gelistirilmistir (Atila Biosystems, ABD). dPCR
cihazlarmin ve kitlerinin NGS sistemlerine gore diisiik maliyeti, sistemin uygulanabilirligi ve verinin internet
dahi gerektirmeden analiz edilebilirligi, NIPT’de dPCR’nin en 6nemli avantajlar1 arasindadir.

dPCR'nin NIPT'nin performans degerlerini daha da iyilestirdigini ve yaygin anoploidiler i¢in %99'dan
fazla duyarlilik ve %100'e yakin 6zgiilliikk gosterdigi belirlenmistir. Bu rakamlar, dPCR'nin yalnizca mevcut
tarama protokollerini iyilestirme degil, ayn1 zamanda erken prenatal tani i¢in yeni Olciitler olusturma
potansiyelini de vurgulamaktadir [3].

dPCR teknolojisindeki gelismeler yalnizca c¢esitli kromozomal anomalilerin tespit yeteneklerini
giiclendirmekle kalmamis, ayni zamanda NIPT'in genel verimliligini ve dogrulugunu da artirmustir.
Arastirmacilar bu teknikleri gelistirmeye devam ettikce, klinik uygulama iizerindeki etkileri derinlesmektedir
ve anne-fetiis saglig1 sonucglarinda iyilesme ve NIPT'nin gebelik bakiminin standart bir bileseni olarak daha
genis bir sekilde uygulanmasi potansiyeli vaat etmektedir. dPCR'nin siirekli iyilestirilmesi, daha giivenli ve
daha etkili dogum Oncesi test metodolojileri arayigsinda temel bir ilerlemeyi temsil etmektedir. dPCR
teknolojisindeki son gelismeler, 6zellikle fetal andploidilerin tespitinde NIPT nin dogrulugunu 6énemli 6lgiide
artirmigtir. dPCR'nin yiiksek duyarliligi ve 6zgiilliigli, kapsamli caligmalarla dogrulanmis ve maternal
dolasimdaki diisiik fetal DNA seviyelerini tespit etme ve maternal ve fetal genetik materyali olaganiistii bir
dogrulukla ayirt etme yetenegi gosterilmistir [24].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Preklinik Calismalar

Projenin ilk yilin1 kapsayan bu is paketinde, 6nerilen dPCR sisteminin gelistirilmesi amaciyla, primer-
prob setleri dizayn edilmistir ve klinik drnekler kullanilmadan RT-PCR ile dizayn setler optimize edilmistir.

3.1.1. Primer-prob setlerinin dizaym i¢in intrakromozomal segmental duplikasyonlarin tespiti

Literatiirde, sunulan projenin hedefine benzer sekilde segmental duplikasyonlarin NIPT’de dPCR ile
degerlendirilmesi lizerine farkli ¢aligmalar mevcuttur [2,25]. Ancak bu calismalarda takip edilen strateji
dikkatlice incelendiginde, arastirmacilarin kromozomlar arasinda (interkromozomal) duplike olan
segmentleri hedefledikleri goriilmektedir. Bu durum, gelistirilen sistemin hassasiyetinin diismesine ve
ongoriilemeyen molekiiler hatalara yol agabilmektedir. Bu bakimdan, sunulan projede, bu ¢aligmalarda
raporlanan tekrar bolgeleri yerine primer analizlerle, her bir kromozomun kendi iginde (intrakromozomal)
duplike olan segmentler hedeflenmistir.

Kromozomal segmental duplikasyonlar, Washington Universitesi’nin Segmental Duplications adli
veri tabanindan (https://eeclegacy.gs.washington.edu/humanparalogy/build37/build37.html) indirilmistir.
Elde edilen bu dosyada (Sekil 1), duplikasyonun hangi kromozomlar arasinda oldugu, duplikasyon boyutu,
duplikasyonun kromozomun hangi lokus araliginda oldugu ve duplikasyonlar arasi yanlis eslesme
(mismatch) degerleri gibi parametreler listelenmektedir. ilgi dosya, interkromozomal duplikasyonlara da yer
vermistir. Bu nedenle, sadece intrakromozomal duplikasyonlar1 belirlemek adina Microsoft Excel iizerinde
filtreleme gerceklestirilmistir. Buna gore, Sekil 1’de, kromozomlarin yer aldig1 siitunlar (A ve G) ayni
kromozoma sabitlenerek intrakromozomal duplikasyonlar elde edilmistir. Intrakromozomal duplikasyonlar,
kromozom 1, 13, 18, 21, X ve Y i¢in ayr1 ayr1 belirlenmis ve kaydedilmistir.

il chrom  chromStarchromEndname score strand  otherChrootherStartotherEnd otherSize uid posBasesttestResult verdict  chits ccov alignfile alignL indelN

Pl chrl 333676 463991 chr8:1873 0_ chrg 18732 151012 132280 2248 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 133493 85
EM chr8 18732 151012 chr1:3336 0 chrl 333676 463991 130315 2248 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 133493 85
L chrl 464182 467098 chr8:1000( 0_ chrg 10000 12936 2936 2249 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 2937 5
El chr8 10000 12936 chr1:4641 0_ chrl 464182 467098 2916 2249 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 2937 5
El chrl 464768 471368 chr8:1632 0_ chrg 163249 169872 6623 2250 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 7449 29
[l chr8 163249 169872 chr1:4647 0 chrl 464768 471368 6600 2250 O N/A N/A N/A N/A align_bott 7449 29
l chrl 521368 545057 chr8:2095 0+ chr8 20959 44823 23864 2251 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 24300 30
Ell chrg 20959 44823 chr1:5213 0+ chrl 521368 545057 23689 2251 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 24300 30
Bl chrl 545800 656032 chr8:4448 0+ chrg 44482 151012 106530 2252 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 106890 84
11 [l 44482 151012 chr1:5458 0+ chrl 545800 656032 110232 2252 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 106890 84
12 [SiIs8 711411 712554 chr8:1507 0+ chrg 150767 151930 1163 2253 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 1164 3
BER chr8 150767 151930 chr1:7114 0+ chrl 711411 712554 1143 2253 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 1164 3
BN chrl 727046 752672 chr8:3742 0_ chrg 374226 399944 25718 2254 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 25815 54
SEY chr8 374226 399944 chr1:7270. 0 chrl 727046 752672 25626 2254 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 25815 54
16 [Silst 752747 756780 chr8:3244 0_ chr8 324401 328397 3996 2255 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 4036 5
17 (el 324401 328397 chr1:7527. 0_ chrl 752747 756780 4033 2255 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 4036 5
B chrl 759039 764791 chr8:1804' 0_ chr8 180496 186239 5743 2256 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 5758 9
19 [Galg:] 180496 186239 chr1:7590 0 chrl 759039 764791 5752 2256 0 N/A N/A N/A N/A align_bott 5758 9

Sekil 1. Washington Universitesi’nin Segmental Duplications adl1 veri tabanindan indirilen dosyanin genel
ozelliklerini gosteren sekil.
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3.1.2. Intrakromozomal segmental duplikasyonlara yonelik primer-prob setlerinin dizaym

Bu adimda, bir 6nceki siirecte belirlenen intrakromozomal duplikasyonlar1 PCR ile amplifiye etmeye
yonelik primer-prob setleri dizayn edilmek amaclanmistir. Dizayn islemi, diger kromozomlara gore ¢ok kisa
ve dizayni kolay olan kromozom Y iizerinden asagida detaylandirilmistir.

Segmental Duplikasyon veri tabanina gére kromozom Y iizerinde 506 satirlik intrakromozomal
duplikasyon bilgisine ulasilmistir. Bu satirlar, duplikasyon boyutu uzun olacak sekilde rastgele taranmistir.
Secilen duplikasyonda lokus bilgisi Genome Data Viewer (NCBI, ABD; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gdv)
aracinda GRCh37 referans insan genomu kullanilarak taranmistir. Bu aracin bir 6zelligi sayesinde, ilgi lokus
araliginda kalan bolgeler FASTA formatinda indirilmistir. Elde edilen segmental sekanslar, Nucleotide
BLAST (NCBI, ABD; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) araci kullanilarak insan referans genomuna
hizalanmas1 (alignment) kontrol edilmistir. Bu sayede, her ne kadar 6n filtrasyon ile interkromozomal
duplikasyonlar elenmeye calisilsa da olast sekans benzerligi ile farkli kromozomlarin hedeflenip
hedeflenmedigi kontrol edilmistir. BLAST islemi sirasinda sekans benzerligi, biyoinformatik aragtaki “olasi
tiim benzer sekanslar1 goster (optimize for somewhat similar sequences; blastn) opsiyonu ile test edilmistir.
Islem sonunda, interkromozomal duplikasyon olasilig1 manuel olarak gdzden gecirilmistir. Ornegin, bir
intrakromozomal duplikasyon olarak listelenen ChrY: 27641987-27651489 dizisi BLAST yapilmistir ve elde
edilen sonug, kromozom Y’ye ait sekansin ayni zamanda kromozom 15’te de tekrarlandigi gostermistir
(Sekil 2). Bu durumda, segilen duplikasyon yerine baska bir bolge segilmistir.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~  Selectcolumns * Show | 100V | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of resulls  MSA Viewer
Descioncn Scintific Max Total Query E Per At Uan
ot Name Score  Score JCover Jvalue  Ident ~ Accession
v v - v - v
Transcripts +
—
Genomic sequences -

s 17138 61541 100% 00 10000% 57227415 NC

ens 14572 4.0810+051100% 00 9394% 101991189 NC

roup ALT_REF 1O . Homo sagens 14556 53454 J100% ]| 00  9390% 430880 NI_1876061

Homo sapiens chromosome 15 genomic patch of fype FIX. GRCh3S p14 PATCHES HG2280 PATCH Homo sapsens 11907 54326 J§100% J 00  9377% 1154574 NW 025791797 1
14 Primary Assembl Homosaiens 6188 11545  68% 00  8558% 159345973 NC_000007.14

{1ype FIX GRCh3S p14 PATCHES HG2139 PATCH Homo sapiens 5570 91089  91% 0.0 8544% 4998962 NW_0113327011

5570 88847 91% 00 8544% 5161414 NI_1876601

4804 77344 89% 00 8384% NW_
s 4786 13580 85% 00 83.76% 196384 NT_
H Homo sapiens 4786 13581 88% 00 8376% 327382  NI_187

s 4177 20356 88% 00 8371% 263054 NI 1876041

apens 4771 25761 89% 00 8371% 296527 NW_0033159431

[CHCHCECEC NN H < H << H< <N <N<]

no sapens 3377 37147 1% 00 8478% 2365364 NW_
He s 2905 6109 59% 00 8285% 204007 NW_025791798 1
Homo sapiens chromosome 10. GRCh38 014 Pomary Assembly Homo samens 2697 11989 63% 00 87.17% 133797422 NC |
Homo sapiens chroer me 12 GRCh38 014 Pamary Assembly Homo sapeens 1936 10963 65% 00 87.70% 133275309 NC O
4P 1785 7186 49% 00 87.89% 181538259 N

Sekil 2. Kromozom Y i¢in se¢ilen duplike bolgenin BLAST’lanmasi sonrasi interkromozomal
duplikasyonu gosteren sekil.
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Rastgele intrakromozomal duplikasyon se¢imi, en ideal bolge secilene kadar gergeklestirilmistir.
Kromozom Y i¢in en ideal duplikasyon bdlgesi belirlenene kadar isleme devam edilmistir ve sadece hedef
kromozom {izerindeki yogunlasan bir bdlge bulunarak primer-prob dizaynina gegilmistir. Kromozom 1,
kontrol i¢in kullanildigindan, diger hedef kromozomlarla eslesmedigi siirece sadece bu kromozom igin
interkromozomal segmental duplikasyonlara izin verilmistir.

Primer dizayni, filtrasyonlar sonrasi elde edilen intrakromozomal segmental duplikasyon sekanslari
ile Primer-BLAST araci (NCBI, ABD; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) yardimiyla
gergeklestirilmigtir. Bu amacla, cfDNA boyutu olan ~160 baz ¢ifti (base pair; bp) [26] baz alinarak,
primerlerin amplifiye edecegi amplikon boyutu 90-150 bp arasinda se¢ilmistir. Primer erime sicakligi (melting
temperature; Tm) oncelikli olarak 60°C seklinde belirlenmistir. Primer-BLAST ile 6nerilen ve Tm degerleri
optimal (her ikisi i¢in de 60°C ya da birbirlerine ¢ok yakin) primer ¢ifti tercih edilmistir.

Y kromozomu i¢in segilen ilk primer cifti asagida verilmistir.

CAAACAAACAAGGTGTAGGCTGAGAAAAATTTAGGGAACACATCTGAGAAGTGA
CTTTCAGTTAAAATGTACAAAGAAATAAGATGACCAAATTAATGATAGAG
ACCTCAGTAGGTACAGCAGCAA

FP: CAAACAAACAAGGTGTAGGCTG
RP: TTGCTGCTGTACCTACTGAGG
Tm: 60°C

Uriin boyutu: 126 bp

Primer ciftleri belirlendikten sonra, amplifiye olacak boélgeden prob dizaynina gecilmistir. Prob
iizerindeki floresan boyalar, kromozoma spesifik olacak sekilde dizayn edilmistir. Sistem dizayninda,
otozomal kromozomlarin (kromozom 1 varliginda 13, 18 ve 21) ve cinsiyet kromozomlarinin (kromozom 1
varhiginda X ve Y) farkl: tiiplerde taranmasi planlanmistir. Bu amagla, kromozom 1’de CyS5, kromozom 13’te
HEX, kromozom 18’de ROX ve kromozom 21°’de FAM tercih edilmistir. Kromozom X’te HEX ve kromozom
Y’de ise FAM se¢ilmistir. Prob dizayni sirasinda, secgilen sekans Tm’sinin 65°C ve sekansin iki primerden
birine yakin olmasina dikkat edilmistir. Buna goére kromozom Y i¢in segilen prob asagida verilmistir.

Prob: [FAM] TAGGGAACACATCTGAGAAGTGACTTTCAG [Q]

Bu ilk tasart ile intrakromozomal segmental duplikasyonlarda, duplikasyon arasi olas1 baz farkliliklar
gbozden gecirilmis ve dejenere primer-prob seti dizayni asamasina gegilmistir. Bu amagla, dncelikle ilgili
amplikon dizisi BLAST edilmistir. Kromozom Y i¢in hedeflenen amplikon dizisi, kromozom igerisinde 14
farkli bolgede tekrar etmektedir. BLAST sonucunda, her ne kadar baz benzerligi yiiksek oranda olsa da
bolgeler arasinda eslesmeyen bazlarin oldugu goriilmiistiir (Sekil 3).
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Sekil 3. Kromozom Y i¢in segilen hedef sekansin, bolgeler arasinda baz farkliligin1 gésteren
BLAST sonucu.

Duplike sekansin bolgeler arasinda minimal diizeyde farklilik gostermesi, primerler ve prob igin
sekanslarin dejenere hazirlanmasini ve bu sayede olas1 baglanma sorunlarinin 6nceden engellenmesini zorunlu
kilmigtir. Bu nedenle, primer ve prob dizileri, bir 6nceki adimdaki BLAST sonucu igerisinde manuel olarak
aranmistir. Primerin diger duplikasyon bolgesine baglanabilmesini saglamak amaciyla eslesmeyen ilgili bazlar
alternatifler olarak dejenere olarak dizayn edilmistir.

ST-AR-GE-SR-01 Gilincelleme Tarihi 01/01/2020 14



3.1.3. Primer-prob setlerinin optimizasyonu

Projenin bu doneminde son olarak, dizayn edilen dejenere primer-prob setleri, referans genomik DNA
ve cfDNA ile RT-PCR yardimiyla optimize edilmeye galisilmustir.

RT-PCR, yerli bir iireticinin (ZipPrime Biyoteknoloji) prob master miksi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Oncelikle tiim primer-prob setleri ayr1 ayri (monopleks) denenmis ve calisabilirlikleri
gosterilmistir. Monopleks c¢alisabilirligi  kanitlanan setlerle dupleks ve miiltipleks denemeler
gergeklestirilmigtir. Calismalar oncelikle ticari referans insan genomik DNA’s1t (Agilent Inc., ABD) ile
ylriitiilmistiir. Kullanilan reaksiyon bilesenleri Tablo 1°de listelenmistir.

Tablo 1. RT-PCR bilesenleri, konsantrasyonlar1 ve hacimleri.

Bilesen Hacim
2X Prob Master Miks 10 pl
FP (10 uM) 1yl
RP (10 uM) 1l
Prob (10 uM) 0,5 ul
DNA (20 ng/ul) Sul
Molekiiler saflikta su 2,5 ul

RT-PCR i¢in kullanilan termal profil, farkli denemeler sonrasi optimize edilmis ve Tablo 2’de
verilmistir. RT-PCR, BioRad CFX 96 (BioRad, ABD) cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizler,
amplifikasyon egrilerinin varligi ve rolatif floresans biriminin kalitatif kontrolii yapilarak gerceklestirilmistir.

Tablo 2. RT-PCR i¢in termal profil.

Sicakhik | Amacg Siire

95°C Basglangi¢ denatiirasyonu 5dk

95°C Dongii denatiirasyonu 10 sn 35 dongii
58°C Baglanma, uzama ve sinyal eldesi | 30 sn

Monopleks ilk denemeler sonucu elde edilen sonuglara gore, kullanilan primerlerin ve problarin
konsantrasyonlari revize edilmistir ve setler iki havuza ayrilmistir: Havuz 1) Kromozom 1, 13 ve 21 ve Havuz
2) Kromozom 1, X ve Y. Havuzlama islemi sonrasi elde edilen amplifikasyon egrilerine gore primerlerin ve
problarin konsantrasyonlar tekrar revize edilmistir ve denemelere devam edilmistir.

Referans insan DNA’s1 ile gergeklestirilen ¢aligmalar sonrasi havuzlanarak optimize edilen primer-
prob setleri ticari cfDNA ile de test edilerek preklinik ¢calismalar tamamlanmaistir.
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3.1.4. Dijital PCR calismalari

RT-PCR’da denemeler sonrasi, dPCR ile denemeler gerceklestirilmistir. dPCR ¢alismalari,
Stilla Naica System, Sapphire Chip ve Naica Multiplex PCR Mix (Stilla, Fransa) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Reaksiyonda, 5X PCR miksten 4 pl ve final olarak optimize edilen primer
konsantrasyonlar1 kullanilmistir ve reaksiyon hacmi 20 pl’ye ¢ekilmistir. RT-PCR’de oldugu gibi dPCR’de
de havuzlama yapilmistir. Reaksiyon islemi icin tercih edilen termal profil Tablo 3’de sunulmustur. Calismada
tek ornek, 4 replika halinde reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon sonrasi elde edilen veriler, Crystal Miner
(Stilla, Fransa) programi araciligryla gorsellestirilmistir.

Tablo 3. dPCR igin kullanilan termal profil.

Sicaklik Amag Siire

40°C Ayrisma (Partition) 12 dk

95°C Baglangi¢ denatiirasyonu | 10 dk

95°C Denatiirasyon 15 sn 10 dongii
58°C Baglanma 3dk

95°C Denatiirasyon 15sn 40 dongii
62°C Baglanma 1dk

25°C’ye diislis Salmim 33 dk

dPCR calismalar1 oncelikle ticari cfDNA (Trizomi 21; fetal fraksiyon: %10) ile gergeklestirilmistir.
Her bir primer-prob havuzu igin ornekler 4’lii replikalar halinde g¢alisilmistir. Elde edilen sonuglarin
optimizasyonu ve kiyaslanmast i¢in ticari bir dPCR kiti (iISAFE™ Non-Invasive Prenatal Test Assay; REF:
NIPT-100; Atila Biosystems, ABD) de ¢aligmaya dahil edilmistir. Bu ticari kit i¢in boya-hedef eslesmesi
Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo 4. iISAFE™ Non-Invasive Prenatal Test Assay kitinin floresan boya-hedef eslesmeleri.

Boya Hedef

Mavi Kromozom 18
Teal Kromozom 21
Yesil Kromozom 1

Sar1 Fetal hedef
Kirmizi | Kromozom 13
Infrared | Kromozom Y

Ik denemeler ve optimizasyon calismalar1 sonrasi, klinik ¢alismalara gecilmistir.
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3.2. Klinik Calismalar

Projenin ikinci yilin1 kapsayan bu is paketinde, gebe bireylerden elde edilen cfDNA’larda hedef
kromozomlarin, kontrol ticari kit varliginda gelistirilen sistemle taranmasi gergeklestirilmigtir. Klinik
calismalar oncesi Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan etik onay (Karar Tarihi:
23.01.2023; Karar No: 81) alinmustir.

3.2.1. Katihmeilarin belirlenmesi

Caligmaya 25 gebe birey retrospektif bir sekilde dahil edilmistir. Buna gore, rutin NIPT islemi i¢in
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na basvuran gebe bireylerden, NGS i¢in alinan
kanlardan izole edilen ve olas1 bir islem tekrari i¢in -20°C’de saklanan plazma &rnekleri kullanilmistir. Islem
Oncesi, bireylerden yazili ve sozlii onam almmistir. Caligmaya dahil edilen 6rneklerin NGS sonuglart
bilinmektedir. Buna gore, 25 6rnekten 12’°si 46, XX, 12’si 46, XY ve bir tanesi 47, XX (Trizomi 21; fetal
fraksiyon: 4,75)’tir.

3.2.2. ¢cfDNA izolasyonu

Plazma orneklerinden cfDNA izolasyonu, cobas® cfDNA Sample Preparation Kit (Roche
Diagnostics, Isvicre) yardimiyla gergeklestirilmistir. Protokolde kisaca 200 ul plazma drnegi plazma iizerine
250 ul proteinaz K ve 2 ml kit bileseni olan DNA PBB eklenmistir. Karisim, oda sicakliginda 30 dk inkiibe
edilmistir. Siire sonunda, 500 pl izopropanol eklenmistir ve iyice karistirilmistir. Karisim, kit bileseni olan
HPEA FT kolonlarma yiiklenmistir ve kolonlar 4000 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. islem sonrasi, HPEA FT
bir koleksiyon tiipiine alinmistir ve filtre tiipii (FT), 6nce kit bileseni olan 500 pl wash buffer I ve sonra 500
ul wash buffer II ile 8000 g’de 1 dk santrifiigasyon sayesinde yikanmistir. FT, 16000 g’de 1 dk bos
santrifiijlenerek alkol tamamen uzaklastirilmistir. Son olarak, filtre tizerine 20 pl eliisyon tamponu eklenmistir
ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. FT’ler 8000 g’de 1 dk santrifiijlenerek cfDNA’lar eliit edilmistir.

Izole cfDNA’larin konsantrasyonlart Qubit 4.0 (Thermo Scientific, ABD) ile florometrik olarak
belirlenmistir. Boyut analizleri ise 2100 Bioanalyzer System (Agilent Technologies, ABD) yardimiyla
gergeklestirilmistir.

Izole cfDNA’lerde kromozomal anomaliler, gelistirilen kit ve kiyaslama amaciyla dPCR temelli ticari
NIPT kiti ile tespit edilmeye ¢alisilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Preklinik Calismalar

Preklinik ¢aligmalarda, hedef kromozomlar1 (kromozom 1, 13, 18 ve 21 ve cinsiyet kromozomlar1 X
ve Y) ¢ogaltabilecek sekilde intrakromozomal segmental duplikasyon bolgeleri belirlenmistir. Belirlenen
lokuslar Tablo 5’te sunulmustur.

Tablo 5. Intrakromozomal segmental duplikasyon lokuslar1 (GRCh37).

Kromozom Lokus Tekrar Sayisi
1 Chr1:235525-267707 6
13 Chr13:42002718-42005879 4
18 Chr18:112546-131692 4
21 Chr21:11097541-11104547 4
X ChrX:52825890- 52827501 4
Y ChrY: 20215332-20223161 4

Hedef kromozomlar i¢in intrakromozomal segmental duplikasyonlar belirlendikten sonra dejenere
primer-prob setler dizayn edilmistir. Dizayn setler Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6. Eslesmeyen baz analizi sonrasi dizayn edilen dejenere primer-prob setleri.

Kromozom | Primer/Prob | Sekans (5’-3”)
1 FP ACAGCTGACTCATGTTGGGG
RP ACAACCAGTGTAGAGCAGAGT
Prob [Cy5] TGAGCACCCTGGTGTTGAGA[T/G]CAAG [Q]
13 FP G[A/G]T[T/C]ICTTTCT[G/A]TACTG|C/T]CA[T/C]CCTC
RP TGT[G/AJTA[-/C]CCCCJA/T]IGCGAC[T/G][G/T]TAG
Prob [HEX] TTCACACCCTGG[G/AJACA[T/CITATCTTCCAT[C/A]T [Q]
18 FP [C/T][A/G]CC[T/C]GT[A/G]A[C/T]CCCA[G/A][C/AJACTT
RP GA[G/A]JACIG/T]GGGTTT[C/T][A/G/T]CCATGT
Prob [ROX]
G[G/T][T/C][C/T][G/A/T][A/C][A/G]G[C/T][A/G]GG[T/CIGGATCAC[C/T]TG
[Q]
21 FP CAG[A/G][T/C][G/A]G[T/A]C[C/T]C[C/TT[A/G][C/TT[A/G][A/G]CACA
RP [T/C][G/A][T/CIGG[C/AJAATCCT[-/C][-/T]ICTGA[C/G]CA[C/T]
Prob [FAM] GCAJA/T]IGGGCC[G/C][G/A]G[T/G]JAACCA[T/C]GGTG [Q]
X FP AAC[T/CJ[G/AJATCTGCI[T/C][G/-][C/-][C/-]GCTCC
RP CTGTGGGGAAGGGCTTGA[C/A][A/G]
Prob [HEX] CTCCATGTTTAATGTTCATGGTTCACATGGA [Q]
Y FP CAAA[C/AJAAACAAGGTG[T/CIAGGCTG
RP TTG[C/G]TGC[T/A]GTA[C/T]CTACTGAGG
Prob [FAM] TAGG[G/T]AACACATCTGAGAAGTGACTTTCAG [Q]

Monopleks olarak denenen primer-prob setleri ile elde edilen sonuglar Sekil 4’te sunulmustur.
Gergeklestirilen galigmalar ile kromozom 18 haricindeki tiim hedef kromozomlar amplifiye edilebilmistir.
Kromozom 18 i¢in primer-prob setinin, konsantrasyonlarinin ve PCR termal profilinin degistirilmesine
ragmen bir pozitif bir sonug elde edilememistir. Kromozom 18’1 hedefleyen prob, ROX isaretlidir. Yerli prob
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tireticisinin, FAM, HEX ve Cy5 haricinde iirettigi problarda sorun fark edilmistir. Bu nedenle, kromozom 18
calismadan c¢ikartilmistir.

Sekil 4. Monopleks olarak her bir primer-prob seti i¢in ayr ayr gergeklestirilen RT-PCR sonucu. A.
Kromozom 1 (CY5), B. Kromozom 13 (HEX), C. Kromozom 21 (FAM), D. Kromozom X (HEX) ve E.
Kromozom Y (FAM) i¢in dizayn edilen primer-prob setleri ile iki farkli referans insan genomu (kadin ve

erkek) kullanilarak elde edilen amplifikasyon egrileri.

Monopleks denemeler sonrasi, ilk belirlenen konsantrasyonlarla (Tablo 1), miiltipleks RT-PCR
denemeleri gergeklestirilmistir. Elde edilen ilk sonuglara gore havuzlardaki dongii esigi (cycle threshold; CT)
degerleri gbz oniine alinarak primer-prob setlerinin konsantrasyonlari revize edilmistir. Buradaki ana hedef,
Ct degerlerinin ii¢ boya i¢in de birbirlerine yakin olmasi saglamak olmustur. Buna gore, her bir primer-prob
havuzu i¢in olusturulan reaksiyon miksi igerikleri Tablo 7 ve 8’de sunulmustur. Bu protokoller ile
gergeklestirilen miiltipleks ¢aligmalar ile optimal (Ct degerleri birbirlerine yakin) amplifikasyon egrileri elde
edilebilmistir.

Tablo 7. Kromozom 1, 13 ve 21’1 hedefleyen havuz i¢in revize edilen reaksiyon miksi icerigi.

Bilesen Hacim (ul)
Reaksiyon matermiksi 10
Kromozom 1 _FP (10 uM) 0,5
Kromozom 1 RP (10 uM) 0,5
Kromozom 1 Prob (10 uM) 0,2
Kromozom 13 FP (10 uM) 0,8
Kromozom 13 RP-1 (10 uM) 0,8
Kromozom 13 Prob (10 uM) 0,4
Kromozom 21 FP (10 uM) 0,8
Kromozom 21 RP-1 (10 uM) 0,8
Kromozom 21 RP-2 (10 uM) 0,8
Kromozom 21 RP-3 (10 uM) 0,8
Kromozom 21 RP-4 (10 pM) 0,8
Kromozom 21 Prob (10 uM) 0,5
DNA (1-4 ng/ul) 5
Steril su 1,5
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Tablo 8. Kromozom 1, X ve Y’yi hedefleyen havuz i¢in revize edilen reaksiyon miksi igerigi.

Bilesen Hacim (pl)
Reaksiyon matermiksi 10
Kromozom 1 FP (10 uM) 0,5
Kromozom 1 RP (10 uM) 0,5
Kromozom 1 Prob (10 uM) 0,2
Kromozom X FP-1 (10 uM) 0,8
Kromozom X FP-2 (10 uM) 0,8
Kromozom X FP-3 (10 uM) 0,4
Kromozom X FP-4 (10 uM) 0,8
Kromozom X RP (10 uM) 0,8
Kromozom X Prob (10 uM) 0,5
Kromozom Y FP (10 uM) 1,0
Kromozom Y _RP (10 uM) 1,0
Kromozom Y Prob (10 uM) 0,5
DNA (1-4 ng/ul) 5
Steril su 1,8

Multipleks RT-PCR’1n referans insan genomu ile optimizasyonu sonrast, ticari cfDNA ile de yukarida
verilen igerikler kullanilarak RT-PCR islemi ger¢eklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, gelistirilen primer-prob
mikslerinin ¢cfDNA ile de ¢alisabilirligini kanitlamistir (Sekil 5).

Sekil 5. Miiltipleks RT-PCR ile elde edilen optimal amplifikasyon egrileri. Ust: Primer-prob havuzu I
(Kromozom 1: Cy5, 13: HEX ve 21: FAM) ve Alt: Primer-prob havuzu II (Kromozom 1: Cy5, X: HEX ve
Y: FAM). Materyal: Referans cfDNA.
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RT-PCR isleminin her iki primer havuzu ile basarili bir sekilde gerceklestirildiginin goriilmesi ile
klinik caligmalar dncesi gelistirilen sistem ve ticari kit ile bir referans cfDNA (Trizomi 21; fetal fraksiyon:
%10) kullanilarak 6ncii bir dPCR c¢alismasi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar kalitatif olarak
degerlendirilmistir ve gelistirilen sistemin sonuglarmin (Sekil 6) ticari kitinkiler (Sekil 7) ile korele oldugu

gOrilmiistir.
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Sekil 6. Gelistirilen sistem ile referans cfDNA kullanilarak gergeklestirilen dPCR sonrasi elde edilen

floresans dagilimi. X ekseni: Damlacik (droplet) indeksi ve Y ekseni: Floresans. Sol kolon; Mavi (FAM):
Kromozom 21, Teal (HEX): Kromozom 13 ve Kirmiz1 (Cy5): Kromozom 1 ve Sag kolon; Mavi (FAM):
Kromozom Y, Teal (HEX): Kromozom X ve Kirmiz1 (Cy5): Kromozom 1. cfDNA materyal cinsiyeti:
Erkek.
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Sekil 7. Ticari NIPT kiti ve referans cfDNA materyali kullanilarak gergeklestirilen dPCR sonrasi elde edilen
floresans dagilimi. X ekseni: Droplet Indeksi ve Y ekseni: Floresans. Mavi: Kromozom 18, Teal: Kromozom
21, Yesil Kromozom 1, Sar1: Fetal hedef, Kirmizi: Kromozom 13 ve Infrared: Kromozom Y. cfDNA
materyal cinsiyeti: Erkek.

Kantifikasyon analizi i¢in normal oldugu bilinen bir dérnege ihtiya¢ duyuldugundan bu adim “Klinik
caligmalar” kisminda sunulmustur.

4.1.1. Klinik ¢calismalar

Calismaya, 25 drnek retrospektif olarak dahil edilmistir. Bu 6rneklerden birinde NGS ile trizomi 21
tespit edilmistir. Kalan 24 o6rnek, cinsiyet agisindan yar1 yariya dagilmak iizere normal kromozom sayisina
sahiptir.

Caligsma amaciyla klinik tan1 amactyla gebe bireylerin periferik ven6z kanindan ayristirilan plazma
ornekleri kullanilmistir. cfDNA izolasyonu sonrasi érneklerin konsantrasyonlar1 belirlenmistir ve bu degerler
Tablo 9’da sunulmustur. Kullanilan plazma ile izole edilen cfDNA miktarlarinin goreceli olarak diisiik oldugu
gorilmiistiir.
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Tablo 9. izole cfDNA konsantrasyonlari.

Ornek 20 pl final hacimdeki miktar
(ng)
1 3,63
2 4,73
3 2,38
4 5,45
5 1,55
6 3,58
7 2,18
8 2,445
9 3,16
10 0,49
11 4,68
12 3,36
13 4,82
14 5,34
15 1,25
16 1,13
17 4,01
18 2,17
19 3,05
20 4,13
21 2,00
22 5,87
23 2,93
24 1,98
25 6,70

Konsantrasyon bilgisine ek olarak, izole cfDNA’larin boyut analizi de gerceklestirilmistir. Elde
edilen sonuglar, tiim izolatlarin yaklasik 150 bp oldugunu gostermistir (Sekil 8).
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Sekil 8. izole cfDNA’larin boyut analizi. A. 11 6rnek icin analiz sonucu ve B. Bir hasta icin detayli
boyut analizi gorseli.

Analizler sonrasinda, cfDNA konsantrasyonlari diigiik bulunmus olsa da boyutlarinin optimal olmasi
nedeniyle dPCR calismalaria devam edilmistir.

Klinik caligmalar 6ncesi, kromozom kopya sayisinin sayisal olarak analizi gerceklestirilmeye
caligilmistir. Bu amagla, dortlii replika halinde ¢aligilan anomalili (Trizomi 21) cfDNA materyalinin, Cystal
Miner programu ile verilen total ve pozitif droplet sayilar1 (bir 6rnek sonug Sekil 9’da paylasilmistir), normal
oldugu bilinen bir 6rnegin sonuglarina korele edilmistir. Literatiirde her ne kadar pozitif droplet sayisinin,
dPCR sonuglarinin dogrudan kantifikasyonu i¢in kullanilabilecegi belirtilse de [21] kopya sayis1 degisimi ve
dolayisiyla pozitif droplet sayisi minimal olacagindan, RT-PCR i¢in gegerli olan ve korelasyona dayanan 2-
deltadeltaCt [27] formiilii tercih edilmistir.
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Blue Channel eal Channe Channel

Chamber Name Chambey Nb Droplets  Dilution C (cp/ul) Nb Pos t p/u Nb P Dilution C (cp/ul) Nb Pos
Context
$-0742550-9-A1_Sample 1l 22560 1 1117 11323 1 1160 11622 1 1156 11594
$-0742550-9-81_Sample2 22133 1 1122 11143 1 1113 11081 1 1190 11596
$-0742550-9-C1_Sample3l 23579 1 1094 11664 1 1061 11415 1 1169 12205
$-0742550-9-D1_Sampled 24091 1 1122 12127 1 1165 12441 1 1173 12503
Infra-Red
Red Channel Channel
Dilution C (cp/ul) Nb Pos Dilution C(cp/uL) Nb Pos
1 2,35 33 1 1144 11511 1 53 733
1 2,54 35 1 1174 11496 1 53,7 729
1 2,11 31 1 1195 12389 1 52,7 762
1 2,33 35 1 1184 12581 1 58,8 867

Sekil 9. dPCR sonrasi sayisal sayisal olarak elde edilen temsili sonuglar. Materyal: Referans cfDNA; Kit:
Ticari dPCR NIPT Kkiti.

Sayisal hesaplar i¢in Onerilen 2~-deltadeltaCt (dPCR igin droplet sayisi) yaklasiminda, her 6rnek
0zelinde internal kromozom (kromozom 1) ve total droplet sayisi kullanilarak normalize edilmistir. Daha
sonra elde edilen degerler, birbirleri icerisinde korele edilmistir. Ornek bir hesaplama, normal &rnekle
gergeklestirilen bir calisma egliginde (Sekil 10) asagida sunulmustur.

Blue Channel eal Channe Channel
Chamb
Chamber Name amee  Nb Droplets  Dilution C (cp/ul) Nb Pos dilutior cp/ul NE Dilution C (cp/ul) Nb Pos
Context
S-0742369-7-A3_Sampleoll 25236 1 1134 12794 1 1132 12780 1 1153 12946
$-0742369-7-83_Sample1l 21585 1 1198 11365 1 1192 11324 1 1200 11375
S-0742369-7-C3_Sample 1l 21112 1 1177 10979 1 1216 11228 1 1225 11283
1. 5-0742369-7-D3_Sample1 19789 1 1158 10182 1 1241 10667 1 1241 10664
Infra-Red
Red Channel Channel
Dilution C (cp/uL) Nb Pos Dilution C (cp/ul) Nb Pos
1 2,99 47 1 1132 12785 1 0,83 13
1 3,94 53 1 1226 11540 1 1,04 14
1 3,88 51 1 1225 11279 1 137 18
1 2,84 35 1 1240 10660 1 1,86 23

Sekil 10. dPCR sonrasi sayisal olarak elde edilen temsili sonuglar. Materyal: Normal fetal cfDNA; Kit:
Ticari dPCR NIPT kiti.
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Caligma grubu: Referans cfDNA materyali (47, XY ; trizomi 21; fetal fraksiyon: %10; Sekil 9)

Kontrol grubu: Normal karyotipe (46, XX; fetal fraksiyon: %4,97) sahip oldugu NGS ile bilinen 6rnek (Sekil
10).

Calisma grubu icin;

Ntotal=Caligma grubu_Ntotal=(22560+22133+23579+24091)/4=20090,75

Npoz_teal=Calisma grubu-Kromozom 21(Teal) Npoz=(11622+11081+11415+12441)/4=11639,75
Npoz_mavi=Caligma grubu-Kromozom 13(Mavi) Npoz=(11323+11143+11664+12127)/4=11564,25
Npoz_yesil=Calisma grubu-internal(Yesil) Npoz=(11594+11596+12205+12503=47898)/4= 11974,5
(Npoz_teal)-(Npoz_yesil)=11639,75-11974,5=-334,75
(Npoz_mavi)-(Npoz_yesil)=11564,25-11974,5=-410,25
A=[(Npoz_teal)-(Npoz_yesil)]/Ntotal=-334,75/20090,75=-0,017766855
B=[(Npoz_mavi)-(Npoz_yesil)]/Ntotal=-410,25/20090,75=-0,014497147

Kontrol grubu i¢in;

Ntotal=Kontrol grubu Ntotal=(25236+21585+21112+19789)/4=21930,5
Npoz_teal=Kontrol grubu-Kromozom 21(Teal) Npoz=(12780+11324+11228+10667)/4= 11499,75
Npoz_mavi=Kontrol grubu-Kromozom 13(Mavi) Npoz=(11323+11143+11664+12127)/4=11330
Npoz_yesil=Kontrol grubu-internal(Yesil) Npoz=(12946+11375+11283+10664)/4= 11567
(Npoz_teal)-(Npoz_yesil)=11499,75-11567=-67,25
(Npoz_mavi)-(Npoz_yesil)=11330-11567 =-237
C=[(Npoz_teal)-(Npoz_yesil)]/Ntotal=-67,25/21930,5=-0,003066506
D=[(Npoz_mavi)-(Npoz_yesil)]/Ntotal=-237/21930,5=-0,010806867
Rolatif (Trizomi21/Normal) kromozom 21 kopya say1si=2x2"-(A-C)=2x2"-(-0,011430642)=2,015909176
Rolatif (Trizomi21/Normal) kromozom 13 kopya sayis1=2x2"-(B-D)=2x2"-(-0,006959988)= 2,009671903
Yukarida ticari NIPT kiti ile gerceklestirilen hesaplamalar, iiretici firma ile paylasilmistir ve
hesaplamalarin dogrulugu teyit edilmistir. Buna gore, %10 fetal fraksiyon ile kromozom kopya sayisinda
virgiilden sonra tigiincii rakamin degisimi ile trizomi tanisinin konuldugu beyan edilmistir. Bu hassasiyet, her
ne kadar replikali g¢alisma ile yakalanabilecek olsa da tarafimizca manipiilasyona acgik seklinde
yorumlanmustir.
Ticari kitle izlenen bu metodolojinin aynisi, proje kapsaminda gelistirilen sistemle de izlenmistir. Elde

edilen sonuglar, 6rek fetal fraksiyon yiizdesine bagli degiskenlik gostermistir. Klinik 25 6rnek igin ticari kit
ve proje kapsaminda gelistirilen kitle elde edilen sonuglar Tablo 10°d1 sunulmustur. Gelistirilen sistemle elde
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edilen sonuglar, 4 yanlis pozitif ve tek pozitif hasta i¢in yanlis negatiflikle sonuglanmistir. Ancak ayni hastalar
0zelinde olmasa bile yiiksek yanlis pozitiflik oranina ticari dPCR NIPT kitinde de rastlanmistir.

Tablo 10. Klinik 6rnekler i¢in kiyaslamali olarak gergeklestirilen tarama sonuglari.

Ornek | Karyotip | Fetal fraksiyon | Atila sonucu | Gelistirilen
(NGS ile) | % (NGS ile) sistem sonucu

1 46, XX 1,17 Normal Monozomi 13?

2 46, XX 5,67 Normal Normal

3 46, XX 2,83 Normal Trizomi X?

4 46, XY 4,77 Normal Normal

5 46, XX 5,44 Trizomi 18? | Normal

6 46, XY 6,02 Normal Normal

7 46, XY 4,00 Normal Normal

8 46, XX 3,56 Normal Normal

9 47, XX 7,82 Trizomi 21 Normal?

10 46, XY 4,02 Normal Normal

11 46, XX 3,98 Normal Normal

12 46, XY 1,77 Trizomi 13? | Trizomi 217

13 46, XX 3,44 Normal Normal

14 46, XX 8,21 Normal Normal

15 46, XY 4,11 Normal Normal

16 46, XY 6,17 Normal Normal

17 46, XY 5,85 Normal Normal

18 46, XX 4,19 Normal Normal

19 46, XX 6,33 Normal Normal

20 46, XX 2,16 Normal Trizomi 217

21 46, XY 3,90 Normal Normal

22 46, XY 2,76 Normal Normal

23 46, XY 5,01 Normal Normal

24 46, XY 3,14 Normal Normal

25 46, XX 5,93 Normal Normal
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5. TARTISMA/SONUC

Sunulan proje, hedef kromozomlarda intrasegmental duplikasyonlar1 hedefleyerek dPCR temelli yeni
bir NIPT kiti gelistirmeyi ve muadil kit varliginda klinik validasyonu amaglamistir. Bu ama¢ dogrultusunda,
kromozom 1 internal kontrol tutularak, kromozom 13, 21, X ve Y iizerinden intrasegmental duplikasyon
bolgeleri belirlenmistir; miiltipleks ¢alisabilecek primer-prob setleri dizayn edilmistir; setler referans genomik
materyaller yardimiyla optimize edilmistir ve gercek klinik drneklerde validasyon ¢alismalar yiirtitiilmiistiir.
Referans genomik ve cfDNA ile gerceklestirilen caligmalar, gelistirilen sistemin ¢alisabilirligi agisindan umut
vaat edici olsa da gercek klinik orneklerle gerceklestirilen calismalarda, 6zellikle fetal fraksiyonun diisiik
oldugu vakalarda yanlis pozitiflik oranlarinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak, bu durumun ticari olarak
mevcut olan kit i¢in de gegerli oldugu fark edilmistir.

NIPT, sosyoekonomik nedenlerle gebelik yasmin arttigi giinlimiiz diinyasinda kritik bir ilk asama
tarama testi roliinii tistlenmektedir. Ancak rutin uygulamalarda sik¢a tercih edilen NGS metodu, NIPT nin
ulagilabilirligini maliyet ve zaman parametreleri 6zelinde kisitlamaktadir. Bu durum, yiiksek hassasiyetli
deteksiyon olanagi saglayan dPCR gibi metotlarin 6neme isaret etmektedir. dPCR'nin 6nemli avantajlarindan
biri, DNA molekiillerinin mutlak niceligini iiretebilmesi ve fetal andploidinin dogru tespiti i¢in kritik 6neme
sahip bir hassasiyet seviyesi saglamasidir. Ayrica, dPCR'nin standart egrilere ihtiya¢c duymadan hedef dizileri
cogaltma ve analiz etme yetenegi, saglamligini ve tekrarlanabilirligini artirarak onu prenatal tanida degerli bir
arag haline getirir [24].

dPCR teknolojilerin NIPT i¢in kullanilmasinin ekonomik etkileri de onemli Ol¢lide farklilik
gostermektedir. NGS platformlarinin ilk kurulum ve isletme maliyetleri, 6rnek hazirlama ve veri igleme igin
gereken gelismis altyapi nedeniyle 6nemli olsa da yiiksek verimli uygulamalarda test bagina maliyet diiger.
Buna karsilik, dPCR sistemlerinin uygulanmasi nispeten daha ucuzdur ve daha diisiik ilk yatirim gerektirirken,
ozellikle yalnizca belirli andploidi profillerinin gerekli oldugu durumlarda hedefli testlerde yiiksek hassasiyet
saglar. Sonug¢ olarak, dPCR'nin klinik faydasi, belirli testlerin gerekli oldugu durumlarda en st diizeye
cikarilabilir ve kaynaklarin kisitli oldugu ortamlarda uygun maliyetli bir alternatif sunabilir [28].

Literatiirde, dPCR temelli gelistirilen NIPT kitlerine siklikla rastlanmaktadir. Bu ¢alismalarda, hedef
kromozomlar (6zellikle kromozom 13, 18, 21, X ve Y) lizerindeki farkli lokuslar1 hedefleyen primer-prob
setleri dizayn edilmistir ve klinik 6rneklerde bu setlerin performanslar1 (duyarlilik ve spesifite) test edilmistir.
Bu ¢alismalarda, dPCR’1n potansiyeline ¢ok¢a vurgu yapilmistir [29].

Sunulan g¢aligmada, tek set-goklu bdlge yaklagimiyla intrakromozomal segmental duplikasyonlar
hedeflenmistir. Literatiirde intrakromozomal segmental duplikasyonlar {izerinden dPCR NIPT Kkitleri
gelistirildigi iddia edilse de yapilan incelemeler, bu ¢alismalardaki primer-problarin aslinda interkromozomal
oldugunu ve bu durumun bu denli hassas bir test i¢in sorun yaratabilecegini gostermistir [3].

Sunulan proje kapsaminda iki farkli primer-prob havuzu seklinde gelistirilen sistem, 6zellikle RT-
PCR’de ideal bir potansiyel gostermistir. Ancak, fetal cfDNA’daki sayisal anomalilerin RT-PCR ile tespiti
miimkiin degildir. dPCR ile gerceklestirilen ¢aligmalar ise girdi konsantrasyonuna ve fetal fraksiyona bagh
olarak yanlis pozitiflik ve negatiflik oraninin artacagina isaret etmektedir. Fetal fraksiyon, anne kanindan izole
edilen cfDNA’da fetiise ait genetik materyalin yiizdesini ifade eder ve genellikle %5 civarindadir [30]. Bu
nedenle, tespit edilmeye ¢alisilan fetal andploidilerde kantitatif olarak goriilecek farklilik minimaldir. Bu
durum, sadece dPCR’nin degil NIPT de sikilikla kullanilan NGS yaklagiminin da en énemli limitasyonudur
[31]. Fetal fraksiyon, gebelik siiresi uzadikg¢a artmaktadir; ancak artan gebelik siireleri, gebeligin sonlanmasi
acisindan etik ve yasal sorunlar1 beraberinde getirmektedir [32]. Buna ek olarak, cfDNA materyalini izole
eden kit ve plazma saklama siireleri de cfDNA miktarlarini etkileyen parametreler arasindadir [33]. Calisma
kapsaminda, retrospektif olarak degerlendirilen plazma 6rnekleri, diisiik cfDNA konsantrasyonu ve artmig
yanlis pozitiflik/negatiflik oranlart ile iligkili olabilir. Ancak, cfDNA materyalinin konsantrasyonunun optimal
bir dengesinin olmamasi, NIPT i¢in hesaba katilmasi gereken hususlardandir. Nitekim, sadece gelistirilen kit
degil ticari olarak mevcut olan kit de benzer yanlis negatiflik/pozitiflik oranlar1 sergilemistir. Bu durum, dPCR
ya da benzeri yontemlerde ya da rutinde sikga tercih edilen NGS metodunda, fetal fraksiyonun 6nemine isaret
etmektedir.
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Proje kapsaminda gelistirilen sistemin goreceli olarak diisiik olan yanlis negatifligi, bir ilk basamak
tarama yaklagimi olarak diisiiniilebilecek NIPT i¢in yine de umut vaat etmektedir. Genetik hastaliklarin
molekiiler tanisi, daha kabul goren ve altin standart olarak goriilen sistemlerle dogrulamayi zorunlu kilar.
Onerilen sistemin daha da optimize edilmesi ve yanlis negatifligin ortadan kaldirilmasi ile yanls pozitiflik,
sonraki dogrulama adimlaria yonlendirme ile ortadan kaldirilabilir. Boylece, tan1 amaciyla bagvuran birgok
gebe bireyde dPCR, minimum maliyetle ilk basamak testi olarak onerilebilir. Yine de daha fazla katilimer ile
ileri klinik caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sunulan c¢alisma ile agiga ¢ikartilan sistem, dPCR temelli NIPT kiti olmasinin yani sira dzellikle
yenidoganda sayisal kromozomal anomalilerin taranmasinda kullanilabilir. Bu durumda, periferik venoz
kandan izole edilecek yogun miktardaki genomik materyalle calismalar RT-PCR ve/veya dPCR ile
gergeklestirebilir ve yenidoganda yasamla bagdasan sayisal kromozomal anomaliler tespit edilebilir. Bu
calismalarin yiiriitiilmesine arastirma grubumuzca devam edilmektedir.

5.1. Oneriler

Girisimsel olmayan prenatal tani testlerinin 2012 yilinda kullanima sunulmasi, prenatal tanida yeni
bir donemin habercisi olmustur. Ilk basta 21. Kromozom, daha sonraki siirecte 13 ve 18. Kromozomlar daha
sonra cinsiyet kromozomlar1 eklenmistir. Giincel olarak bu yontemlerle 24 kromozoma ait 7-10 Mb diizeyde
sonug verilmesi ¢i1g1ir agici bir yontemdir. Ancak bu yontem genel toplum taramalar1 i¢in maliyet etkin degildir.
Bu projenin konusu olan dijital PCR ile 21,13 ve 18. kromozomlara ait sayisal anomalilerinin taranmasi ise
hizli ve diisiik maliyetli tarama yapma imkan1 vermekle beraber toplum taramalarinda maliyet etkin bir yontem
olacagini diistinmekteyiz. Bu nedenle daha biiyiik vaka serilerinde bu yontemin giivenilirli§inin gosterilmesini
onermekteyiz.
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