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Abstract

Aim of the study: Analysis of the contribution of segments of antenatal screening using non-invasive
testing of free DNA in maternal plasma (NIPT). Creating a model of contingent NIPT screening using results
of combined first trimester screening (FTS).

Material and methods: From total 460 prenatal findings in 2017 — 2019 the contribution of FTS, NIPT and
2" trimester results to indication of diagnosis of 161 trisomies No. 21 (T21) and 53 trisomies No. 18 (T18) was
assessed. The results of 24,052 FTS in the same period were sorted into three contingents: 1) combined risk
> 1/100, ultrasound finding or marker atypia (high risk — idicated to invasive procedure), 2) risk 1/100 — 1/500
(intermediate risk indicated to NIPT) and 3) risk 1/501 — 1/2,500 (medium risk indicated to integrated test).
Results: In 161 cases of T21 85% were indicated by FTS results, 7.5% by NIPT, 4.5% by integrated test and 3%
by ultrasound. In 53 cases of T18 FTS results indicated 77%, NIPT 6%, integrated test 2% and ultrasound 15%
cases. 3.8% those screened got into the high risk contingent, 9.4% into the intermediate contingent and 25%
into medium risk contingent. More than 25% from all 460 prenatal findings could not be diagnosed by NIPT.
Conclusion: FTS and ultrasound in 1t and 2" trimesters followed by invasive procedure at high risk mothers
remain the basic tools of prenatal diagnosis even in the age of widespread implementation of standard NIPT.
Our results can help plan whole-population contingent NIPT screening.

Key words: contingent NIPT screening
Puavodni prace

Abstrakt

Cil studie: Retrospektivni analyza pfinosu jednotlivych segmentd screeningu vrozenych vad s vyuZzitim vy-
Setfeni volné DNA v mateiské plazmé (NIPT) a vytvoreni modelu kontingentniho NIPT screeningu na zakladé
vysledku kombinovaného testu v I. trimestru (FTS).

Material a metody: Z celkem 460 prenatalnich nalez(i v obdobi 2017 — 2019 jsme u 161 trizomii ¢. 21 (T21)
a b3 trizomii €. 18 (T18) hodnotili podil vysledkl FTS, NIPT, integrovaného testu a ultrazvukovych (UZ) nalezu
ve Il. trimestru na indikacich. Vysledky 24 052 FTS ve stejném obdobi jsme rozdélili do tfi kontingentl: 1) s ri-
zikem > 1/100, ultrazvukovym nalezem nebo atypii marker( (vysoké riziko - indikace invazivniho vyS$etieni),
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2) s rizikem v rozmezi 1/100 — 1/500 (intermediarni riziko - indikace NIPT) a 3) s rizikem v rozmezi 1/501 - 1/2 500
(stfedni riziko - indikace integrovaného testu).

Vysledky: U 161 pfipadd T21 bylo 85 % diagnéz indikovano vysokym rizikem FTS, 7,5 % pozitivhim vysled-
kem NIPT, 4,5 % vysledkem integrovaného testu a 3 % ultrazvukovym nélezem. Z 53 pfipadl T18 byl FTS
indikaci u 77 %, vysledek NIPT u 6 %, integrovany test u 2 % a ultrazvukovy nalez u 15 %. 3,8 % vysledkl FTS
bylo v kontingentu s vysokym rizikem, 9,4 % s intermediarnim rizikem a 25 % se stfednim rizikem. Vice nez
25 % ze v8ech 460 prenatalnich nalezt by nebylo mozZno NIPT zachytit.

2Zaveér: FTS a ultrazvuk v I. a Il. trimestru s naslednym invazivnim vySetfenim téhotnych s vysokym rizikem
zUstavaji zakladnimi néastroji prenatalni diagnostiky i v pfipadé plosné implementace NIPT v sou¢asném stan-

dardu. Nase vysledky mohou pomoci pro nastaveni plo§ného kontingentniho NIPT screeningu u nas.

Klicova slova: kontingentni NIPT screening

Uvod

Neinvazivni prenatalni screening vrozenych vad po-
moci volnych fragmentt kyseliny deoxyribonukleové
(cfDNA) umoznilo zjisténi, Zze cfDNA v plazmé téhot-
nych je smési tvofenou DNA z apoptotickych ma-
tefskych bunék (priimérné 90 % cfDNA) a bunék tro-
foblastu (pradmeérné 10 % cfDNA) (1). K detekci cfDNA
v matefské plazmé a vypoctu relativniho zastoupeni
fragment( prislusejicich ke sledovanym chromo-
zomUm a klinicky vyznamnym oblastem genomu se
pouzivaji rlizné laboratorni a statistické metody vy-
uzivajici rychlého vyvoje molekularné genetickych
metod a pocitacové techniky (2,3,4,5,6). Od doby kli-
nické implementace roku 2012 bylo podano dostatek
ddkazl o vysoké efektivité neinvazivniho prenatalni-
ho testovani pomoci ¢cfDNA (NIPT) a jeho limitujicich
a korigujicich faktorech (7,8). Sou¢asné metody NIPT
vyznamné ovlivnily zplsob prenatalniho screenin-
gu Castych aneuploidii - trizomii chromozomu ¢&. 21
(T21), 6. 18 (T18) a 6. 13 (T13) (9,10). Metody NIPT pro
screening aneuploidii pohlavnich chromozomu, sub-
chromozomalni deleéni a duplikaéni varianty poctu
kopii (CNV) nebo prenatalni diagnézu monogennich
chorob (NIPD) se vyvijeji a sou¢asné nazory na jejich
implementaci jsou kontroverzni (11,12).
Kontingentni NIPT screening zaméfeny na ¢asté aneu-
ploidie je jednou ze strategii inkorporujici NIPT do
screeningového systému ¢astych aneuploidii (13,14).
Nase modifikace kontingentniho NIPT screeningu
vychazi z doporuéeni Spoleénosti Iékarské genetiky
a genomiky (SLG) k indikaci NIPT (15) a doporuceni
k provadéni diagnostickych prenatalnich vySetfeni
(16). Zakladnim screeningovym vysetfenim je kombi-
novany test v prvnim trimestru (FTS), jehoz vysledky
rozdéluji téhotné do tfi skupin (kontingenta):

1. s vysokym kombinovanym rizikem aneuploidie
(> 1/100), ultrazvukovym nalezem nebo snizenim
jednoho z biochemickych markertd pod 0,2 nasob-
ku medianu (MoM) (17), kterym je doporucéena
genetickd konzultace. Diagnostickym vySetfenim
prvni volby je rychlé stanoveni T21, T18, T13,
aneuploidii pohlavnich chromozomu a polyploidii
pomoci kvantitativni fluorescenéni polymerazové
reakce (QFPCR) (18). Naslednym vysSetfenim pfri
negativnim vysledku QFPCR je chromozomalni
microarray (CMA) detekujici dele¢ni a duplikac-
ni CNV (19). Ve specifickych indikacich mlzZe byt
CMA metodou prvni volby.

2. s intermediarnim rizikem v rozmezi 1/100 — 1/500
bez ultrazvukového nalezu (NIPT kontingent) s do-
poruéenim NIPT zaméfenym na ¢asté aneuploidie.
V pfipadé pozitivniho vysledku NIPT je doporuce-
na konfirmace invazivnim vysSetienim (vétSinou
AMC).

3. se stfednim rizikem (kontingent Il. trimestru).
V soucasném prostfedi regulujicim genetickou
prenatalni péci a vzhledem k publikovanym da-
tim (13) doporucéujeme pokracovat do Il. trimestru
k provedeni integrovaného testu téhotnym s rizi-
kem > 1/2 500. Prahové riziko integrovaného tes-
tu je 1/150 s oc¢ekavanou inicialni pozitivitou 2 %
a dalsim postupem dle vyskedku konzultace.

U v8ech téhotnych doporucujeme expertni ultrazvu-
kové vySetieni ve 20. — 22. tydnu.

Invazivni vySetfeni je doporuceno vzidy pfi ultrazvu-
kovém nalezu a pro konfirmaci vysledk( NIPT.

Material a metody

V 2017 - 2019 bylo v laboratofich GENNET vys$etfeno
celkem 886 biopsii choria (CVS), 3 028 amniocentéz
(AMC) a 3 920 NIPT a diagnostikovano celkem 460
zavaznych chromozomalnich nalezl, jejichz distribu-
ce je uvedena v Tab. 1. Cast vzork(l byla transporto-
vana z jinych pracovist (pfevaziné ze Sanus Hradec
Kralové, UPMD Praha a FTN Praha). Pro odhad pfi-
nosu jednotlivych kontingentl pro prenatalni dia-
gnoézu éastych aneuploidii (T21, T18, T13) jsme pou-
Zili podskupinu 161 pfipada T21, které byly geneticky
konzultovany na klinikdch GENNET a 53 pripadt T18,
u kterych byla znama indikaéni kritéria. U pripad(
T13 se zndmymi indikaénimi kritérii byla indikace
k diagnéze vidy na zakladé vysledkda FTS. T13 byla
proto z této analyzy vyjmuta. Ve sledovaném obdo-
bi bylo na v8ech klinikdich GENNET (Praha, Liberec)
a spolupracujicim prenatalnim centru Gynekologie
MUDr. Brozek, s.r.o. Usti nad Labem provedeno cel-
kem 24 052 FTS. Cast t&hotnych byla doporuéena
k FTS nebo genetické konzultaci na klinice GENNET
po zachytu na jiném pracovisti. Z vysledk( FTS jsme
odhadli velikosti jednotlivych kontingentl a jejich
ovlivnéni vékem.
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Vysledky

Tab. 1 Souhrn vSech nélezu ¢astych aneuploidii a CNV 2017 — 2019 (celkem 460 zdvazZnych nélezu)

Vysledky CVS (X 886) AMC (X 3 028) Celkem
Bez néalezu 612 2904 3516
Trizomie 21 126 79 205
Trizomie 18 37 16 53
Trizomie 13 14 3 17
Ostatni aneuploidie 41 28 69
CNV 56 60 116

V ramci kontingentniho testu bylo provedeno 3 920 NIPT. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 2 a 3.

Tab. 2 Souhrnné vysledky NIPT (n = 3 920)

Testy Opakovéano Neuzavreno Uzavieno IPR PPV
n 3920 103 105 3712 67 37/67
% 100 2,6 2,7 97,3 1,8 55

Legenda: IPR - inicialni pozitivita, PPV — pozitivni prediktivni hodnota

Tab. 3 Nalezy ¢astych aneuploidii pfi NIPT v ramci kontingentniho testu

Trizomie Pocet IPR PPV
T21 29 49 (1,3 %) 59 %
T18 5 10 (0,3 %) 50 %
T13 3 8 (0,2 %) 37 %

Legenda: IPR — inicialni pozitivita, PPV — pozitivni prediktivni hodnota

Komentai k Tab. 2 a 3: Inicialni pozitivita (IPR) udava ¢ast pozitivnich nalezt NIPT, které vyZaduji konfirmaci
invazivnim vys$etfenim. Cast invazivné konfirmovanych trizomii na zakladé vysledku NIPT udava pozitivni
prediktivni hodnota testu (PPV).

Odhad pfinosu jednotlivych segmentt kontingentniho screeningu pro diagnézu T21 a T18 podle prislusnosti
ke kontingentlim na zakladé vysledk( FTS je uveden v Tab. 4.

Tab. 4
izi - Rizik 1/501
Riziko > 1/100 Riziko 1/100 - 1/500 ’ iziko < 1/ _
(NIPT) (Integrovany test) (UZII. trim.)
T21 (X 161) 85 % 7,5 % 4,5 % 3%
T18 (X 53) 77 % 6 % 2% 15 %

Komentaf k Tab. 4: Trizomie 21 (celkem 161 ptipadi): 85 % ptipadl bylo v kontingentu s vysokym rizikem,
7.5 % pripadd v NIPT kontingentu a 7,5 % pfripadl v kontingentu Il. trimestru (4,5 % vysledky integrovaného
testu s rizikem FTS < 1/500, 3 % ultrazvukovy nalez).

Trizomie 18 (celkem 53 pfipadu): 77 % ptipadl bylo v kontingentu s vysokym rizikem, 6 % pfipada v NIPT kon-
tingentu a 17 % pfipada v kontingentu Il. trimestru (2 % vysledky integrovaného testu s rizikem FTS < 1/500,
15 % ultrazvukovy nalez). Vysledek NIPT prfedchazel diagnostickému prenatalnimu vysSetifeni u 3/53 pfipadu
T18 (6 %). U vSech tfi pripadl vSak byl pozitivni ultrazvukovy néalez (edém plodu, ristova retardace, menin-
gokéla) a NIPT bylo provedeno spiSe z psychologické indikace. U dal$iho pfipadu T18 indikovaného podle
doporucéeni nebyl vysledek NIPT vydan pro nizkou fetalni frakci a nasledna indikace k AMC byla provedena na
zakladé UZ nalezu ve Il. trimestru.

Retrospektivni stanoveni velikosti screeningovych kontingent(:

Relativni velikost screeningovych kontingentl byla stanovena z vysledkd 24 052 FTS provedenych na klini-
kach GENNET (primérny vék téhotnych Zen 32,5 roku v terminu, 37 % Zen ve véku 35 let a vice, 120 pfipad
T21, 31 pfipadll T18, 13 pfipadll T13) a jejich ovlivnéni vékem téhotné — viz Tab. 5.
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Tab. 5 Relativni velikosti kontingent( dle doporuceni SLG a v zavislosti na vékovych skupinach
(rozmezi rizik pro indikaci integrovaného testu 1/501 - 1/2 500)

Veék Riziko > 1/100 Riziko 1/100 - 1/500 Riziko 1/501 - 1/2 500
T21 T13/18 Celkem T21 T13/18 Celkem Celkem
VSichni 34 % 0,3 % 3.7 % 8,8 % 0,6 % 9,4 % 25 %
=> 35 let 7,3 % 0,6 % 7.9 % 17,3 % 0,8 % 18,1 % 39,4 %
< 35 let 1,2 % 0,1 % 1,3 % 3,8% 0,4 % 4,2 % 16 %
Diskuze vanych k invazivnimu vySetfeni vykon odmitla a ¢ast

Nase vysledky potvrzuji tlohu NIPT v kontingentnim
screeningu hlavné pro diagn6zu T21. U trizomii T18
a T13 byly prakticky vSechny indikace k diagnostické-
mu vySetfeni bud v kontingentu s vysokym rizikem
FTS nebo na zakladé ultrazvukového nalezu. PFi vy-
sokém riziku FTS nebo ultrazvukovém nalezu indika-
ce NIPT s velkou pravdépodobnosti oddali a prodrazi
prenatalni diagnézu. U prenatalni diagnostiky T21
a T18 jsme potvrdili jiZz dfive publikovany vyznam in-
tegrovaného testu (20). V nasem souboru bylo 4,5 %
diagn6z T21 a 2 % diagn6z T18 indikovano vysledky
integrovaného testu s rizikem FTS < 1/500.

NIPT je soucasti prenatalnich screeningovych
programi v fadé zemi vétSinou v kontingentni stra-
tegii, pouze v Holandsku (NL) a Belgii (B) je NIPT uni-
verzalnim prenatalnim testem s pfiblizné 50% (NL)
a vice nez 75% (B) utilizaci (21). Kontingentni NIPT
screening je ekonomicky pfijatelnéjsi alternativou
se zachovanim vysoké detekce ¢astych aneuploidii
a snizenim invazivnich vykonu. Gil et al. (13) uvadi
v populaci 11 692 téhotnych s primérnym vékem
31 let 3,9 % s rizikem > 1/100 indikovanych k invaziv-
nimu vySetfeni a 30,4 % v rozmezi rizik 1/100 — 1/2 500
indikovanych k NIPT s oéekavanou detekci 97 % T21
a 95 % T18 a T13. Wald et al. (14) uvadi ve skupiné
22 812 téhotnych (median 31 let, vékové rozme-
zi 28-35 let) celkem 10 % téhotnych indikovanych
k NIPT s rizikem FTS vy$§im nez 1/800 a detekci
95 % T21 a 96 % T18. Kontingenty ve Svédské po-
pulaéni studii lwarssona et al. jsou 4,5 % téhotnych
s rizikem FTS > 1/200 a 10,2 % s rizikem v rozme-
zi 1/200 - 1/1 000 (129493 téhotnych, pramér 32let,
33 % starsich 35let) (22). Vysledkem nasi modelové
strategie tfi kontingentl je kromé 3,8 % vysledkl FTS
s vysokym rizikem také zptesnéni indikace k NIPT
pomoci vysledkd integrovaného testu u 25 % vySet-
fenych s rizikem FTS v rozmezi 1/501 - 1/2 500 (kon-
tingent Il. trimestru). Oc¢ekavana inicialni pozitivita
integrovaného testu v této rizikové skupiné je nizsi
nez 2 %, coz pfedstavuje méné nez 0,5 % screenova-
nych FTS, které by doplnily primarni NIPT kontingent
pfiblizné na 10 % vS8ech screenovanych.

Pozitivni prediktivni hodnota NIPT pro T21 (59 %)
a T18 (60 %) byla v naSich vysledcich nizsi, nez je
vétSinou udavano (23). Hlavnim divodem nizsi PPV
pfi NIPT v naSem souboru byla kromé zvy$eného
zakladniho rizika v NIPT kontingentu (1/100 — 1/500)
i urcitad opatrnost pfi hodnoceni vysledktd. NIPT také
nebylo indikovdano vidy podle doporudeni, prede-
v§im z divodu ohled( na prani téhotné — ¢ast indiko-

indikovanych k NIPT vyZadovala invazivni vySetfeni
s kompletni informaci véetné vysledku CMA. V pra-
xi to ale znamenalo inicialni pozitivitu v kontingentu
NIPT a tim i konfirmacéni invazivni vySetfeni pouze
u 1,8 % testl (67/3 712).

Pokud vezmeme v Uvahu vrozené vyvojové vady
(VVV), které vedly k spontannimu potratu nebo
umeélému pfreruseni téhotenstvi a vady s pozdni
manifestaci, je mozno odhadnout prevalenci vSech
VVV plodu az u 6 % téhotenstvi. Pfiblizné u po-
loviny z nich (u 3 % téhotnych) jsou vady plodu
multifaktoriadlni etiologie, ¢asto s morfologickym
nalezem, 0,5 - 1 % plodd ma mikroskopickou chro-
mozomalni vadu, 1 % ma subchromozomalni CNV
a 05 -1 % ploda je postiZeno monogenni vadou.
Casté aneuploidie tedy tvofi priblizné tfetinu VVV
s prokazatelnou genetickou etiologii, z toho pfibliz-
né polovina (celkem 15 % vad) pfipada na trizomii
chromozomu 21. Soudasné prenatalni geneticka dia-
gnostika musi poditat i s klinicky vyznamnymi sub-
chromozomalnimi CNV detekovanymi pomoci CMA
a vadami zplsobenymi s mutacemi v jednom genu
(monogenni) detekovanymi vétS§inou sekvenovanim
nové generace (NGS) z materiadlu plodu. Pro tuto
skupinu vad s vyznamnym podilem novych mutaci
stale zUstavaji hlavnimi indikatory rizika FTS nebo
integrovaného testu, expertni ultrazvukovy nalez v 1.
a ll. trimestru nebo vyznamna atypie biochemickych
markera FTS. U téchto VVV nemize soucasné NIPT
konkurovat metodam primého vysSetieni tkani plo-
du (11,12) i pfes rychly vyvoj novych technik NIPT
(30). Riziko CNV plodu neni ovlivhéno vékem téhot-
né a frekvence klinicky vyznamnych CNV u plod
bez prokdzané morfologické vady a s normalnim
klasickym karyotypem je 0,5 — 1,3 % (24). Pravdépo-
dobnost nalezu klinicky vyznamné CNV se zvySu-
je pfi nalezu morfologické vady plodu — CNV jsou
prokazovany navic u 5 - 10 % vysetfovanych plodu
s mnohocetnymi vadami a normalnim karyotypem
(25). V naSem materialu pfineslo vySetfeni chorio-
vé biopsie pomoci CMA u téhotnych s vyznamnym
rizikem FTS zavazny ndalez CNV navic u 6 % indiko-
vanych. U skupiny AMC s Sir§im spektrem indikaci
(napf. vék, anxiozita, vysledek integrovaného testu,
muzsky faktor) byly zavazné CNV diagnostikovany
u 2 % vysetfenych. Celkem CNV predstavovaly 25 %
v§ech zavaznych nalezl prenatalni diagnostiky. | kdyz
u heterogenni skupiny CNV neni mozné odhadnout
¢ast spontanné potracenych plodi béhem dalsiho
prabéhu téhotenstvi, je pravdépodobné, Ze pomeér
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CNV k ¢astym aneuploidiim u narozenych déti by byl
jesté vyssi. Evans (26) uvadi, Ze u mladsich téhotnych
je 10x vyssi riziko nalezu CNV neZ ¢asté aneuploidie
zjistitelné pomoci soucasné NIPT. Pouziti NIPT jako
screeningového testu prvni volby v Holandsku sice
zvysSilo detekci ¢astych aneuploidii spolu se snizenim
podtu invazivnich vykon(, ale doslo k vyznamnému
sniZzeni prenatalni detekce CNV (10,11). Pro optimal-
ni detekci v§ech atypickych chromozomalnich néalezl
(az 55 % odekavanych) doporucuje lwarsson (22) in-
vazivni vy$etieni u téhotenstvi s rizikem FTS > 1/200.
V danské studii (27) byla vétSina CNV diagnostikova-
na ve skupiné rizik FTS 1/100 - 1/300.

Dalsim zpfesnénim prenatalni diagnostiky je klinicky
dostupné vysetieni exomu (WES) z materialu plodu
zameérené na mutace v protein koédujicich oblastech
genomu, které jsou pfi¢inou az 85 % monogennich
VVV. Lord et al. (28) uvadi dal$i nartst nalezi vyznam-
nych genovych variant pfi WES u 8,5 - 15,4 % plodU
se strukturalnimi vadami. Pfi dostate¢né hloubce sek-
venace je mozné pfi WES detekovat i varianty poctu
kopii (CMV) s vyssi citlivosti (~ 40 Kb) neZ vétSina
soucasnych CMA. Teoreticky je mozné pomoci WES
detekovat CNV na uUrovni jednoho exonu (~ 200 bp)
a samoziejmé i chromozomalni aneuploidie a jejich
mozaiky. Pfi optimalizaci doby vySetfeni (cca 7 — 10
dni) se muaze rychly WES (rWES) stat prenatalnim
diagnostickym testem prvni volby (29).

Zavér

Kontingentni NIPT screening a navazujici diagnostic-
ké prenatalni vySetieni podle doporucéeni SLG (15,16)
vytvari spolu s expertnim ultrazvukovym vys$etfenim
efektivni systém prenatalni diagnostiky. Kontingent
NIPT obohaceny vysledky integrovaného testu tvoril
v nasem modelu pfiblizné 10 % vySetfenych FTS.

U ¢asti téhotenstvi s nejvyssim rizikem éastych aneu-
ploidii vySetifené invazivné (pfiblizné 4 % vysledku
FTS) byly zjistény dalsi vady nezachytitelné NIPT, kte-
ré predstavovaly 25 % vSech prenatalné diagnostiko-
vanych nalezu. Vyvoj prenatalni diagnostiky sméruje
ke zvy$eni prahu citlivosti NIPT na subchromozomal-
ni a genovou uroven, k vySetieni kolujicich fetalnich
bunék a klinické implementaci prenatalniho rWES.

Seznam pouzitych zkratek:
AMC amniocentéza
bp par bazi DNA
cfDNA volna DNA
CMA chromozomalni microarray
CNV varianty podétu kopii
CVS biopsie choria
DNA kyselina deoxyribonukleova
FTS kombinovany screening prvniho trimestru
IPR inicidlni pozitivita
Kb tisic part bazi DNA
MoM néasobek medianu
NGS sekvenovani nové generace
NIPT neinvazivni screening s vyuZzitim cfDNA
NIPD NIPT zaméfeny na monogenni mutace
PPV pozitivni prediktivni hodnota
QFPCR kvantitativni fluorescenéni
polymerazové reakce
Spoleénost lIékafské genetiky a genomiky
trizomie chromozomu &. 21
T18 trizomie chromozomu ¢&. 18
T13 trizomie chromozomu ¢&. 13
UZ ultrazvuk
WES celoexomové sekvenovani
rWES celoexomové sekvenovani
v rychlém rezimu

SLG
T21
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