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Nestandardné vysledky neinvazivneho prenatalneho testu na
chromozemoveé poruchy plodu mézZu poskytovar doplsiujicu
informdciu o zdravotnom stave tehotnych Zien
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Neinvazivne prenatalne testovanie (NIPT) na najCastejSie aneuploidie pomocou analyzy volnej DNA ziskanej
z periférnej krvi tehotnych zien predstavuje jeden z najrychlejSie sa presadzujtcich novych genetickych testov.
O pritomnosti vol'nej DNA plodu v periférnej plazme tehotnych Zien vieme od roku 1997, no vzhl'adom na jej ma-
ly podiel trvalo 14 rokov, kym sa stal dostupnym prvy test na stanovenie naj¢astejSich trizémii. Dnes existuje via-
cero dostupnych NIPT metéd, ktoré réznymi sposobmi deteguja zmeny pocetnosti sledovanych chromozémov
v porovnani s referenénymi chromozémami. Uspech NIPT spociva vo vysokej citlivosti na najcastejsie aberacie,
v pripade trizomie 21 nad 99 %, a v nizkej miere falo$ne pozitivnych vysledkov. Svetovo najviac pouzivané testy sa
zalozené na analyze s tzv. celogenomovym pristupom, priCom pomocou metdédy masivne paralelného sekveno-
vania sa analyzuje celkova DNA ziskana z periférnej plazmy tehotnej zeny. V nasom laboratoriu sme v roku 2015
zaviedli test, ktory vyuziva celogendomovy pristup. Primarne bol navrhnuty na detekciu trizémie 21, 18 a 13. Pri
vhodnom spdsobe interpretacie dat vSak mozno ziskat' detailny prehlad o stave vsetkych chromozémov a zistit’
aj malé aberacie. Vd’aka zavedeniu takejto interpretacie pri NIPT sme zachytili pripad pacientky, u ktorej sme po-
zorovali viacpocetné subchromozémové aberacie na viacerych chromozéomoch. Existuje viacero moznych pricin
na pozorovanie takychto zmien — aberacie pochadzajice z miznuceho dvojcata, okultnd malignita, ale aj systé-
movy lupus erythematosus (SLE). Pri hodnoteni neStandardnych vysledkov NIPT testov je kIicové ziskanie do-
dato¢nych klinickych dat na stanovenie pric¢iny. Celogenomové testy NIPT vSak moézu poskytnut’ dopliiujtce infor-
macie aj k zdravotnému stavu tehotnej a mézu byt cennym nastrojom prevencie aj pri diferencialnej diagnostike.
KPucové slova: neinvazivne prenatalne testovanie, NIPT, vol'na fetdlna DNA, chromozomové aberacie, celogeno-
mové sekvenovanie, okultna malignita, systémovy lupus erythematosus, SLE

Abnormal results of non-invasive prenatal test for common foetal aneuploidies can provide additional informati-
on about medical conditions in pregnant women

Non-invasive prenatal testing (NIPT) for common foetal aneuploidies based on analysis of circulating free foetal
DNA obtained from peripheral maternal blood represents one of the most rapidly adopted genetic tests. We are
aware that free foetal DNA is present in maternal blood since 1997 but due to its low relative amount it took 14
years until the first commercial test became available. Various NIPT tests are currently available which use dif-
ferent approaches to detect changes in tested chromosome counts compared to reference chromosomes. The
success of NIPT lies in the high detection rate of the most common aneuploidies, in case of trisomy 21 above
99%, and low false positive rate compared to other screening methods. The most common NIPT test worldwide
is based on so called whole genome approach, which is based on massively parallel sequencing of total DNA
isolated from peripheral plasma of a pregnant woman. We implemented an in-house NIPT test in our laborato-
ry in 2015, which also uses whole genome approach. It was primarily designed for detection of trisomies 21, 18
and 13. Using an alternative interpretation of the entire genome analysis is possible to study all chromosomes
and identify aberrations of small extent. Due to the implementation of such analysis we identified a case of
a pregnant woman with various subchromosomal aberrations on different chromosomes. Following conditions
can lead to such abnormal results — aberrations of demised aberrant twin, occult maternal malignancy, or sys-
temic lupus erythematosus (SLE). Additional clinical information may be needed to determine causative condi-
tion. Whole genome NIPT tests can be a source of a valuable information for differential diagnosis of various
clinical conditions of pregnant women or even prevention.

Keywords: non-invasive prenatal testing, NIPT, free foetal DNA, whole genome sequencing, chromosomal aber-
rations, occult malignancy, systemic lupus erythematosus, SLE

Newslab, 2017; roé€. 8(1): 30 — 33

1/2017
30 nevvslabj




- 2

Uvod

V roku 1997 bola v periférnej krvi tehotnych zien objave-
na volnd DNA pochadzajuca z plodu®. Tato DNA vsak nie je
priamo uvolnovana plodom, ale bunkami cytotrofoblastu pla-
centy, ktoré odumrua v procese apoptézy®. NIPT predstavuje
pokroéily skriningovy test, nie vSak diagnosticky test, pretoze
moze viest k falo$ne pozitivnym alebo menej casto k falos-
ne negativhym vysledkom. Prave placentarny pévod a feno-
mén placentarneho mozaicizmu zodpovedaja za mali mieru
diskordantnych vysledkov NIPT a skutoéného karyotypu plo-
du a su jednou z biologickych pri¢in nespravneho vysledku
NIPT®. Dalsou z pri¢in falodne pozitivnych vysledkov NIPT je
syndrom miznaceho dvojcata, pretoze u mizniceho dvojcata
je vyssi vyskyt aneuploidii a prislu$na ¢ast’” placenty uvolnuje
aberantnu DNA®. Nizky podiel DNA plodu (menej ako 4 %)
moze byt pricinou falo$ne negativneho vysledku. DNA ziska-
na z plazmy je zmesou dominujucej materskej DNAa DNA
plodu, ktord predstavuje priemerne len okolo 10 — 20 % me-
dzi 10. a 21. tyzdinom tehotenstva®. Vysledok NIPT moze
byt preto ovplyvneny aj aberantnym genotypom matky (na-
pr. mozaicizmus). Az v roku 2008 bola prvykrat publikova-
na nova metdéda analyzujuca cirkulujucu DNA v krvi tehot-
nej pomocou sekvenatorov novej generacie, vdaka ktorej
bolo mozné s vysokou spolahlivostou odlisit’ trizomické plo-
dy od euploidnych®. Bol zalozeny na celogenomovom sek-
venovani Volnej cirkulujucej DNA, priradeni sekvencii k jed-
notlivym chromozémom a naslednému porovnaniu pomerov
sledovanych a referené¢nych chromozomov s pomermi ziste-
nymi pre supravu vzoriek euploidnych tehotenstiev. Prvy ko-
meréne dostupny NIPT test prisiel v roku 2011 a odvtedy do-
Slo k vel’kému narastu poétu vySetrenych tehotnych, ako aj
k dostupnosti roznych NIPT®. Prax ukazala prinos NIPT me-
tod vo vysokej citlivosti a Specificity ¢astych chromozéomo-
vych portch plodu v porovnani so $tandardnym skriningom
a NIPT predstavuje najspolahlivejs$iu metédu Vv pripade, ze te-
hotna nie je ochotna podstapit’amniocentézu®.

NIPT testy vsak nesu predovsetkym genomicku informa-
ciu o tehotnej zene. Praca Bianchi a kol.” poukazuje na za-
chytenie este neidentifikovanych desiatich pripadov ma-
terskej malignity u tehotnych zien v rdmci poskytovania
komeréného NIPT testu, ktoré boli pri naslednom klinickom
manazmente aj potvrdené. Maligne bunky totiz do obehu
uvolnuju DNA podobne ako placenta, pricom tumorové tka-
nivo je ¢asto tvorené bunkami s viacpocetnymi chromozoé-
movymi aberaciami. Malignita vsak nie je jedinou moznou
pri¢inou zachytenia abnormalneho NIPT chromozémového
profilu. Chan a spol.® v roku 2015 poukézali na to ze aj sys-
témovy lupus erythematosus (SLE) sposobuje viacpocet-
né aberantné chromozomové artefakty pri celogenomovej
analyze DNA z placenty. Tato praca poukazuje na zachyteny
pripad tehotnejs pritomnymi viacpocetnymi chromozomo-
vymi aberaciami zistenymi pomocou NIPT testu® s rozbo-
rom moznych pri¢in. Prave schopnost’ zachytit' iné aberacie
okrem testovanych vnimame ako hlavna vyhodu celogeno-
mového pristupu pri NIPT skriningu.

Material a metody

U pacientky vo veku 32 rokov, po in vitro fertilizacii bol
indikovany NIPT test. Odberova skamavka s periférnou kr-
vou odobratou do EDTA bola prepravena do laboratoria a do

24 hodin z nej bola ziskana ¢ista frakcia plazmy. Z plazmy
bola izolovana celkova DNA pomocou kitu DNA Blood Mini
kit (Qiagen, DE) a cely vytazok bol pouzity na pripravu frag-
mentovej sekvenacnej kniznice s kitom TruSeq Nano (lllu-
mina, USA) na ucely masivne paralelného sekvenovania na
sekvenatore Illumina MiSeq. Vykonané bolo parové sekveno-
vanie s dizkou &itania 75bp. Ziskané data zo sekvenovania
boli spracované pomocou bioinformatického expertného na-
stroja NIPT-APP, ktory zabezpecil kvalitativne filtrovanie dat,
mapovanie ¢itania K referenénému l'udskému genému verzie
hgl9, zisteniu pocetnosti ¢itania pre jednotlivé chromozémy,
ako aj pre rovnomerné segmenty chromozémov, ktoré pomo-
cou vlastného algoritmu boli porovnané s normalnymi pocet-
nostami referenénych vzoriek. Na zaklade porovnania vzo-
riek s referenénymi hodnotami bolo stanovené Z skére pre
analyzované chromozémy pomocou vyvinutého algoritmu
Multinomial. Na ucely kontroly validity vysledkov boli vysled-
ky vizualizované aj formou grafickej reprezentacie chromo-
zébmov na subchromozomovej Grovni pomocou nastroja Cir-
c0s19, Vzhladom na vysledok bol s odstupom dvoch tyzdnov
vykonany opakovany odber s pouzitim rovnakého postupu.

Vysledky

Pri prvej NIPT analyze vzorky sme ziskali 6,9 miliona pa-
rovych ¢&itani, ktoré sa unikatne mapovalina genoém vo ver-
zii GRCh37. Bola zistena pozitivita na trizémiu chromozému
18 (Z skore > 6) a zaroven hodnoty Z skore chromozémov
21 a 13 boli v sivom pasme (Z skore medzi 2,5 a 4), ¢o je
nestandardné (obrdzok 1). Vysledok po 2. odbere bol rov-
naky. Pomocou nastroja Circos sme hodnotili distribtciu ¢&i-
tania v ramci vSetkych autozémov (obrdzok 2). Pozorovali
sme pritomnost’ viacpoéetnych subchromozémovych abera-
cii (mikrodelécie a duplikacie) na kazdom z chromozémov
(obrdzok 1). Pacientka bola na zaklade vysledkov indikova-
na na amniocentézu.

Obrdzok 1. Zobrazenie vysledného Z skore stanoveného algorit-
mom Multinomial pre testované chromozémy 21, 18 a 13. Svetlo-
modra oblast’ predstavuje distribuciu Z skore negativnych vzoriek
a cervené body predstavuju Z skore pripadov s trizomiou. Siva zo-
na Z skore od 2,5 do 4 predstavuje pdsmo neinformativnych hod-
not. Skumand vzorka (zlté body) mala pozitivny vysledok na tri-
z6miu 18, no atypicky aj Z skére pre chromozémy 21 a 13 boli
vV sivej zone.
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Obrdzok 2. Profil autozémov 1 — 22 zobrazeny v kruhu pomo-
cou nastroja Circos. Vmutorny kruh predstavuje referencnu vzor-
ku, stredny kruh je vysledkom NIPT prvého odberu pacientky
a Vonkajsi kruh je vysledkom NIPT druhého odberu. Zelené ob-
lasti predstavuju normdlnu reprezentdciu sekvencii v danych ob-
lastiach chromozému, zité malu a cervené vyssiu odchylku v po-
Cetnosti. Posun odchylok smerom von poukazuje na duplikované
a smerom dnu deletované oblasti.

Diskusia a zaver

Neinvazivne prenatalne testy v praxi preukazali vysoku Cit-
livost a $pecificitu pri odhalovani najcastejSich aneuploidii
plodu analyzy volnej DNA plodu v periférnej krvi tehotnych
zien. Od povodného ndzoru expertov na prenatalnu starostli-
vost’ pri vyuziti NIPT testu ako alternativy Standardného skri-
ningu pre tehotné s vys§im rizikom plodu s Downovym syn-
dromom badat’ posun k nazoru vhodnosti nasadenia testu
ako prvej vol'by skriningu na najCastejsie aneuploidie plodu.
No skupina testov zalozenych na celogenémovom skenova-
ni dokaze poskytnit dopliujuce informacie, ktoré sa tykaju
samotnej tehotnej zeny.

Pri poskytovani NIPT testu v naSom laboratériu sme za-
chytili pripad tehotnej, ktora mala abnormalny vysledok NIPT
testu a vo vizualizacii distribacie ¢itania pre vsetky chromozo-
my sme pozorovali velky poéet subchromozomovych odchy-
lok (duplikacii aj delécii). Okultna malignita je jednym z moz-
nych vysvetleni ziskania tohto neStandardného vysledku.
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Masa maligneho tumoru méze mat vSetky alebo subpopu-
lacie buniek s pritomnymisubchromozémovymi aberacia-
mi, ktoré v dosledku poruchy v kontrolnych a opravnych me-
chanizmoch bunky prezivaji a mnozia sa. Prave pri rozpade
takychto buniek sa do cirkulacie uvolnuju aberantné DNA
tumoru a menia tak relativne zastpenie fragmentov v abe-
rantnych oblastiach. Viaceré prace uvadzaju zachytenie ta-
kychto pripadov skrytej malignity v skorom s$tadiu v ramci
NIPT, ktoré boli nasledne potvrdené, lokalizované, pripadne
aj liecené pri d’alsom klinickom manaZzmente®.

Pri¢inou zisteného aberantného profilu vsak moéze byt aj
SLE a napriek zatial nedostupnym informaciam z odbornej
literatary mozno predpokladat, ze aj iné autoimunitné ocho-
renia mézu spdsobit’ podobny vysledok. Pri pozorovani ab-
normalneho profilu je potrebné vylucit' SLE alebo iné autoi-
munitné ochorenia u pacientky. V anamnéze vsak pacientka
neuviedla SLE.

V analyzovanom pripade treba vziat do tvahy aj tretiu al-
ternativnu pricinu. Tehotna zena totiz podstupila proceduru
in vitro fertilizacie, pricom boli implantované dve embrya, jed-
no z nich neprosperovalo. Zdrojom aberantnej DNA pozoro-
vanej v NIPT teste by teda mohlo byt aj jedno z embryi.

Na definitivne stanovenie pri¢iny pozorovaného abnor-
malneho profilu je potrebné vykonat dopliujice vySetre-
nia a ziskat' d’alsie anamnestické udaje. Klucovy je vysledok
z analyzy vzorky ziskanej z amniocentézy, vdaka ¢omu bu-
de mozné vyluéit’ aberacie pritomné u prosperujaceho plodu.
Vzhladom na odber z vnatra plodového obalu prosperujiace-
ho dvojéata pravdepodobne nebude mozné zistit', ¢i aberant-
na DNA zachytena v periférnej krvi pochadza z druhého em-
brya. Ten vsak pacientka odmieta. Vzorka placenty ziskana
pomocou CVS a jej karyotypova analyza by mohla byt vhod-
nou metodou na stanovenie embryonalneho pévodu aberant-
nej DNA. Definitivne vSak mozno embryonalny pévod abe-
rantnej DNA potvrdit’ alebo vylucit' az po ukonceni gravidity
podl'a vymiznutia aberantného signalu. Z anamnézy pacient-
ky alebo s$pecifickymi vySetreniami bude mozné preverit’ hy-
potézu 0 pritomnosti SLE. Po vylugeni predchadzajucich pri-
¢in by bolo potrebné vysetrit’ okultna malignitu.

Zaver

Celogenomovy pristup pri neinvazivnom testovani na naj-
Castejsie chromozomové poruchy moéze byt vyznamnym
zdrojom informacii 0 zdravotnom stave tehotnych Zien a po-
moct’ tak pri odhalovani zavaznych patologickych fenomé-
nov. Identifikovali sme pripad s viacpocetnymi chromozoémo-
vymi aberaciami s viacerymi moznymi pri¢inami vzniku, no
na stanovenie ich pri¢iny je potrebny vhodny algoritmus di-
ferencialnej diagnostiky.
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