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KASUTATUD LUHENDID

AC — amniotsenees

AFP — alfa-fetoproteiin

ccfDNA — circulating cell-free DNA, tsirkuleeriv rakuvaba DNA

cffDNA — cell-free fetal DNA, rakuvaba loote DNA

cfpDNA — cell-free placenta DNA, rakuvaba platsenta DNA

CMA — chromosomal microchip analysis, mikrokiibi kromosoomanaliiiis

CVS — chorionic villus sampling, koorionbiopsia

DANSR - digital analysis of selected regions, selekteeritud regioonide digitaalne analiiiis
FISH — fluorestsents méargisega in situ hiibridistatsioon

GC — guaniin-tsiitosiin

hCG - inimese koorionigonadotropiin

NGS — next generation sequencing, teise pdlvkonna sekveneerimine

NIPT — non-invasive prenatal testing, mitteinvasiivne siinnieelne diagnostika

NT — nuchal transluceny, loote kuklapiirkonna labikumavus

PAPP-A — pregnancy associated plasma protein-A, rasedusega seotud plasma proteiin-A
SNP - single nucleotide polymorfism, iihenukleotiidne poliimorfism

UE3 — konjugeerimata dstriool

UH — ultraheliuuring

B-hCG — beeta-kooriongonadotropiin



SISSEJUHATUS

Siinnieelne diagnostika on ldbimas murdelist ajapunkti. Molekulaarse tehnoloogia
ning diagnostika areng dikteerib siinnieelse info kvaliteedi tdusu ning uute meetmete
kasutusele vottu. Senine siinnieelne diagnostika pakub rasedatele vereseerumi biokeemiliste
markerite kontrolli koos ultraheliskriinimisega. Korge riskiga rasedatele pakutakse voimalust
invasiivse testiga méérata loote kartiotiiiip. Invasiivselt loote rakkude emaiisast vGtmine voib
ohustada normaalset raseduse kulgu ning pdhjustada iseeneslikku aborti. Uuem siinnieelne
testimine keskendub ohutule testimisele mitteinvasiivsetel meetoditel.

Juba rohkem kui 70 aasta tagasi uurisid Mandel ja Metais rakuvéliste nukleiinhapete
leidumist nii tervete kui haigete indiviidide vereplasmas. Tol ajal nende t66 markimisvaarset
kajastamist ei saanud, kuni 1970-ndate aastateni, mil tuvastati suurenenud rakuvaba DNA
kontsentratsiooni véhihaigete veres. Avastus pani teadlasi uurima ka loote DNA olemasolu
voimalikkusele ema vereringes, mis sai kinnitust méédunud sajandi 16pus. Rakuvilise loote
DNA avastamine rasedate veres on andnud tduke téiesti uutele mitteinvasiivsetele siinnieelse
testimise meetoditele.

Loote genoomi aneuploidsus ehk kromosoomi arvu muutus on kdige sagedasem
stinnieelne haiguse ja raseduse katkemise pohjus. Kromosoomide arvu muutusi lootes
pohjustavad sageli ebakorrapirased meioosi rakujagunemised, mis on viga tihedalt seotud
raseda korge bioloogilise vanusega (>35). Eestis on viimase 20 aastaga toimunud maérgatav
tous esimest last kandvate rasedate vanuses ning ilmselt jatkab see number tdusujoones.
Siinnieelne diagnostika on suunatud suuresti loote kromosomaalsete arvu muutuste
prenataalsele madramisele.

Rakuvilist loote DNA-d esineb ema vereringes keskmiselt 10 % kogu rakuvaba DNA-
st, mis vajab seetdttu analiitisiks tundlikku tehnoloogiat. Rakuvilise loote DNA analiiiis teise
polvkonna sekveneerimisega on nédidanud tdpseid tulemusi loote aneuploidsuse méairamisel.
Samal meetodil on ndidatud ka subkromosomaalsete genoomi muutuste, monogeensete
haiguste ning rasedusega seotud komplikatsioonide detekteerimise voimalikkust. Teiselt poolt
on loote genoomi sekveneerimine tehniliselt keeruline, kallis ning tostatab mitmeid eetilisi
kiisimusi.

Kéesoleva referatiivse bakalaureusetoo eesmérgiks on anda iilevaade Kkliinilises
praktikas kasutusel olevast siinnieelsest diagnostikast ning selle meetoditest. Pohjalikumalt

kasitletakse uuemate mitteinvasiivsete DNA testide voimalusi, eeliseid ja puuduseid.



1 KAASASUNDINUD HAIGUSED

Kaasasiindinud haigused eksisteerivad juba siindides, avaldudes tihti enne siindi voi
arenevad vilja esimeste elukuude jooksul. Kaasasiindinud haiguse tekke pohjus voib olla
geneetiline ehk genoomis toimunud muutuste tagajarg. Kromosoomi struktuuri, arvu, suuruse
vOi selle mingi piirkonna mutatsioonid vdivad pohjustada loote viddrarenguid, raseduse
tiisistusi, erinevaid loote- ning lapseea haiguseid, intellektuaalset mahajaamust, arenguhdired
jne. Sellised kromosomaalsed muutused on seotud probleemidega vanemate sugurakkude
mitootilises voi meiootilises lahknemises, mille tekketdendosus suureneb ema vanuse tdusuga

(Allen jt., 2009).

1.1 Kromosoomi arvu muutus

Aneuploidsuseks  nimetatakse =~ organismi  lksikkromosoomi  vdi  suurema
kromosoomldigu arvu kordsust voi puudumist. Sellise genotiiiibilise muutusega kaasnevad
fenotiiiibiliste tunnuste suured muutused nagu nditeks vaimne mahajdamus. Kui genoomis
toimub tihe kindla kromosoomi arvu muutus, on tegemist trisoomia vdi monosoomiaga.

Trisoomia korral on genoomis iiks lisa kromosoom. Sagedamini esinev ndide on Downi
stindroom, kus on toimunud 21. kromosoomi arvu muutus — kokku on Downi siindroomiga
indiviidil kolm 21. kromosoomi koopiat kahe asemel. Selline genoomi muutus pdhjustab
fenotiitibis  siindroomile iseloomulikke n&ojooni ning intellektuaalset mahajaamust.
Keskmiselt 30 % Downi siindroomiga rasedustest katkeb, kuid enamik siindinud indiviidid
elavad kuni 60-ndate eluaastateni (Petersen ja Mikkelsen, 2000).

Edwardsi stindroom ehk 18. kromosoomi trisoomia on teine kdige sagedamini esinev
autosomaalne trisoomia, pohjustades intellektipuuet ning mitmete siseorganite vadrarenguid.
Ainult 10% siindinutest elavad kauem kui iiks eluaasta (Petek jt., 2003; Wu jt., 2013).

Kromosoom 13 trisoomia ehk Patau siindroom on seotud raske intellektuaalse puude
ning anatoomiliste vadrarengutega. Samuti kannatavad patsiendid mitmete raskeloomuliste
terviseprobleemide (stidamepuudulikkus, hiipotoonia, aju- voi seljaaju probleemid jpt) all,
ning sarnaselt Edwardsi siindroomile surevad rohkem kui 80 % patsientidest esimese eluaasta
jooksul (Wu jt., 2013).

X-sugukromosoomi trisoomia pdhjustab Klinefelteri siindroomi (47, XXY), mis
mdjutab meeste fuisilist ja kognitiivset arengut ning viljakust. X-kromosoomi arvu kordsus
on véga sagedaselt esinev trisoomia, mis voib avalduda kergete siimptomitega ning jaab tihti

diagnoosimata (Boada jt., 2009). Turneri siindroom, mille korral puudub osaliselt voi
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taielikult tiks sugukromosoomist (45, X), mdjutab naiste munasarjade arengut ning pohjustab

viljatust (Bondy ja Turner Syndrome Study Group, 2007).

Tabel 1. Sagedaste ancuploidsete siindroomide esinemissagedused elussiindinud laste kohta
(peatiikis leiduvate viidete pohjal). 2013. aastal viidi Eestis 1dbi 879 invasiivset protseduuri,
kromosoomanomaalia leiti 63 lootel (seal hulgas tabelis puuduvad genoomi muutused nagu
triploidsus, struktuursed aberratsioonid, translokatsioonid jms).

Siindroom Esinemissagedus 2013. aastal leitud

kromosoomanomaaliad

Downi siindroom 1:1000 27:879
Edwardsi stindroom 1:3000 7:879
Patau siindroom 1:5000 5:879
Klinefelteri siindroom  1:650 (meestel) 2:879
Turneri siindroom 1:2500 (naistel) 1:879

Kromosoomi arvuline muutus on inimestel kdige sagedasemalt esinev genoomi
mutatsioon: 5 %-1 kdigist kliiniliselt jalgitud rasedustest esineb trisoomia vdi monosoomia
(Hassold ja Hunt, 2001). Varase raseduse iseenesliku katkemise tagajérel jadvad suurem osa

loodete aneuploidsustest diagnoosimata (Menasha jt., 2005).

1.2 Kromosoomi struktuurne muutus

Kromosoomide struktuuris vodivad tekkida muutused, kui mingi osa geneetilisest
materjalist on katkenud ja iimberpaiknenud, mis on paljude kromosoomhaiguste pohjuseks.
Kdige enam on intellektuaalset ning fiilisiliset arengu mahajddmust pdhjustavad haigused
seotud kromsoomi teatud regiooni deletsiooni voi duplikatsiooniga, néiteks Prader-Willi ja
Angelmani siindroomid (15q11-9g13 deletsioon), mis esinevad 1:15 000-25 000 elussiinni
kohta (Buiting, 2010). Analoogseid néiteid voib tuua mitmekiimneid.

Muutused struktuuris voivad olla varieeruva pikkusega, tihtipeale véga liihikesed ning
raskesti margatavad. Selliste muutuste moju organismi elutegevusele oleneb, kus ja kui suur

regioon genoomist on muutunud voi timberpaiknenud.



1.3 Monogeneensed haigused

Monogeensed haigused avalduvad ithe vdi molema vanema defektse geenialleeli
parandumisel. Sellised haigused vdivad olla retsessiivsed, kus avaldumise eelduseks on
mutatsiooniga geeni péarandumine molemalt vanemalt, v0i dominantsed, kus haiguse

avaldumiseks piisab iihest defektsest alleelist.

Tabel 2. Sageli esinevate monogeensete haiguste sagedused (elussiindide kohta) ning

stiimptomid tildpopulatsioonis.

Haigus Sagedus Siimptomid Viide
B-talasseemia 1:10 000 aneemia (Galanello ja Origa, 2010)
Hemofiilia 1:5000 verejooks liigestesse ja lihastesse (Graw jt., 2005)
(meestel)
Tsiistiline 1:2500 hingamis- ja/vdi seedesiisteemide (Gershman jt., 2006)
fibroos kahjustused
Fragiilse X-i 1:2500 stindroomile iseloomulik vélimus (Koukoui  ja  Chaudhuri,
siindroom (naistel), ning vaimne mahajaamus 2007)
1:1250
(meestel)
Huntingtoni 1:34 000 kiditumuslikud héired, (Sturrock ja Leavitt, 2010)
tobi kontollimatud liigutused

Haigusi pohjustavad geenid voivad paikneda nii autosomaalsetel kromosoomidel kui ka

sugukromosoomidel.



2 SUNNIEELNE DIAGNOSTIKA

Siinnieelse diagnostika eesmérk on varajaselt avastada ning voimalusel ennetada loote
tervise- ning arenguprobleeme. Siinnieelsed uuringud saab jagada mitteinvasiivseteks, nagu
naiteks ultraheliuuring ja rasedate vereseerumi sdeluuring, ning invasiivseteks, nagu niiteks

amniotsentees, koorionbiopsia, kordotsentees, embriio biopsia.

2.1 Mitteinvasiivsed meetodid

2.1.1 Ultraheliuuring

Loote ultraheliuuringuga (UH) hinnatakse loote arengut (néiteks pea, siidame ja selgroo
suurused, organite olemasolu), vdimalikke vadrarendeid ning kromosoomihaiguste riski. Riski
hindamiseks modddetakse | trimestril (11.-13. rasedusnddalal) kuklavoldi labikumavust (NT),
mille paksenemine voOib viidata loote kromosoomihaigustele. Il trimestri (19.-21.
rasedusnédalal) uuringu eesmaérgiks on loote vddrarendite avastamine. UH on ohutu ja Kiire
meetod, mida enamasti kasutatakse paralleelselt mone teise siinnieelse diagnostika meetodiga,
nditeks markerite skriinimisega (allikas: Eesti Naistearstide Selts ,,Raseduse jélgimise
juhend®, 2011).

2.1.2 Vereseerumi skriining

Markerite sdeluuring tdhendab loote vdi1 platsenta poolt toodetud biomolekulide
(valkude) kontsentratsiooni mootmist raseda verest. Esimesel trimestril on vdimalik
vereproovist analiilisida rasedusega seotud biomolekule nagu plasma proteiin PAPP-A ja vaba
beeta-kooriongonadotropiin (B-hCG) (9.- 11. rasedusnéddalal). Teisel trimestril on vdimalik
vereseerumist madrata rasedusega seotud iihendeid nagu a-fetoproteiini (AFP), hCG ning uE3

(Joonis 1).
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Joonis 1. Ulevaade markerite kontsentratsioonist rasedusnidalate (esimese kahe trimestri)

1dikes. (allikas: Ulevaade rasedate I trimestri kombineeritud sdeluuringust, TU Kliinikumi

nditel. Ettekanne 6.12.2013).

Protseduuri tulemus ei anna haiguse diagnoosi, vaid uuritava markeri liiga madala voi
korge kontsentratsioon maédrab vdimalikku haiguse olemasolu riski (Tabel 3). Lisaks on
oluline riski méddramisel arvestada raseda vanuse ja kaalu, etnilise tausta ning muude rasedust
puudutavate andmetega (suitsetamine, alkoholitarbimine jne) (allikas: Eesti Naistearstide

Selts ,,Raseduse jélgimise juhend*, 2011).

Tabel 3. Vereseerumi skriinimisel kasutatavad biomolekulid ning nende seotus loote haiguste
ning raseduse komplikatsioonidega.

Marker Muutus veres Seostatud tunnus
PAPP-A N2 aneuploidsus
vaba B-hCG N2K) raseduse katkemine/Downi
sundroom
AFP N neuraaltoru defekt
hCG N raseduse katkemine
uEs3 N Downi siindroom, hiipoplaasia
Inhibiin A N Downi siindroom




2.2 Invasiivsed meeteodid

2.2.1 Invasiivne proovi votmine

Amniotsentees ehk lootevee uuring (AC) on enimkasutatav meetod loote rakumaterjali
saamiseks. Erinevad allikad viitavad varieeruvatele rasedusnidalatele, kuid kdige ohutum on
protseduuri 14bi viia alates 15. rasedusnéddalast (RCOG, 2010). Loote rakud saadakse loodet
timbritsevast looteveest ehk amnionivedelikust. Lootevesi sisaldab muuhulgas ka loote
naharakke ning rakke lootekoti seinalt, millest on vdimalik kromosoomuuringuks eraldada
loote geneetiline materjal.

Koorionibiopsia (CVS) korral voetakse arenema hakanud platsentast koorionhatu rakud.
Protseduur viiakse 14bi enamasti alates 11. Rasedusnédalast (RCOG, 2010). Lootest saadakse
rakud biopsiandela abil 14bi kdhu voi kateedriga.

Molemad protseduurid tehakse ultraheli abil, et mitte vigastada loodet. Invasiivselt
saadud rakud kasvatatakse spetsiaalses toitelahuses ning kultiveeritud rakke kasutatakse edasi
kromosoomianaliiiisiks.

Invasiivse meetodiga vOib kaasneda raseduse katkemise oht - kuni {ihel naisel AC
protseduuri ning kahel naisel CVS protseduuriga 100-st v3ib toimuda iseeneslik abort (Tabor
jt., 2009). CVS protseduuri ldbinud rasedatel on raporteeritud vaararenguid loodete hilisemas

jasemete arengus (Firth jt., 1991).

2.2.2 Loote kromosoomianaliiiis

Invasiivselt saadud loote geneetilist materjali on voimalik analiiiisida mitmel meetodil.
Uheks vdimaluseks on uurida voodistatud kromosoomide suuremaid (> 5Mb) arvu ja
struktuuri muutuseid valgusmikroskoobi abil. Selleks tuleb kromosoomid eelnevalt vérvida.
Lisaks on voimalik kasutada kindlate kromosoomi piirkondade analiiiisiks
fluorestsents maérgisega in Situ hiibridistatsiooni (FISH) analiiiisi, millega on vdimalik
detekteerida muutuseid alates 100 kb (Evans jt., 1999), kvantitatiivset fluorestsents PCR-i
(Mann jt., 2012) ning multipleks ligeeritava genoomse amplifikatsiooni meetodit (Gerdes jt.,
2008).
Kromosomaalne mikrokiibi analiiiis (CMA) pakub vdimaluse uurida kromosoomi arvu
ning struktuuri muutuseid korraga iihel kiibil. Kliinilises praktikas kasutatakse kahte tiiiipi

mikrokiipe — vordleva genoomse hiibridisatsiooni ja ithenukleotiidsete poliimorfismide (SNP)
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kiipe. Mdlema kiibi puhul seotakse uuritav DNA (nditeks loote DNA) kiibi pinnal olevate
genoomi eri piirkondi esindavate jarjestustega. Hiibridisatsiooni kiibi puhul seotakse kiibile
nii uuritav kui ka kontroll DNA, molemad varvitakse eelnevalt erinevate fluorestsents
varvidega. Analiiilisis vorreldakse kahe fluorestsentsvérvi intensiivsusi ning kontroll DNA
intensiivsusest madalama voi korgema signaaliga regioone seostatakse vastavalt deletsioonide
ja duplikatsioonidega. SNP-i kiipidele seotakse ainult uuritav DNA ning kiibi pinnal olevate
genoomi regioonide esindatuse intensiivsused registreeritakse genotiilibi analiiiisiks (Bianchi,
2012).

Mikrokiibid vdivad kogu genoomi analiiiisi asemel olla suunatud konkreetsete genoomi
piirkondade voi haigusseoseliste geenide analiilisiks. Selleks kinnitatakse eelnevalt kiibile
ainult uuritavad genoomi regioonid.

Mikrokiibi analiiiis on kiirem ja tundlikum kui eelnevalt kirjeldatud meetodid ning
sellega on voimalik detekteerida lithikesi (50-100 kB) kromosoomi DNA timberkorraldusi
(Friedman,  2009).  Samaaegselt saab  analiiisida  mitmeid  haigusseoselisi
genoomipiirkondasid. Tanu suuremale tundlikkusele on CMA efektiivsem meetod tavalisest
kartiottipiseerimise ja FISH meetoditest, maarates rohkem kromosomaalseid ebakorrapérasusi.
Kiibianaliitisiga ei ole vdimalik tuvastada tasakaalustatud translokatsioone ning triploide
(Hillman jt., 2011; Wapner jt., 2012; Fiorentino jt., 2013).
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3 NUKLEIINHAPPED (DNA, RNA) PERIFEERSES VERERINGES

Veres tsirkuleeriva rakuvilise DNA (ccfDNA) avastuseni joudsid Mandel ja Metais juba
1948. aastal (Mandel ja Metais, 1948). ccfDNA-d voib leida nii tervete, rasedate kui ka
haigete inimeste vereringest.

Suurem osa veres olevast DNA-st arvatakse parinevat tuumaga vererakkudest. Mitoosi
labinud limfotsiilitide siinteesitud DNA-st arvestatav o0sa, 35-90 %, sekreteeritakse
véliskeskkonda (Rogers jt., 1972) ning on verest detekteeritav. Peale liimfotsiiiitide on
ndidatud ka teiste elus rakkude DNA eraldamist, niiteks konna puhul tervete organite poolt
spontaanne DNA sekreteerimine verre (Anker ja Stroun, 1997).

Mitmetes teaduslikes toddes on leitud, et vabalt ringleva kasvaja ccfDNA allikaks on
kasvajarakkude havinemine nekroosi (Stroun jt., 1987; Maebo, 1990; Fournie jt., 1995) véi
litisimise tulemusel. Viimasele hiipoteesile vahirakkude puhul on leida Kirjandusest mitmeid
vastuvditeid. Kasvajarakkude uurimisel on mérgatud, et veres esinenud DNA hulk ei
korreleeru potentsiaalsete rakuvaba DNA-doonor rakkude hulgaga veres (Sorenson jt., 1997;
Chen jt., 1999).

Kdige loogilisemaks seletuseks geneetilise materjali sattumisele verre peetakse rakkude
apoptoosi ehk programmeeritud surma (Fournie jt., 1995). Seda fakti toetab ka plasma ning
seerumi ja apoptootilistest rakkudest parit DNA sarnane muster elektroforeesil (Stroun jt.,
1987; Fournie jt., 1995).

On nididatud, et veres ringlevat DNA-d leidub organismis piisavas koguses
diagnostilisteks analiiiisideks ning seda on vdimalik detekteerida lisaks verele ka teistest
kehavedelikest, nditeks uriinist (Botezatu jt., 2000).

Peale DNA leidumise on tdheldatud rakuvaba RNA tsirkuleerimist veres. Mitmed
uurimisrithmad  raporteerisid ~ moddnud  sajandi  vahetusel ~ vihihaigete — verest
kasvajaspetsiifilise RNA leidu (Kopreski jt., 1999; Lo jt., 1999a; Chen jt., 2000). Poon jt. olid
esimesed, kes uurisid lootelt pdrit RNA leidumise vdimalikkust rasedatel. Nende t66
tulemused kinnitasid Y-kromosoomi spetsiifilise ZFY valku kodeeriva mRNA olemasolu ema
vereringes (Poon jt., 2000). Kuna RNA on vastuvotlikum degradatsioonile, siis suutistid nad
varajases rasedusstaadiumis detekteerida verest mMRNA 22% uuringus osalejatest. Hilises
rasedusstaadiumis tousis see arv 63%-ni. (Selline leid on sarnane loote DNA taseme tGusuga
raseduse kulgemisel.ei ole veel sellest rddkinud..) RNA analiilisil on suurem bioloogiline
tahtsus andes informatsiooni loote geeniekspressiooni tasemetest. Loote DNA uurimisel tuleb
arvesada, et see on vanemate poolt pdritud jirjestused. RNA aga voib olla tdeisti

lootespetsiifiliseks markeriks.
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Kasvajapatsientide rakuvilise nukleiinhapete uuringutest ajendatult on viimase kahe
aastakiimne jooksul viidud 14bi mitmeid teadustoosid seoses rasedate veres loote geneetilise

materjali olemasolu ning voimalike kasutusalade analiitisimisega.

3.1 Loote DNA ema veres

Loote ning ema vaheliste rakkude liikumiste tdestamine Viitas loote DNA vdimalikule
olemasolule (Lo jt., 1996). Kdige esimene katse detekteerida emaverest loote DNA-d tehti
samas uurimisrihmas méérates XY kartiotiiiibiga looteid (Lo jt., 1997).

Kasutades poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) amplifitseeriti ema verest puhastatud
DNA-I Y-kromosoomil asuv SRY geen ning tulemused analiiiisiti agaroos geelelektroforeesil.
Koigi loodete sugu méadrati digesti.

Rakuvaba loote DNA (cffDNA) kogused ema perifeerses vereringes on varieeruvad.
Kogu vereplasmast leitava DNA kontsentratsioon terve ja mitte raseda tdiskasvanud indiviidi
korral on vahemikus 10%-10* koopiat milliliitri kohta ehk genoomi-ekvivalenti/ml (Wu jt.,
2002).

Raseduse korral touseb nii ema rakuvélise DNA kogus kui lisandub ka loote DNA ema
verre (Lo jt., 1998). Lo jt analiiiisisid reaal-aja PCR-iga nukleiinhappete kontsentratsioone
raseda veres. Loodete SRY geeni kontsentratsiooni maérates said nad loote DNA osahulgaks
varases raseduses 3,4 % ning hilises 6,2 % kogu rakuvilises DNA-s. cffDNA osahulga suurus
veres on oluline, liiga vihese DNA korral ei ole diagnoosimine tdpne. K3dige enam mojutab
loote DNA osahulka veres ema kehakaal (Ashoor jt., 2013), kdrgema kehamassiindeksiga
rasedatel on loote DNA osahulk vdiksem.

Lisaks raporteeris uurimisrithm oma t66s, et loote DNA kontsentratsioon touseb kuni 12
korda raseduse 1opuks. Viidet on kinnitanud hilisemad uurimust66d, lisades, et eriti suurt
rakuvaba loote DNA kontsentratsiooni tdusu (2 % néddalas) on niha raseduse viimasel
kaheksal néddalal (Joonis 2) (Wang jt., 2013). Koige varasemalt on ndidatud loote DNA
olemasolu veres juba 4. rasedusnédalal (Illanes jt., 2007).
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Joonis 2. Loote DNA osahulk ema perifeerses veres rasedusnidalate 16ikes. Uuringus osales
22 384 rasedat alates 10. rasedusnéddalast. Sinise joonega on ndidatud loote DNA osahulga

keskmist kasvu, mis esimesel perioodil (mustad ringid) oli 0,1 % ning hilisemal pearioodil
(punased ringid) 1 % néadalas (Wang jt., 2013).

Kogu rakuvaba loote DNA piritolu on teadmata, kuid suur hulk sellest périneb
apoptootilistest platsenta rakkudest. Igapéevaselt jagunevad miljonid rakud inimese kehas
ning kudede homdoostaasi sdilitamiseks sama suur hulk rakke ka hdvitatakse. Raku surma iiks
loomulikest osadest on DNA fragmentatsioon. Ringluse kéigus peaks igapdevaselt organismis
degradeerima kuni 10 grammi fragmenteeritud DNA-d. Selliste koguste juures jdib osa DNA-
st 1oplikust degradeerimisest vélja ning seega on verest detekteeritav (Rudin ja Thompson,
1997). Ohashi jt. nditasid oma uurimustoos loote DNA ning platsenta trofoblastide poolt
produtseeritud koorioni gonadotropiini (hCG) kontsentratsioonide korreleerumist. Verest
maédrati SRY geenide ja hCG-i kontsentratisoonid 63 rasedal, tulemuseks saadi vastavalt 37,3
koopiat/ml ning 29,0 IU/ml (Ohashi jt., 2002). Tulemustest jareldati, et enamik ema veres
olevast loote DNA-st parineb platsentast (Bianchi, 2004).

Seost loote DNA ning apoptootiliste rakkude vahel kinnitab veel plasmas leiduv
nukleiinhapete pikkus. Ema rakkudest tulnud DNA 16igud on mérgatavalt pikemad veres
ringlevatest loote DNA fragmentidest, mis on umbes 200 aluspaari pikad (kuid mitte iile 313
bp). Sarnase pikkusega fragmendid tekivad ka apoptootiliste protsesside tulemusel, mis
toendab apoptoosi rolli rakuvaba DNA tekkes (Chan jt., 2004).

DNA analiitismeetoditeks on vaja, et loote DNA osahulk ema veres oleks vihemalt 3-
4 %. Analiiiisideks arvestatavas koguses rakuvaba DNA leiduvus veres paneb juurdlema
voimaliku stabiliseerimismehhanismi iile. Halicka uurimisriihm iseloomustas apoptootiliste

kehade teket ning mérkis dra, et apoptootilised kehad sisaldavad tavaliselt ka nukleiinhappeid
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- kas DNA-d voi RNA-d. Seega ringleb veres leitav DNA suure tdendosusega kompleksis
valkudega, kaitstuna apoptootilises kehakeses voi nukleosoomis (Halicka jt., 2000).

Varieeruv kontsentratsioon nukleiinhappeid ringleb veres koigil rasedatel, kuid
tavaliselt suurem loote rakuvilise DNA kogus veres vdib viidata rasedusega seotud
komplikatsioonidele. Preeklamspia on koige enam uuritud rasedustiisistus, mis esineb kuni 10
%-1 rasedatest (World Health Organization, 2011), ning voib pohjustada erinevaid
komplikatsioone nii lootele kui rasedale. Preeklampsia tekkepohjused on ebaselged, kuid
haigus avaldub raseda organismis vererohutdusuga, mille kdigus oksiidatiivne stress viib
trofoblastid apoptoosini. Platsenta morfoloogia on tihedalt seotud verest leitava loote DNA-ga
ning platsenta muutused on néhtavad cffDNA kaudu. Mitmed uurimisrihmad on méirganud
preeklamspiaga kaasnevat cffDNA (ja ka ema rakuvaba DNA) koguse tdusu ema veres (Lo
jt., 1999c; Zhong jt., 2001).

Selget loote DNA kontsentratsiooni tousu veres on raporteeritud veel enneaegse
stinnituse (Leung jt., 1998), loote aneuploisduse (Lo jt., 1999b), poliihiidramnionia ehk
looteveeliigsuse (Zhong jt., 2000) ja hyperemesis gravidarum chk &dgeda rasedusaegse
iivelduse (Sekizawa jt., 2001) korral.

cffDNA annab vdimaluse jilgida ema ja loote tervist kogu raseduse viltel. Veres
leitav loote DNA périneb geenidest iile terve loote genoomi ning loote ebanormaalsused ja

platseta patoloogiad kajastuvad koik vdhemal voi suuremal mééral ema veres.

3.2 Veres ringlevate nukleiinhapete lagunemine ja selle kiirus

Tsirkuleeriva loote DNA eluea pikkuse suhtes voib kirjandusest leida vastukdivad
vaiteid. Lo jt. uurisid PCR-i abil kaheksat siinnitajat viiel ajahetkel (5, 15, 30, 45 ning 60
minutit) pérast keisrildiget. Seitsmel naisel kaheksast ei olnud kahe tunni mdddudes loote
DNA-d enam vdimalik verest detekteerida (Lo jt., 1999b). Sama uurimisrithm analiitisis DNA
elimineerimise kiirust 2013. aastal kasutades tundlikumat tehnoloogiat. Tulemused kinnitasid,
et loote DNA degradeeriti raseda veres tdiclikult alles 1-2 pédeva pérast siinnitust (Joonis 3)
(Yu jt., 2013).

Lisaks DNA lagunemisega seotud kontsentratsiooni muutustele ajas uuriti ka
voimalikku DNA suurusjaotuse varieeruvust. Markimisvéirseid korvalekaldeid nad ei
leidnud. Seega peale veres leiduvate nukleaaside elimineerib nukleiinhappeid alternatiivne
mehhanism. Maks ja neerud on iithed peamised organid, mis Vvastutavad organismi
puhastamise eest. Vererdhu tousmisel (nditeks preeklampsia korral) voivad raseda maks ja

neerud kahjustada saada. Varem juba tdheldatud DNA kontsentratsiooni tous preeklampsia
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korral viitab, et antud organid vastutavad mingil méaral veres leiduva DNA elimineerimise

eest (Yu jt., 2013).

A Proov 1 Proov 2 Proov 3
T 1600 5 500 — 3000
a
£ 1400 |9 £ 1S A
L I\ L 400 < = 2500 1/
1200
< Q/ | < 9/ ) (S < O 2000 ¢ 1Y
Z < 1000 { Z < 307 . Z = )
n o RN o o s =
o 2 800 L o .2 ; Q g 1500 4 -
B2 o 5 & 200 » 23
SIS s g S & 1000
=] . =] C = .
S 400 - & 100 T —1 g
£ 200 2 £ - gy *
c c 1
S S =
e 0 . , , ! , | 2 ol . . , . . | S ot . . . , . |
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 8 10 120 - 0 20 40 60 80 100 120
Aeg (min) Aeg (min) Aeg (min)
Proov 4 Proov 5
—~ 1200 7 —~ 6007
- 2 a
£ 10001] \ E 500 s
L | Ll I\
<2 80 * < Q 400
Z c Z c ¢
o | o {
g S o . e o 30 .
B 2 ° L :
S E 40 s E 200 1 .
- o S - S 100 .
g 20 . E .|
c c
g 0+ % 3 £ = =3 u| _\cz 0+ 2 . > . . |
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Aeg (min) Aeg (min)
B Proov 6 Proov 7 Proov 8
3 3000 5 0 - 3500 1
E 2500 E 500 ¢ £ 3000 ¢
w ! L ‘ 0 ‘
< \('?/ 2000 | < \('?/ 400 1\ < (\D/ 2500
Z S \ Z 5 \ Z <= 2000 1|
2 8 1500 O 8 014 Qo \
Q= . Q= o
= n = N Q = 1500 1
S = . 5 2 9 L5 9
S S 1000 | S & 200 S B
= -1 £ \ S ‘;::' 1000 {
B s00i * & 1004 D 500 |
5 . 5 m— + 5 _—
< 0" x o0 o 0 == —e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 < 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Aeg (h) Aeg (h) Aeg (h)

Joonis 3. Kaheksa siinnitanu veres leitava DNA kontsentratsiooni langus 2 tundi (katseseeria
A) ja 18 tundi (katseseeria B) pérast siinnitust (Yu jt., 2013).

Vasturdékivaid véiteid on voimalik lugeda Invernizzi jt. teadusartiklist (Invernizzi jt.,
2002). Nad uurisid 160-ne terve naisterahva veres SRY geeni vdimalikku detekteeritavust.
Koik uuringus osalejad olid ajavahemikus 1-60 aastat tagasi siinnitanud poisslapse.
Tulemustest voib lugeda, et 22 %-l emadest oli voimalik Y-kromosoomil asuva SRY geeni
verest detekteerida aastakiimneid pérast stinnitust. Vaba DNA tsirkuleerimine veres aastaid on
vahetdendoline. Samas on mitmed t66d ndidanud loote rakkude pikka eluiga (kuni 27 aastat)
ema veres (Bianchi jt., 1996). DNA leidumine veres pikka aega pérast siindi on kooskdlas
loote rakkude sdilimise uurimisel saadud tulemustega. On vdimalik, et loote rakud
migreeruvad ema liimfopoeetilistesse organitesse voi luuiidisse ning jagunevad seal edasi,

vabastades verest detekteeritavat rasedusjérgset loote DNA-d (Bianchi, 1999).
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4 MITTEINVASIINE LOOTE DNA SUNNIEELNE TESTIMINE

cffDNA Metiilatisooni-mustrite ffDNA NGS ‘ja
kasutamine loote erinevuste avastus ning aneuploidsuse
CHDNA ri::;:::: kasumsg;z:;us Sebs Digitaalne PCR deteg;;:;m“e
idenitifseerimine (1998) cffDNA ja aneuploidsuse . o
poisslast kandvate kasutamine loote cffDNA périneb  detekteerimine Suuremahulised klitnilised
rasedate 500 enamuses (2007) projektid valideerimiseks —
vereringest miidramisel platsentast aneuploidsuse mi4ramise
(1997) (2001) (2003-2004) cffDNANGS meetodil
‘ (2 011)
(1980-1996) (2000) (z007) (2007)
Loote soo ning cfimRNA (2003) mRNA alleeli Geeniekspressiooni
aneuploidsuse leidmine ema cffmRNA péirineb suhtearvud T21 NIP  kijbianaliiiisiga
méiramine loote veres enamuses (2003) diagnostikas unikaalsete loote
rakkudest platsentast ~ Kromosocom 21 biomarkerite
spetsiifiline mdadramine ema verest

mRNA
identifitseerimine

ema verest

Joonis 4. Rakuvaba loote nukleiinhapete (DNA, RNA) avastamine ning kasutusele votmine
slinnieelses testimises (tehtud Bianchi slaidi jérgi). Joonisel kasutatud lithendid — cffDNA ehk
rakuvaba loote DNA, NGS ehk teise polvkonna sekveneerimine, SeD ehk siinnieelne

diagnostika.

Suurem osa siinnieelsete diagnostika meetoditest vajavad invasiivselt proovide votmist,
mille kdige suuremaks Kitsaskohaks on loote ning raseduse tervise ohustamine. Rakuvilise
loote DNA avastamine koos tehnoloogia arenguga (Joonis 4) pakub tiiesti uusi voimalusi

stinnieelses diagnostikas.

4.1 cffDNA eraldamine ning kasutusalad

Loote DNA-d leidub ema veres mdnest protsendist 50%-ni (Lo jt., 1998). Rakuvilise
DNA eraldamiseks on laialdaselt voimalusi. Protokolli to6pShimdte seisneb ema vereplasma
(voi seerumi) ning rakulise materjali lahutamises tsentrifuugimisel, mille jarel plasmast (voi
seerumist) eraldatakse ning puhastatakse rakuvaba DNA (sisaldab nii ema kui loote geneetilist

materjali). Loote DNA olemasolu saadud materjalis voib kontrollida kasutades ema ja loote
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DNA-de erinevuseid. Koige lihtsam meetod on identifitseerida Y-kromosoomile unikaalseid
geene (nditeks SRY). Selline meetod kitseneb aga ainult meessoost loodetele (Lo jt., 1997).

Teades isa geneetilist tausta on voOimalik isa poolt péritud iihenukleotiidsete
poliimorfismide (SNP) v0i punktmutatsioonide abil, mis ema genoomis puuduvad,
selekteerida vilja loote DNA (Li jt., 2006). Uhealuselisi muutusi on tehniliselt aga keeruline
eristada. Peale iiksikalleeli muutuse saab loote DNA identifitseerimiseks kasutada mdlemal
vanemal esinevaid, kuid erinevate jdrjestustega, poliimorfseid segmente nagu nditeks
lithikesed tandemkordused (Liu jt., 2007) voi inversioonid/deletsioonid (Page-Christiaens jt.,
2006). Standardseid protokolle eelpool mainitud ldhenemistele kirjanduses veel ei leidu.
Rakuvaba loote DNA erineb ema DNA-st ka epigeneetiliste tunnuste poolest. Kasvaval lootel
ning emal on eristatavad metiilatsioonimustrid, mida on vdimalik rakendada markerina loote
DNA eristamiseks (Poon jt., 2002).

Kui eraldatud lootelt parit geneetilist materjali ei ole analiiiisiks piisaval kogusel, on
voimalik suurendada loote DNA osahulka. Tanu sellele, et loote DNA on enamasti lithem kui
ema ccfDNA fragmendid, tdstetakse uuritavas materjalis loote DNA osahulka lahutades
suurematest DNA 16ikudest < 300 bp suurused fragmendid. Teiseks voimaluseks on to6delda
lahust formaldehtiiidiga, mis pérsib ema rakkudest DNA eralduse. Selline ldhenemine on aga
mitmete uurimisrithmade poolt andnud vastakaid ning ebaiihtlaseid tulemusi (Benachi jt.,
2005).

Loote DNA on verest detekteeritav juba 4. rasedusnédalast (lllanes jt., 2007) ning selle
voimalik kasutusampluaa on lai. SRY geeni olemasolu méaaramine meessoost loodete puhul sai
juba eelnevalt kasitletud. Lisaks soo médramisele on vdimalik rakuvaba loote DNA-d
kasutades diagnoosida loote kromosoomhaigusi. Kromosoomspetsiifiliste markerite
koguhulga analiiiis veres on ndidanud tépseid tulemusi aneuploidsuse detekteerimisel.
Rakuvaba loote DNA hulka aneuploidse loote korral iseloomustab kontsentratsiooni tdus,
kuid tegemist on viikeste kogustega. Tundlikkuse suurendamiseks on voimalik loote DNA-d
eelnevalt viljatoodud meetoditega kontsentreerida. Viikese kontsentratsiooni tdusu
detekteerimiseks kasutas Lo jt digitaalset PCR-i (Lo jt., 2007). Meetod sarnaneb tavalise
PCR-iga, kuid tundlikuse saavutamiseks lahjendatakse DNA reaktsiooniplaadile nii, et igas
reaktsioonis oleks ainult iiks huvipakkuv DNA molekul. Antud t66s kasutati tehnoloogiat
analiiisides 21. kromosoomist eraldatud konkreetse SNP-i kui ka mittepoliimorfse piirkonna
hulka veres. Meetod vajab suurt cffDNA osahulka algmaterjalis (vdhemalt 25 %) ning
tulemustes ei ole loote ja ema DNA-sid voimalik eristada. Analiilis digitaalse PCR-iga on
acgandudev ning mahukas protseduur, kuid tdnu oma tundlikkusele suutsid Lo jt. méérata

97% loodete ploidsustest (kas euploidne v&i aneuploidne loode).
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cffDNA analiiiisimiseks kasutavatest tehnoloogiatest voib veel vilja tuua mass
spektromeetria, mille tundlikkus ulatub {ihe DNA aluse tasandile. Seda on véimalik kasutada
naiteks loote-spetsiifiliste alleelide detekteerimiseks (Ding jt., 2004). Laialdaselt pole see
meetod veel kasutust leidnud.

Ema veres leiduva loote DNA Kkontsentratsiooni analiiis vdimaldab peale loote
genotliiibi muutuste jilgida raseduse kulgu ning sellega seotud komplikatsioone, niiteks
preeklampsiat (Lo jt., 1999c; Zhong jt., 2001) ja enneaegset siinnitust (Leung jt., 1998). Siiani
koige edukamalt loote DNA-st maidratav rasedushaigus on reesuskonflikt. Taanis ja
Inglismaal on Kliinilises praktikas cffDNA juba laialdast kasutust leidnud RhD veregrupi
madramisel (Finning jt., 2004; Scheffer jt., 2011).

Finning jt. uurimust6d seisnes 1997 RhD™ raseda verest eraldatud DNA analiiiisil
PCR-iga méidramaks loodete RhD genotiiiip. Rohkem kui 99 %-I juhtudest langes genotiiiip
kokku fenotiitibiga (Finning jt., 2008). RhD" rasedate verest loote veregrupi médramine
kaikides kliinikumides asendaks ohtlikud invasiivsed meetodid ning tagaks profiilaktilise Rh-
immunoglobuliinide ravi saamise vaid seda vajavatele patsientidele (Van der Schoot jt.,
2006). 2011. aasta andmetel umbes 38-40% RhD™ rasedatest ldbivad ebavajaliku
immunoglobuliinide siistimise (Szczepura jt., 2011).

Loote DNA detekteerimisel ning kasutamisel voivad tekkida mitmesugused
komplikatsioonid. Tehniliselt on meetod keeruline, sest emapoolset DNA-d on verest
eraldatud materjalis kordades rohkem - cffDNA suhe ema rakuvaba DNA-ga on keskmiselt
1:20 (Nigam jt., 2012). Kogu rakuvaba DNA hulk veres varieerub nii raseduse viltel kui ka
indiviidide vahel, mis raskendab optimaalse meetodi valjatéotamist. Samuti voib juhtuda, et
kuna loote DNA on suuremal maééral périt platsentast, voib esineda lahknevusi platsenta

kariiotiiiibis ning mosaiiksus tostab valede tulemuste arvu.

4.2 cffDNA ning teise polvkonna sekveneerimine

Korge ldbilaskevoimega sekvenaatori viljatootamisega pandi alus teise polvkonna
sekveneerimisele. Kokkuvotlikult toimib meetod lihtsalt - paralleelselt paljundatakse miljonid
liihikesed DNA 16igud kolooniateks ning iiksteise jarel detekteeritakse DNA jarjestuses
olevad alused. Eelnevalt ei ole uuritava DNA jirjestust vaja teada. Saadud fragmendid
joondatakse inimgenoomi referentsi abil kokku terveks genoomiks (Shendure ja Ji, 2008).

Raseda veres leiduva rakuvaba loote DNA avastus ning pidevalt areneva teise
polvkonna sekvneerimise (NGS) kombinatsioon on pidevakorda toonud potentsiaalselt téiesti

uue prenataalse diagnoosimise. Sekveneerimise sobivust silinnieelsesse diagnostikasse
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iseloomustavad meetodi suur ldbilaskevdime ning soo ja mutatsiooni neutraalsus. Kui 2010.
aastani keskendusid kirjandusest leitavad rakuvaba loote DNA analiiisimise t66d kindla
kromosoomi vdi genoomi piirkonnale, siis Lo jt. Kirjeldasid esimesena kogu loote genoomi
olemasolu ema veres (Lo jt., 2010).

Siiani on koige enam poOoratud tdhelepanu sagedaselt esinevate aneuploidsuste
detekteerimisele, kuid NGS annab voimaluse analiilisida teisigi genoomi muutuseid
(poliimorfisme, koopia arvu muutuseid, deletsioone/inversioone, erinevaid mutatsioone jne.).
Mitteinvasiivne siinnieelne testimine (NIPT) voib ldhitulevikus peale trisoomiate lisada
stinnieelsesse diagnoosimisse kogu paritud ning de novo mutatsioonide detekteerimise lootel.

Rakuvilise DNA sekveneerimiseks on mitu voimalikku 1dhenemist.

Rakuvaba loote DNA platsentas Rakuvaba loote DNA ema veres
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Joonis 5. Ema plasmast saadud rakuvaba DNA on segu loote ning ema DNA-st ja selle
kasutusalasid on mitmeid. Konkreetse loote geeni uurimiseks on koige lihtsam kasutada PCRi
meetodit (vasakul). Néiteks on voimalik detekteerida RHD geeni olemasolu loote genoomist,
kasutades loote DNA spetsiifilisi praimereid uuritava geeni amplifitserimiseks.
Aneuploidsuse diagnoosimiseks, nditeks Downi siindroomi korral, kogu rakuvaba DNA
sekveneeritakse (paremal). Uuritavate kromosoomide jarjestusfragmentide hulgad vorreldakse
teiste kromosoomidega, et leida ebanormaalset esinemissagedust. Joonisel ndidatud tulemusel
on lootel 21. kromosoomi trisoomia, kuna seda on vorreldes teiste kromosoomidega esindatud

kordades rohkem (Diana W. Bianchi, 2013).
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4.2.1 Kogu rakuvilise DNA sekveneerimine

Kogu genoomi sekveneerimise meetod pohineb verest eraldatud rakuvilise DNA
sekveneerimisel ning saadud jérjestuste molekulaarsel loendamisel (Joonis 6). Rakuvilise
DNA fragmentide iihe otsa lithikesed (allpool mainitud toéodes 25-36 aluspaari) jirjestused
sekveneeritakse ning maédratakse iga saadud 156igu asukoht genoomis. Uuritavale
kromosoomile kaardistatud 16igud loendatatakse ning koguarvu vorreldakse euploidsete
referentskromosoomide voi kdoigi sekveneeritud kromosoomidele kaardistatud 1dikude
hulgaga. Loikude iile- voi alaesindus viitab aneuploidsusele. Juba 2008. aastal nditasid kaks
uurimisrithma, et NGS-i voib edukalt kasutada prenataalses trisoomia detekteerimises.

Fan jt. analiiiisisid 18 rasedat, kellel oli 14. rasedusnidal. Valimist {iheksa rasedat
kandsid 21. kromosoomi, kaks 18. kromosoomi ning iiks 13. kromosoomi trisoomiaga loodet.
Sekveneeritud fragmentide 25 esimese aluspaari jérgi kaardistati saadud 1digud referents
inimgenoomile (hg18 — 2006. aasta martsis avaldatud inimese referents genoom, NCBI Build
36.1). lga uuritava raseda verest saadi umbes 5 millionit jarjestust, mis Kattis keskmiselt 4 %
kogu inimgenoomist. Oigesti méirati koikide loodete aneuploidsus, Kariiotiiiipide
kinnitamiseks viidi rasedatel 14bi loote kromosoomanaliiiis (Fan jt., 2008).

Chiu jt. analiiiisisid samuti NGS-i voimet detekteerida ema verest loote aneuploidsust.
Nende valim koosnes 28-st rasedast, kellest pooled kandsid 21. kromosoomi trisoomiaga last.
Verest eraldatud DNA fragmentide 36 esimest aluspaari sekveneeriti ning saadud jarjestused
kaardistati referentsgenoomile. Aneuploidsus madrati molekulaarsel loendamisel. Kdigi 28
loote Kkartiotiilip madrati oigesti (Chiu jt., 2008). Modlemas eelmainitud toodes vale-

positiivseid tulemusi ei saadud.

21



DNA

=
—_—
Ema = 1 .
]
—_—

Loote
DNA
Jérjestuste kaardistamine
Jarjestuste lugemine kromosoomi kohta Trisoomia
cri1 000000000000000000000 €sinemine
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Lavi
Joonis 6. Molekulaarse loendamise pShimote. Verest saadud rakuvaba DNA sekveneeritud
16igud kaardistatakse vastavatele genoomi piirkondadele ning iga kromosoomi kohta saadud

readid loetakse kokku (Nepomnyashchaya jt., 2013).

4.2.2 Suunatud rakuvilise DNA sekveneerimine

Kui limiteerida sekveneerimine ning analiilis ainult huvipakkuvatele genoomi
piirkondadele voi markeritele, vihendab see protseduuri keerukust, aega ning kallidust. Liao
jt. demostreerisid, et lisades DNA to6tlemisele rikastusetapi, tduseb huvipakkuva (Liao jt.
to0s X kromosoom) rakuvaba DNA regiooni esindatus rohkem kui 200 korda, mis tdstab
sekveneerimise tulemuste tipsust ja tundlikkust (Liao jt., 2011). Suunatud analiiiisiks saab
amplifitseerida konkreetseid regioone (21. kromosoom) voi1 markereid (SNP) genoomis.

Sparks jt. uurimistoos eraldati 298 raseda DNA plasma proovist. Rakuvaba DNA
rikastuseks komplekteerisid nad eraldi 18. ning 21. kromosoomil asuvate lookustele
spetsiifilisi sadu lithikesi oligonukleotiide. Uuritavad kromosoomid amplifitseeriti ning
seejarel sekveneeriti (selekteeritud regioonide digitaalsel analiiiisil ehk DANSR meetodil).
Koik 39 Downi ning seitse Edwardsi siindroomiga loote aneuploidsus méaérati 100 %-lise
tapsusega (Sparks jt., 2012Db).

Oma uurimustods kasutasid Liao jt. loote aneuploidsuse méadramiseks rikastatud
tthenukleotiidsete poliimorfismide (SNP-ide) suunatud sekveneerimist (Liao jt., 2012).
Uurimist6os rikastati ema verest saadud DNA kromosoomidel 7, 18 ja 21 asuvate 2906 SNP-i
suhtes. Nad kasutasid amplifitseerimiseks SNP-e, mis oleksid ema genoomis homosiigootsed

ning loote genoomis heterosiigootsed. Kuna antud uurimistdd oli meetodi toopohimotte
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tdestamine, siis kasutasid nad sobivate SNP-ide leidmiseks invasiivselt saadud loote DNA
mikrokiibil genotiipiseerimise tulemusi. Eelnevalt loote genoomi mitte teades on vdimalik
informatiivsed SNP-id valida niiteks vanemate genotiiiipides leiduvate homosiigootsete, kuid
erinevate alleelide suhtes, kdikide SNP-ide seast.

Kasutades SNP-¢ on voOimalik ema verest eraldatud rakuvilisest DNA-st
identifitseerida vanematelt péritud haplotiiibid. Haplotiiip on mitme lookuse alleelide
kogum, mis pdrandub {iihe iiksusena. Loote genoom on vanemate nelja haplotiiiibi pohjal
saadud kombinatsioon, millest kolm leidub raseda veres — ema haplotiitibid (paritav ning
mittepéritav) ja isa poolt pdritud haplotiiiip. Isa poolt mitteparitud haplotiilipe on vdimalik
ennustada vOi leida isa genoomi analiilisides. Fan jt toestasid, et vanema haplotiiiibile
spetsiifiliste markerite kokkulugemisel on voimalik ennustada haplotiiiipide péritavus ning
labi selle ka loote genoom. Markeritena kasutasid nad alleele, mis on esindatud ainult iihes
neljast haplotiiiibist (Joonis 7). Autosomaalsed kromosoomid jaotati 2,5-3,5 Mb suurusteks
16ikudeks (litkumisaknaks 100 kb) ning X-kromosoom 5-7,5 Mb suurusteks 16ikudeks. Igal

16igul asuvad markerid loeti iile ning vastavalt jagati haplotiilipide parinemine (Fan jt., 2012).

Haplotiiiipide miiramine kui mélemate vanemate geneetiline info on

olemas
Isa homoloog 2 Ema homoloog 1
Isa homoloog 1 l l Ema homoloog 2
v v

A ‘] ‘] A SNP1: G ‘] H A

A S SNP2: A L A

G G SNP3: G A

A G SNP4: Al G

A A SNP5: G A

c 8 NN SNP6: - G

G G SNP7: G A

G _l _l A SNP8: A _l A
Isapoolsed homoloog 1 alleelid .Emapoolsed homoloog 1 alleelid

[ ] Isapoolsed homoloog 2 alleelid Emapoolsed homoloog 2 alleelid

'____gAlleelid, mis médravad ema homoloogi parandumise kui isapoolselt péritud haplotiiiibid on
madratud

Joonis 7. Métlema vanema haplotiiiipidele omaste SNP-ide madramine (Fan jt., 2012).

Tingituna erinevatest teguritest voib mitmetel juhtudel puududa isa geneetiline info.
Isalt péritud haplotiilipe on vdimalik médrata ema veres esinevate loote alleelide pohjal, mis

on puudu ema genoomis (Fan jt., 2012).
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Ténaseks pédevaks on tehtud hulgaliselt suuremahulisi uuringuid valideerimaks teise

polvkonna sekvneerimise meetodi tdpsust loodete trisoomiate detekteerimisel (Ehrich jt.,

2011; Chiu jt., 2011; Palomaki jt., 2011; Bianchi jt., 2012; Palomaki jt., 2012).

4.3 Kommertsiaalsed prenataalsed testid

Viimasel paaril aastal on rakuvaba loote DNA analiiiis sekveneerimise meetodil olnud

mitmete suuremahuliste teadustoode pohiidee. Paralleelselt meetodite viljatootamisega on

alates 2011. aastast turule tulnud mitmeid mitteinvasiivseid siinnieelseid teste (NIPT) (Tabel

4). Koik hetkeseisuga saadaval olevad testid madravad sagedasemalt esinevate autosomaalsete

kromosoomide arvu kordsust (21., 18., ja 13. kromosoom) ning mone testi puhul on vdimalik

teada saada ka loote sugu ja X-kromosoomi arvu muutused. Kdige esimesena tuli turule

MaterniT21 PLUS test (Sequenom, Inc). Lisaks on saadaval Harmony (Ariosa Diagnostics,

Inc), verifi (Verinata Health, Inc) ja Panorama (Natera, Inc) testid. Kdik eelpool mainitud

NIP testid on viljatddtatud Ameerika Uhendriikides. PrenaTest (Lifecodexx AG) on esimene
Euroopa ning NIFTY (BGI Health) ja BambniTest (Berry Genomics Co., Ltd) Hiina turul

leitavad testid. Harmony ning Panorama teste on voimalik Eestis tellida.

Tabel 4. Hetkel turul olevate prenataalsete testide vordlus.

MaterniT21 verifi Harmony Panorama NIFTY PrenaTest BambniTest
PLUS

Platvorm NGS (kogu NGS (kogu Suunatud SNP-baasil NGS (kogu NGS (kogu NGS (kogu

genoom) genoom) NGS genoom) genoom) genoom)
Kromosoo- Kromosoo- Kromosoo- Kromosoo- Kromosoo- Kromosoo- Kromosoo- Kromosoo-
midel mide 13, 18, mide 13, 18, mide 13, 18, mide 13, 18, mide 13, 18 mide 13, 18 mide 9, 13,

21 trisoomia; 21 trisoomia; 21 trisoomia; 21 trisoomia;  ja2l ja2l 18ja21
uuritavad sugukromo- X X sugukromo- trisoomiad trisoomiad trisoomiad
hai soomide kromosoomi kromosoomi soomide

aigused - - . - - .
aneuploidsus  aneuploidsus;  aneuploidsus  aneuploidsus;
loote sugu triploidsus;
mikrodele-
tsioonid

Tulemuste 8-10 paeva 8-10 paeva 8-10 paeva 15 pdeva 10 paeva 6-7 paeva 10 paeva
saamine
Teenuse 2000* 1148* 465* 2000* 611* 825* 365*
maksumus
®
Turul alates Oktoober Mirts 2012 Mai 2012 Detsember Oktoober Oktoober N/A

2011 2012 2013 2013
Turg USA USA USA USA Hiina Euroopa Hiina

*hinnad vdivad varieeruda
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5 ARUTELU

Traditsiooniline siinnieelne diagnostika on viimaste aastateni olnud ainuke pakutav
lahendus prenataalseteks uuringuteks, kuid alates 2011. aastast on seniste meetodite korvale
kerkinud alternatiivsed lahendused. Uuemate meetodite vajadus on kerkinud esile siinnieelse
diagnoosimise tundlikkuse tdstmiseks. Ultraheliuuring on iiks vanemaid meetodeid, mis on
kiill ohutu, aga loote haiguste médaramisel ebatdpne (Efrat jt., 2006). Hormoonidel pShinevad
testid on madala usaldusvaidrsusega — viikese riskiga rasedatel esineb vale-positiivseid
tulemusi umbes 5 %-il, mis viivad lapseootel naised ilmaaegu stressisituatsiooni ning
ebavajalike invasiivsete protseduuride teostamiseni (Proffitt, 2012). AC ja CVS on kaks koige
laialdasemalt kasutusel olevat invasiivset protseduuri, mille abil on vdimalik loote
kromosoomihaiguseid diagnoosida. Mdlemad meetod on kiill 99% tapsed, kuid iihel kuni
kahel naisel 100-st v3ib esineda protseduuri jargselt raseduse katkemine (Alfirevic jt., 2003).

Invasiivsed protseduurid omavad otsest riski loote ja ema tervisele ning vdivad olla
rasedale valulikud ning stressirohked. Eestis 1dbi 2013. aastal invasiivse protseduuri 879
rasedat (allikaks: M.Sitska ettekanne ,,Périlike haiguste siinnieelne diagnoosimine Eestis 2013
aaastal”). Neist ainult 63 avastati loote kromosoomanomaalia. Rohkem kui 92% rasedatest
labisid ebavajaliku invasiivse protseduuri. Antud ndide illustreerib tdpsemate esmaste
stinnieelsete testide vajadust. Rakuvaba loote geneetilise materjali leidumise avastus koos
tehnoloogia arenguga andis voimaluse tdiesti uudsete siinnieelsete diagnostika meetodite
arendusele. Kdige suurima potentsiaaliga tdiendamaks siiani kasutusel olevaid siinnieelse
diagnostika meetodeid on rakuvilise loote DNA analiiisimine teise pdolvkonna
sekveneerimisega. Meetod ei vaja loote ja ema DNA eelnevat eristamist, on suure
labilaskvusega, tundlik ning vdimaldab potentsiaalselt vaadelda nii kromosoomi arvu
muutuseid kui ka monogeenseid haiguseid iihe analiitisiga.

Kéesoleva t60 mitteinvasiivsete DNA  testide tutvustuses viélja  toodud
sekveneerimisvéimalustel on tehniliselt mitmeid puuduseid. Molekulaarsel loendamisel on
oluline, et huvipakkuvate kromosoomide 1dikude arv oleks euploidse loote korral voimalikult
sarnane. Kromosoomide erinev suurus ning amplifikatsiooni edukust mojutav guaniini-
tsiitosiini (GC) sisaldus vdivad mdjutada sekveneerimisel saadud 16ikude arvu. On néidatud,
et nii 18. kui ka 13. kromosoomi trisoomia mddramise tundlikust tdstab GC sisalduse
korrektsioon (Chen jt., 2011). Tépsuse ning tundlikkuse saavutamiseks on oluline
sekveneeritud fragmentide ehk read-ide hulk. Kogu genoomi sekveneerimise mitteinvasiivsed
trisoomia diagnoosimised kasutavad umbes 0,2 kordset kattuvust. Selle aastanumbris ilmunud

Chandrananda jt artikkel nditab Downi siindroomi méaramise 100 %-list tdpsust kasutades
25



koigest 0,03 kordset kattuvust (umbes kaks miljonit read-i). Kuluefektiivseks tegi analiiiisi ka
mitme raseda proovide koossekveneerimine iihel sekveneerimisrajal. (Chandrananda jt.,
2014). Siigavam sekveneerimine tdstab koheselt meetodi kallidust. SNP-ide analiiiisimeetod
vajab referents genoomi ega oma probleemset amplifikatsioonitasemete erinevust, kuid
meetod vajab korgemat kattuvust vdiksemate genoomi muutuste detekteerimiseks. SNP-ide
analiiiisimismeetod voimaldab sarnast tulemust iile kdigi huvipakkuvate kromosoomide, nt.
Zimmermann jt. niitasid oma tulemustes >99 %-list tdpsust 13., 18, 21., X ja Y
kromosoomide arvu kordsuse méddramisel. SNP-ide analiiis vdimaldab potentsiaalselt
identifitseerida veel lisaks loote genoomi triploidsust ja uniparentaalset disoomiat
(Zimmermann jt., 2012).

Kommertsiaalsete rakuvaba loote DNA testide hinnad on igapédevases kliinilises praktikas
kasutamiseks veel liiga korged. Vordluseks toon Eestis pakutava Harmony testi hinna Ida-
Tallina Keskhaigla Naistekliiniku kodulehe andmetel, ning Haigekassa ja TU
Naistekliinikumi kodulehe andmetel saadud loote ultraheliuuringu ning vereanaliiiisi
kombineeritud testi OSCAR-i, invasiivse amniotsenteesi ning FISH analiilisi hinnad. Mitte-
invasiivne Harmony test maksab ravikindlustajale korge kromosoomhaiguse riskiga raseda
korral 465 eurot ning antud analiilisiga on vdimalik médrata Downi, Edwardsi ning Patau
stindroomid koos sugukromooomide analiiiisiga. Mitteinvasiivsel meetodil saadud
anomaaliate valideerimiseks tuleb juurde arvestada kromosoomanaliiiisi hind (2013. aasta
andmetel leiti kromosoomanomaalia 6,2 %-| invasiivset protseduuri ldbinud rasedatel). Kui
arvutada traditsioonilise siinnieelse diagnostika kulud kokku, siis ldbides OSCAR-i testi,
invasiivse amniotsenteesi ning  kromosoomanaliitisi FISH meetodil, 1ldheb see
ravikindlustajale maksma ~412 eurot. Mitteinvasiivse testi kasutamine oleks antud olukorras
kallim. Invasiivse proteduuriga kaasneb aga risk raseduse katkemisele, loote tervisele ja ka
emotsionaalne stress, mida ei saa rahast viahem tahtsaks pidada.

Haiguste diagnoosimisel on oluline ka meetodi kiirus. Mitteinvasiivsete testide korral
kulub vere andmisest tulemuste saamiseni kirjanduse andmetel maksimaalselt 10 péeva.
Invasiivsete loote kromosoomanaliiiisi vastuse saamiseni voib kuluda 2-3 nédalat. Pikem
periood on tingitud invasiivselt saadud rakkude kultiveerimisetapi vajalikkusest. Invasiivseid
protseduure on vdimalik 14bi viia alates 11. néddalast (CVS), samas loote DNA on osadel
rasedatel detekteeritav juba 4. rasedusnidalast. Siiski ei ole kirjanduses leitavad meetodid
voimelised raseduse algusele omast loote DNA osahulka (<4 %) analiiiisis kasutama, kdige
varasemalt on vOoimalik prenataalset testi 1dbi viia 9. rasedusnidalal (tabel 5). Rakuvaba loote
DNA annab voimaluse alustada siinnieelse testimisega varem, mis on tuleviku meditsiini

ravivoimalustele moeldes vdga oluline. Bianchi jpt. rohutavad alles areneva organismi arengu
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mdjutamise voimalustele (nt. Loote neurogeneesi etapis Downi siindroomi ravi), kuid ilma
tapse diagnoostika ei ole ravivoimaluste olemasolust mingit kasu (Bianchi, 2012).

Mitteinvasiivse DNA testimine annab sekveneerimise edusammudega koos vdimaluse
peale trisoomiate diagnoosida rakuvabast DNA-st alternatiivseid loote genoomi
subkromosomaalseid muudatusi nagu koopia-arvu variatsioonid voi {ihenukleotiidsed
muutused. Samuti on Kitzman jt. ning Fan jt. oma uurimistoddes ndidanud verest eraldatud
DNA pdhjal loote kogu genoomi konstrueerimise voimalikkuse (Kitzman jt., 2012; Fan jt.,
2012). Kogu genoomi andmeid on keerulisem interpreteerida, kuid Kliinilises praktikas
kasutusele voetud genoomi kodeeriva ala ehk eksoomi sekveneerimine annaks voimaluse
loote haiguste diagnoosimisele.

Kliiniliselt olulised parameetrid usaldusviérseks skriinimiseks on prenataalse testi
tundlikkus ning tdpsus. Siiani kasutusel olevate traditsiooniliste mitteinvasiivsete meetodite
tundlikkus jddb vahemikku 85-90% ning vale-positiivsete tulemuste arv 3-5% vahele
(Alfirevic jt., 2003).

Tabelis 5 viljatoodud NGS uuringutes ning kirjanduses leitavates artiklites varieerub
meetodide tundlikkus. Keskmiselt on nédidatud Downi siindroomi puhul aneploidsuse
diagnoosimise tdpsuseks >99 %, Edwardsi siindroomi korral >97 % ning Patau siindroomi
madramisel 78,9 %. Kromosoomide 18 ja 13 madalamat tundlikkust on vdimalik seletada
madala GC nukleotiidide sisaldusega antud kromosoomides, mis vdhendab kvaliteetseid
sekveneerimisandmeid NGS meetodil. SNP meetodit kasutades on Palomaki jt. ndidanud
samavédrseid (>90 %) trisoomia detekteerimise tulemusi koikides kromosoomides (Palomaki
jt., 2012).

NGS uuringute tagasilookideks on enamasti proovi kolbmatus madala loote DNA
osahulga tottu (< 4%) ning tehnilised vead. Vale-negatiivsed tulemused on enamasti tingitud
eelpool mainitud tehnilistest probleemidest. Vale-positiivsed tulemused on sdltuvuses nii
tehnilisest vigadest kui ka bioloogilisest néhtustest nagu ,.kaduv kaksik ja platsenta
mosaiiksus. Rakuvaba loote DNA périneb platsenta apoptootilistest rakkudest, mis voivad
olla mosaiiksed. See fenomen on tingitud ebakorrapéraste mitootiliste ning meiootiliste
rakkude jagunemisest. Grati jt. artiklis on tungivalt soovitatud muuta cffDNA testimine
cfpDNA ehk rakuvaba platsenta DNA testimiseks, vOttes arvesse veres ringleva loote DNA
tegelikku paritolu. Tehnoloogia areng voib loote DNA testimise efektiivsust kiill tosta, kuid

100 %-list tundlikkust ei saavutata ilmselt kunagi (Grati jt., 2014).
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Tabel 5. Suuremahuliste NGS-iga loote DNA uuringute analiiiiside tulemused.

Downi siindroom Edwardsi siindroom Patau siindroom
Uuring Tundlikkus  Vale- Tundlikkus  Vale- Tundlikkus  Vale-

(%) positiivsed (%) positiivsed (%) positiivsed

tulemused(%o) tulemused(%o) tulemused(%0)

(Ehrich jt., 2011) 100 0,24 - - - -
(Chiu jt., 2011) 100 2,10 = = = =
(Palomaki  jt., 98,60 0,20 100,00 0,30 91,70 0,97
2012)
(Bianchi jt., 98,90 0,00 92,10 0,00 78,6,0 0,00
2012)
(Sparks jt., 100,00 0,81 100,00 0,81 - -
2012a)
(Ashoor jt., 100,00 0,00 98,00 0,30 - -
2012)
(Norton jt., 2012) 100,00 0,03 97,40 0,06 - -
(Dan jt., 2012) 100,00 0,03 100,00 0,03 = =
(Nicolaides  jt., 99,00 0,10 99,00 0,10 - -
2012)
(Song jt., 2013) 100,00 0,00 100 0,06 100,00 0,00
(Gil jt., 2013) >99,00 0,00 >99,00 0,10 34,00 0,00

Kui jitta korvale tehnilised ja materjaalsed aspektid, siis NGS-i kasutmine Kkliinilises
praktikas on tostatanud mitmeid eetilisi kiisimusi. Loote genoomi sekveneerimine voib tuua
endaga kaasa raseduse tahtliku katkestamise suurenemise. Mitmetes kultuuries on probleemis
tihe soo eelistamine teisele. Eetilistes kiisimustes kaasarddkijad rdhuvad loote voimetusele
enda eest otsustada. Kogu loote genoomi jérjestuse olemasolu ning vdimalike haigusseoseliste
geenide leidmine tekitab suures mahus geneetilist infot, mida oleks vdimalik rasedale
teavitada. Kitzman jt. detekteerisid loote genoomi sekveneerimisel 44 spontaanset
punktmutatsiooni, millest iiks oli tugevalt seotud Parkinsoni tdvega. Kas antud informatsiooni
edastamine tulevasele emale on vajalik? Dennis Lo, mitmete eelpool viidatud artiklite autor
ning rakuvaba loote DNA leidumise avastaja, usub et prenataalse sekveneerimise test peaks

raporteerima umbes 20 koige sagedasema haigusega seotud tulemust. ,,Me ei tea, kuhu on
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meditsiin joudnud paarikiimne aasta parast, seega tuleks sekveneeritud andmed talletada“ on
tema arvamus.

Olles vilja toonud mitmeid NIPT meetodi positiivseid ja negatiivseid kiilgi
iiksikraseduste nédidetel, arutlen meetodi efektiivsuse tile mitmikraseduste korral. Struktuursed
ebanormaalsused ning Downi siindroomi juhtumid on mitmikraseduse puhul sagedasemad.
Olulist rolli méngib seal meditsiini areng ning abistava reproduktiiv-tehnoloogia
kéttesaadavus, tanu millele on mitmikute saamine viimase paari aastakiimnega kasvanud, eriti
kdrgemas eas naiste puhul (Odibo jt., 2003; Hansen jt., 2013).

Siiani  kasutusel olnud markerite skriinimine ning ultraheliuuringud ei anna
mitmikraseduse puhul iiksikrasedusega vorreldavaid tulemusi (Spencer, 2000; Cleary-
Goldman ja Berkowitz, 2005). Biomarkerite analiitis on mitmikraseduse korral ebatipne ning
nditeks Downi stindroomi riski arvutamine toimib kaksikute puhul edukamalt kombineerides
NT modtmise tulemused ema vanusega. (Bush ja Malone, 2005). Kuid ka sellise
kombineeritud meetodi avastusprotsent on kdigest 75-85 % ning vale-positiivseid tulemusi
pea 5 %-il juhtudest. Seega oleks vaja meetodit, millega saaks hinnata voimalikult tépselt
mitmikrasedusel loodete geneetilisi ebakorrapérasusi ning struktuurseid anomaaliaid. Selle
tithja koha voiks téita sekveneerimisel pohinev ldhenemine.

Kaksikute voivad olla kas monosiigootsed, kui nad on geneetiliselt identsed ning sellisel
juhul voib analiitisi vaadelda kui ,,iiksikrasedust®. Kui kaksikud on distigootsed ehk esineb
geneetiline varieeruvus, siis vOib ka ainult tihel lootel esineda aneuploidusust. Loodete
sligootsus on mitmikraseduste puhul edasiste analiiliside madaramiseks Kliiniliselt tdhtis. Qu jt.
on ldhenenud probleemile veres leiduva loote DNA kaudu. Nende t60 on esimene, mis
madrab kaksikute siigootsust kasutades teise pdlvkonna sekveneerimist. Sekveneeritud ema ja
loodete jérjestusi vorreldi omavahel ning otsiti SNP lookuseid, kus ema oleks homostigoot
ning vdhemalt iiks loodetest heterosiigoot. Seejérel arvutati iga informatiivse SNP-i kohta
loote  DNA Kkontsentratsioon ning edasi hinnati samade SNP-ide kontsentratsioonide
kdikumisi uuritavates lookustes. Uhemunakaksikute puhul oodati samasugust loote DNA
kontsentratsioonide kd&ikumist, distigootsete loodete puhul oodati suuremat varieeruvust
(mones lookuses molemad looted homosiigoodid, mones iiks loode heterosiigoot). Saadud
tulemused olid tdpsemad kui ultraheliuuring ning meetod ohutum Kkui invasiivsed
protseduurid. Samuti voimaldab selline ldhenemine méérata erimunakaksikute korral mdlema
loote DNA hulk veres (Qu jt., 2013).

Mitmikraseduste diagnostikas on veel arenguruumi. Kdigis siiani tehtud uuringutes
osalenud rasedad on enamik hilises raseduse staadiumis. Samuti tuleb arvestada sellega, et

geneetilise materjali hulk veres erinevate loodete puhul voib varieeruda (Leung jt., 2013; Qu
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jt., 2013). Selleks, et kaksikute puhul saaks sekveneerimist kliinilises praktikas edukalt
kasutada, tuleks viia 14bi suuremahulisi uuringuid varases rasedusstaadiumis ning analiiiisida
saadud tulemuste tapsust. Puuduvad veel ka suuremad uuringud ning andmed 18. ning 13.
kromosoomide trisoomiate méaaramise kohta mitmikraseduste korral.

Antud t66s on viljatoodud loote RNA leidumine ema veres ning selle potsentsiaalne
kasulikkus siinnieelses raseduse jélgimises. RNA detekteerimise vdimalikkust on
raporteerinud mitmed teadusartiklid, kuid selle edukus varieerub td6des ning suure
lasilaskvusega meetodid RNA analiitisiks veel keerulised. Tsui jt. virskelt ilmunud artikkel
tdestab loote RNA sekveneerimise potsentsiaali rakendamaks meetodit siinnieelses testimises
(Tsui jt., 2014), kuid selle keerukuse ja mitmete arendamist vajavate probleemide parast ei
késitlenud antud teemat l&hemalt.

Siinnieelse diagnostika suund on pooratud | trimestri diagnoosimise ning invasiivsete
protseduuride védhendamisele. Mitteinvasiivne prenataalne testimine tdidab molemad
pustitatud eesmargid. Rakuvaba loote DNA analiilis voimaldab jalgida nii raseduse kulgu kui
ka loote kromosoomhaiguseid. Mitteinvasiivne DNA testimine vdiks olla siinnieelses
diagnostikas primaarne test, mis vidhendaks ~90 % invasiivsetest protseduuridest.
Tehnoloogia ning teadmiste edasiarenemisel nden DNA analiiiisimisel suurt potsentsiaali

asendada tulevikus mitmeid seniseid siinnieelse diagnostika meetodid.
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KOKKUVOTE

Kédesolevas referatiivses bakalaureusetods antakse iilevaade kliinilises praktikas
kasutusel olevast siinnieelsest diagnostikast ning selle meetoditest. Pohjalikumalt on
kasitletud uuemate mitteinvasiivsete DNA testide voimalusi ning eeliseid ja puuduseid arutelu
o0sas.

Loote aneuploidsus esineb vdhemalt 5 %-l kliiniliselt jalgitud rasedustest. Kasutusel
olevad siinnieelse diagnostika mitteinvasiivsed meetodid ei ole vdimelised diagnoosima loote
genoomimuutuseid tdpselt. Invasiivsed meetodid tagavad kiill 99 %-lise tdendosusega Oige
diagnoosi, kuid protseduur ise ohustab loote ja ema tervist kuni raseduse katkemiseni 1 naisel
100-st.

Mitteinvasiivne loote DNA testmine on eelkdige tdiesti ohutu, kuid viimaste aastate
suurearvulised uuringud on nédidanud ka kdrgeid tulemusi meetodid tapsuses ja tundlikkuses,
maédrates sageli esinevaid autosomaalseid trisoomiad. Testiga kaasneb 3-5 korda vihem vale-
positiivseid tulemusi, mis on védga oluline rasedale otsuste langetamisel sesoses lootega.
Mitteinvasiivne DNA testimine omab mitmeid puuduseid ning seega ei saa seda liigitada
diagnostiliseks meetodiks, kuid testimise eelised viitavad potsentsiaalile tulevikus areneda
diagnostiliseks protseduuriks. Selleks oleks vaja edasisi kliinilisi uuringuid madala riskiga
ning mitmikuid kandvate rasedate seas.

Mitteinvasiivse loote DNA testimine on kéesolevas kliinilises praktikas suunatud
eelkdige korge riskiga rasedate skriinimismeetodiks. Meetodi tipsus ning varajane labiviimise

aeg (juba 9. rasedusnédal) voimaldaks antud testil olla esmane siinnieelne analiitisimeetod.
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Fetal DNA sequencing — new era in prenatal diagnotics

Kelli Grand

SUMMARY

It has been less than 20 years since circulating cell-free fetal DNA (cffDNA) was shown
to be detectable in mother’s plasma. At that time it was PCR and amplification of male fetus’
gene SRY that proved the usefulness of cffDNA (Lo jt., 1997). That demostration was the
beginning of the breaking point in the prenetal diagnosis we had been using so far.

Fraction of fetal DNA (ffDNA) in mother’s circulatory system starts from few procent in
early gestational age and increases up to 12 times with the course of precnancy (Wang jt.,
2013). It mostly originates from apoptotic placenta cells (Bianchi, 2004) and the fragments
are no more than 300 bp long (Chan jt., 2004). Different studies have reported various
methods using cffDNA in prenetal testing but it was not until next generation sequencing
(NGS) became available that it was understood how much potential non-invasive DNA
testing (NIDT) has in.

There are two major approaches to NIDT — whole genome sequencing and targeted
sequencing. First one uses the cell-free DNA fragments (which is a combination of mother’s
and fetus’ DNA) from mother’s plasma and first 25-36 bp of all the fragments are sequenced.
Sequenced reads are mapped against reference genome. For analysis, all the mapped reads are
counted and any over- or underrepresentation of reads in the interested area (e.g. 21.
chromosome assosiated with Down syndrome) refers to aneuploidy. Targeted sequencing
differs in selecting the interested regions of genome for amplification and sequencing only
those.

Prenatal testing using cffDNA has presented high levels of sensitivity (>99% in the case
of 21. chromosomal trisomy) and low levels of false positive values (< 1%) in many works
(Bianchi jt., 2012). It is also fully safe comapred to invasive prenatal diagnostic methods (1
out of 100 women miscarriage) (Tabor jt., 2009). NIPT has its setbacks due to technical and
biological issues e.g. too low ffDNA, mosaicism in placenta, difficulties with multiple
pregnancies etc. Despite the newness of the method, the first commercial NIPT came to
market in 2011.

NIPT methods are still in the progress but as the technology and knowledge emerges

NIPT has the ability to replace prenatal diagnostic methods used to date.
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TANUAVALDUSED

Sooviksin tdnada oma juhendajat Lili Milanit, kes mind alati hea nou ja jouga abistab.
Viga-viga suure tdnuavalduse tahan teha oma armsale emale kogu selle modtmatu toetuse ja
kannatlikkuse eest! Tdnan ka koiki hadid sdpru ja tookaaslaseid abivalmiduse ja heade sonade

eest.
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