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Neinvazívne prenatálne testovanie (NIPT) na  najčastejšie aneuploidie pomocou analýzy  voľnej DNA získanej 

z periférnej krvi tehotných žien predstavuje jeden  z najrýchlejšie sa presadzujúcich nových  genetických testov. 

O prítomnosti voľnej DNA plodu v periférnej plazme tehotných žien vieme od roku 1997, no vzhľadom na jej ma- 

lý podiel trvalo 14 rokov, kým sa stal dostupným prvý test na stanovenie najčastejších trizómií. Dnes existuje via- 

cero  dostupných NIPT metód, ktoré  rôznymi  spôsobmi detegujú zmeny  početnosti sledovaných chromozómov 

v porovnaní s referenčnými chromozómami. Úspech NIPT spočíva vo vysokej citlivosti na najčastejšie aberácie, 

v prípade trizómie 21 nad 99 %, a v nízkej miere falošne pozitívnych výsledkov. Svetovo najviac používané testy sú 

založené na analýze s tzv. celogenómovým prístupom, pričom  pomocou metódy masívne paralelného sekveno- 

vania sa analyzuje celková DNA získaná z periférnej plazmy tehotnej ženy. V našom laboratóriu sme v roku 2015 

zaviedli test,  ktorý využíva celogenómový prístup. Primárne bol navrhnutý na detekciu trizómie 21, 18 a 13. Pri 

vhodnom spôsobe interpretácie dát však možno získať detailný  prehľad o stave všetkých chromozómov a zistiť 

aj malé aberácie. Vďaka zavedeniu takejto interpretácie pri NIPT sme zachytili prípad pacientky, u ktorej sme po- 

zorovali viacpočetné subchromozómové aberácie na viacerých chromozómoch. Existuje viacero možných príčin 

na pozorovanie takýchto zmien  – aberácie pochádzajúce z miznúceho dvojčaťa, okultná malignita, ale aj systé- 

mový lupus  erythematosus (SLE). Pri hodnotení neštandardných výsledkov NIPT testov je kľúčové získanie do- 

datočných klinických dát na stanovenie príčiny. Celogenómové testy NIPT však môžu poskytnúť doplňujúce infor- 

mácie aj k zdravotnému stavu tehotnej a môžu byť cenným nástrojom prevencie aj pri diferenciálnej diagnostike. 

Kľúčové slová: neinvazívne prenatálne testovanie, NIPT, voľná fetálna DNA, chromozómové aberácie, celogenó- 

mové sekvenovanie, okultná malignita, systémový 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 
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Úvod 

V roku 1997  bola v periférnej  krvi tehotných žien objave- 

ná voľná DNA pochádzajúca z plodu(1). Táto DNA však nie je 

priamo uvoľňovaná plodom, ale bunkami cytotrofoblastu pla- 

centy, ktoré odumrú v procese apoptózy(2). NIPT predstavuje 

pokročilý skríningový test, nie však diagnostický test, pretože 

môže  viesť k falošne pozitívnym  alebo  menej  často k faloš- 

ne negatívnym výsledkom. Práve  placentárny pôvod  a feno- 

mén placentárneho mozaicizmu zodpovedajú za malú mieru 

diskordantných výsledkov NIPT a skutočného karyotypu plo- 

du a sú  jednou  z biologických príčin nesprávneho výsledku 

NIPT(3). Ďalšou z príčin falošne pozitívnych výsledkov NIPT je 

syndróm miznúceho dvojčaťa, pretože u miznúceho dvojčaťa 

je vyšší výskyt aneuploidií a príslušná časť placenty uvoľňuje 

aberantnú DNA(11). Nízky podiel DNA plodu (menej  ako 4 %) 

môže  byť príčinou falošne negatívneho výsledku. DNA získa- 

ná z plazmy  je zmesou dominujúcej materskej DNA a DNA 

plodu, ktorá predstavuje priemerne len okolo 10 – 20 % me- 

dzi 10. a 21. týždňom tehotenstva(4). Výsledok  NIPT môže 

byť preto  ovplyvnený  aj aberantným genotypom matky  (na- 

pr. mozaicizmus). Až v roku 2008  bola  prvýkrát  publikova- 

ná  nová  metóda analyzujúca cirkulujúcu  DNA v krvi tehot- 

nej  pomocou sekvenátorov novej  generácie, vďaka  ktorej 

bolo možné s vysokou  spoľahlivosťou odlíšiť trizomické plo- 

dy od euploidných(5). Bol založený na celogenómovom sek- 

venovaní  voľnej cirkulujúcej  DNA, priradení  sekvencií k jed- 

notlivým chromozómom a následnému porovnaniu pomerov 

sledovaných a referenčných chromozómov s pomermi ziste- 

nými pre súpravu vzoriek euploidných tehotenstiev. Prvý ko- 

merčne dostupný NIPT test prišiel v roku 2011 a odvtedy  do- 

šlo k veľkému  nárastu počtu  vyšetrených tehotných, ako  aj 

k dostupnosti rôznych NIPT(6). Prax ukázala prínos  NIPT me- 

tód vo vysokej citlivosti  a špecificity častých chromozómo- 

vých porúch plodu v porovnaní so štandardným skríningom 

a NIPT predstavuje najspoľahlivejšiu metódu v prípade, že te- 

hotná nie je ochotná podstúpiť amniocentézu(7). 

NIPT testy  však nesú predovšetkým genomickú informá- 

ciu o tehotnej žene.  Práca Bianchi a kol.(7)  poukazuje na za- 

chytenie ešte  neidentifikovaných desiatich prípadov ma- 

terskej malignity u tehotných žien v rámci  poskytovania 

komerčného NIPT testu,  ktoré  boli pri následnom klinickom 

manažmente aj potvrdené. Malígne  bunky  totiž  do  obehu 

uvoľňujú DNA podobne ako placenta, pričom  tumorové tka- 

nivo je často tvorené bunkami s viacpočetnými chromozó- 

movými  aberáciami. Malignita  však  nie je jedinou  možnou 

príčinou  zachytenia abnormálneho NIPT chromozómového 

profilu. Chan a spol.(8) v roku 2015 poukázali na to že aj sys- 

témový  lupus  erythematosus (SLE) spôsobuje viacpočet- 

né  aberantné chromozómové artefakty pri celogenómovej 

analýze DNA z placenty. Táto práca poukazuje na zachytený 

prípad  tehotnej s prítomnými viacpočetnými chromozómo- 

vými aberáciami zistenými pomocou NIPT testu(9) s rozbo- 

rom možných príčin. Práve  schopnosť zachytiť iné aberácie 

okrem  testovaných vnímame ako  hlavnú  výhodu  celogenó- 

mového prístupu pri NIPT skríningu. 

 
Materiál a metódy 

U pacientky vo veku 32 rokov, po in vitro fertilizácii  bol 

indikovaný  NIPT test. Odberová skúmavka s periférnou kr- 

vou odobratou do EDTA bola prepravená do laboratória a do 

24 hodín  z nej bola  získaná čistá frakcia  plazmy.  Z plazmy 

bola  izolovaná celková  DNA pomocou kitu DNA Blood Mini 

kit (Qiagen, DE) a celý výťažok bol použitý  na prípravu  frag- 

mentovej sekvenačnej knižnice  s kitom  TruSeq  Nano  (Illu- 

mina, USA) na účely masívne paralelného sekvenovania na 

sekvenátore Illumina MiSeq. Vykonané bolo párové sekveno- 

vanie s dĺžkou  čítania  75bp.  Získané dáta  zo sekvenovania 

boli spracované pomocou bioinformatického expertného ná- 

stroja NIPT-APP, ktorý zabezpečil kvalitatívne  filtrovanie dát, 

mapovanie čítania k referenčnému ľudskému genómu verzie 

hg19, zisteniu početností čítania pre jednotlivé chromozómy, 

ako aj pre rovnomerné segmenty chromozómov, ktoré pomo- 

cou vlastného algoritmu boli porovnané s normálnymi počet- 

nosťami referenčných vzoriek.  Na základe porovnania vzo- 

riek s referenčnými hodnotami bolo stanovené Z skóre  pre 

analyzované chromozómy pomocou vyvinutého  algoritmu 

Multinomial. Na účely kontroly validity výsledkov boli výsled- 

ky vizualizované aj formou  grafickej  reprezentácie chromo- 

zómov  na subchromozómovej úrovni pomocou nástroja Cir- 

cos(10). Vzhľadom na výsledok bol s odstupom dvoch týždňov 

vykonaný opakovaný odber  s použitím  rovnakého postupu. 

 
Výsledky 

Pri prvej NIPT analýze vzorky sme získali 6,9 milióna  pá- 

rových čítaní, ktoré  sa unikátne mapovali na genóm vo ver- 

zii GRCh37. Bola zistená pozitivita na trizómiu chromozómu 

18 (Z skóre  > 6) a zároveň hodnoty Z skóre  chromozómov 

21 a 13 boli v sivom  pásme (Z skóre  medzi  2,5 a 4), čo je 

neštandardné (obrázok 1). Výsledok  po 2. odbere bol rov- 

naký. Pomocou nástroja Circos sme hodnotili distribúciu čí- 

tania  v rámci  všetkých autozómov (obrázok  2). Pozorovali 

sme prítomnosť viacpočetných subchromozómových aberá- 

cií (mikrodelécie a duplikácie) na každom z chromozómov 

(obrázok  1). Pacientka bola  na základe výsledkov  indikova- 

ná na  amniocentézu. 

 
 
 
Obrázok 1. Zobrazenie výsledného Z skóre  stanoveného algorit- 

mom Multinomial pre testované chromozómy 21, 18 a 13. Svetlo- 

modrá oblasť predstavuje distribúciu Z skóre negatívnych vzoriek 

a červené body predstavujú Z skóre prípadov s trizómiou. Sivá zó- 

na Z skóre od 2,5 do 4 predstavuje pásmo neinformatívnych hod- 

nôt. Skúmaná vzorka  (žlté body) mala pozitívny  výsledok na tri- 

zómiu  18, no atypicky  aj Z skóre  pre chromozómy 21 a 13 boli 

v sivej zóne. 
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Obrázok 2. Profil autozómov 1 – 22 zobrazený v kruhu pomo- 

cou nástroja Circos. Vnútorný kruh predstavuje referenčnú vzor- 

ku, stredný  kruh  je výsledkom NIPT prvého  odberu  pacientky 

a vonkajší  kruh je výsledkom NIPT druhého  odberu.  Zelené  ob- 

lasti predstavujú normálnu reprezentáciu sekvencií v daných  ob- 

lastiach  chromozómu, žlté malú a červené  vyššiu  odchýlku  v po- 

četnosti. Posun odchýlok smerom von poukazuje na duplikované 

a smerom dnu deletované oblasti. 

 
 
 
 

Diskusia a záver 

Neinvazívne prenatálne testy v praxi preukázali vysokú cit- 

livosť a špecificitu pri odhaľovaní najčastejších  aneuploidií 

plodu  analýzy  voľnej DNA plodu  v periférnej  krvi tehotných 

žien. Od pôvodného názoru expertov na prenatálnu starostli- 

vosť pri využití NIPT testu ako alternatívy  štandardného skrí- 

ningu pre tehotné s vyšším  rizikom plodu s Downovým syn- 

drómom badať  posun k názoru vhodnosti nasadenia testu 

ako prvej voľby skríningu  na najčastejšie aneuploidie plodu. 

No skupina testov založených na celogenómovom skenova- 

ní dokáže poskytnúť  doplňujúce informácie, ktoré  sa týkajú 

samotnej tehotnej ženy. 

Pri poskytovaní NIPT testu v našom laboratóriu sme za- 

chytili prípad tehotnej, ktorá mala abnormálny výsledok NIPT 

testu a vo vizualizácii distribúcie čítania pre všetky chromozó- 

my sme pozorovali veľký počet subchromozómových odchý- 

lok (duplikácií aj delécií). Okultná malignita je jedným z mož- 

ných  vysvetlení  získania tohto  neštandardného výsledku. 

Masa malígneho tumoru môže  mať všetky  alebo  subpopu- 

lácie  buniek  s prítomnými subchromozómovými aberácia- 

mi, ktoré v dôsledku poruchy  v kontrolných a opravných me- 

chanizmoch bunky prežívajú  a množia sa. Práve pri rozpade 

takýchto buniek  sa do  cirkulácie  uvoľňujú  aberantné DNA 

tumoru a menia  tak relatívne  zastúpenie fragmentov v abe- 

rantných oblastiach. Viaceré  práce uvádzajú zachytenie ta- 

kýchto  prípadov skrytej  malignity  v skorom štádiu v rámci 

NIPT, ktoré  boli následne potvrdené, lokalizované, prípadne 

aj liečené pri ďalšom klinickom manažmente(7). 

Príčinou  zisteného aberantného profilu však  môže  byť aj 

SLE a napriek  zatiaľ nedostupným informáciám z odbornej 

literatúry  možno predpokladať, že aj iné autoimunitné ocho- 

renia  môžu  spôsobiť podobný výsledok.  Pri pozorovaní ab- 

normálneho profilu je potrebné vylúčiť SLE alebo  iné autoi- 

munitné ochorenia u pacientky. V anamnéze však pacientka 

neuviedla SLE. 

V analyzovanom prípade treba  vziať do úvahy aj tretiu al- 

ternatívnu príčinu. Tehotná žena  totiž podstúpila procedúru 

in vitro fertilizácie, pričom boli implantované dve embryá, jed- 

no z nich neprosperovalo. Zdrojom  aberantnej DNA pozoro- 

vanej v NIPT teste by teda  mohlo byť aj jedno z embryí. 

Na definitívne  stanovenie príčiny pozorovaného abnor- 

málneho profilu  je  potrebné vykonať  doplňujúce vyšetre- 

nia a získať ďalšie anamnestické údaje.  Kľúčový je výsledok 

z analýzy  vzorky získanej z amniocentézy, vďaka čomu  bu- 

de možné vylúčiť aberácie prítomné u prosperujúceho plodu. 

Vzhľadom  na odber  z vnútra plodového obalu prosperujúce- 

ho dvojčaťa pravdepodobne nebude možné zistiť, či aberant- 

ná DNA zachytená v periférnej  krvi pochádza z druhého em- 

brya. Ten však pacientka odmieta. Vzorka placenty získaná 

pomocou CVS a jej karyotypová analýza by mohla  byť vhod- 

nou metódou na stanovenie embryonálneho pôvodu aberant- 

nej DNA. Definitívne  však  možno embryonálny pôvod  abe- 

rantnej  DNA potvrdiť alebo  vylúčiť až po ukončení gravidity 

podľa vymiznutia aberantného signálu. Z anamnézy pacient- 

ky alebo  špecifickými vyšetreniami bude  možné preveriť hy- 

potézu o prítomnosti SLE. Po vylúčení predchádzajúcich prí- 

čin by bolo potrebné vyšetriť okultnú malignitu. 

 
Záver 

Celogenómový prístup pri neinvazívnom testovaní na naj- 

častejšie chromozómové poruchy  môže byť významným 

zdrojom informácií  o zdravotnom stave tehotných žien a po- 

môcť  tak  pri odhaľovaní závažných patologických fenomé- 

nov. Identifikovali sme prípad s viacpočetnými chromozómo- 

vými aberáciami s viacerými  možnými  príčinami  vzniku, no 

na stanovenie ich príčiny je potrebný vhodný algoritmus di- 

ferenciálnej diagnostiky. 
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