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GENETIC ANALYSIS FROM MATERNAL BLOOD
Review article

Abstract

It has been 16 years since there has been a discovery of cell-free fetal DNA (cffDNA) in mother’s blood. However in
the last 5 years there has been more researching done in the purpose of its specific diagnosis, concentration and
molecular size, which have later on reflected into particular tests. These have been available only in the past 2 years.
Within the actual trend in preference of non-invasive methods of prenatal diagnosis and its shifting into first trimester
the examination of mother’s blood has been showing as a very perspective method for early cell-free fetal DNA dis-
covering of chromosome aberration diagnosis of fetus. Its wider enforcement is unfortunatelly limited by a small
amount of studies within non-risk pregnancy groups of patients as well as its higher financial cost. Despite of this
information this method is extending further more from United States of America into whole world which lowers its
costs and its becoming more accesible for a wider amount of patients.

Within detailed researching in a group of risk pregnancy patients this method could perspectively minimize a risk of
fetus loss which is main complication of invasive methods of prenatal diagnosis.

Key words: prenatal diagnosis, cell-free fetal DNA, prenatal screening of trisomy 21, 18 and 13, massively parallel
sequencing

Prehladovy €lanok

Abstrakt

Od objavenia mimobunkovej fetalnej DNA v krvi matky uplynulo uz 16 rokov. AvSak az v priebehu poslednych 5 rokoch
prebieha ¢oraz viac vyskumov za U¢elom stanovenia jej presnej charakteristiky, koncentracie a molekularnej velkosti,
ktoré sa neskor premietli do jednotlivych testov. Tie su ale dostupné len v poslednych 2 rokoch.

Pri aktualnom trende preferovania neinvazivnych metdd prenatalne] diagnostiky a ich posutvania do obdobia prvého
trimestra sa stanovenie mimobunkovej fetalnej] DNA v krvi matky ukazuje ako velmi perspektivnou metédou dia-
gnostiky chromozdémovych aberéacii u plodov. Jej SirSie uplatnenie je limitované malym poc¢tom $tudii na nerizikovych
skupinach pacientok a v nemalej miere aj ekonomickou naroénostou vySetrenia. Aj napriek tomu sa v3ak tdto metdda
goraz viac rozsiruje zo Spojenych Statov Americkych do celého sveta, ¢o znizuje néklady na fiu, a stava sa dostupnej-
Sou pre Coraz vacsi pocet pacientok.
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Ukazuje sa, Ze tdto metdda by v rdmci podrobnejsieho vySetrovania u rizikovych pacientok mohla perspektivne mini-
malizovat riziko fetalnych strat, ktoré su zavaznou komplikaciou invazivnych metdd prenatalnej diagnostiky.

Klacové slova: prenatadlna diagnostika, mimobunkova fetalna DNA, skrining trizémie 21, 18 a 13, masivna paralelna

sekvenacia

Uvod

Moderna medicina sa snazi pésobit preventivnym sposo-
bom pri odhalovani najréznejSich typov ochoreni. V tomto
smere je dbleZitou sicastou moderného pbdrodnictva pre-
natalna diagnostika. Prenatalna diagnostika je zalozena na
komplexnej spolupréaci niekolkych medicinskych odborov
— klinickej genetiky, gynekoldgie a pérodnictva, ultrazvu-
kovej diagnostiky a klinickej biochémie. U&elom prenatal-
nej diagnostiky je vysSetrit genetické vlohy a znaky
a potvrdit eventuéalne vylucit u plodu zodpovedajtice vro-
dené alebo geneticky podmienené ochorenia. Aj napriek
tomu, Ze v st¢asnosti sa vekova indikéacia a samotny bio-
chemicky skrining povazuju za obsolentné, naj¢astejSimi
indikaciami k prenatalnej diagnostike na Slovensku je
prave pozitivny biochemicky skrining, vekové indikacia,
patologicky ultrazvukovy nélez, pripadne iné dévody na
zéklade genetického vySetrenia.

Metédy prenatalnej diagnostiky
Prenatalna diagnostika vrodenych chyb vyuziva metédy
neinvazivne alebo invazivne. Hlavnou neinvazivhou me-
tédou pre matku a plod je ultrazvukova diagnostika s ab-
normalnym nélezom, pri ktorom je zvy$end suspicia na
riziko aneuploidii, pripadne pozitivita kombinovaného
event. integrovaného skriningového testu. Dal$ou nein-
vazivnou metddou, v st¢asnosti uz ale obsolentnou, bol
samotny biochemicky skrining tehotnych, ktory sluzil
k uréeniu zvySeného rizika vrodenych vyvojovych chyb
u plodu. Odchylky v mnozstve biochemickych latok
v zmysle zvySenia alebo zniZzenia od referenénych hodnét,
ktoré su dané pre jednotlivy tyzderi vyvoja plodu, moézu
poukazat na geneticky podmienenu vyvojovu chybu plodu
alebo ohrozenie plodu vo vnutri maternice bez toho, aby
mala matka akékolvek priznaky ohrozenia v tehotnosti (1).
Od roku 2006 plati na Slovensku odborné usmernenie Mi-
nisterstva Zdravotnictva Slovenskej republiky ¢. 4631 —
3/2006 o prenatalnom skriningu vrodenych vyvojovych
chyb, ktory okrem biochemickych markerov zo séra te-
hotnej vyuziva aj ultrazvukovy nélez plodu. Ak je skrining
pozitivny, vo vac¢sine pripadov po genetickej konzultacii
nasleduje niektora z invazivhych metdd prenatalnej dia-
gnostiky — naj¢astejSie odber plodovej vody (amniocen-
téza), v menSom percente pripadov odber choriovych
klkov (CVS). Takto ziskané vzorky su nasledne spracova-
vané jednym z nasledovnych spdsobov:

e klasicka cytogenetické analyza, tj. dlhodoba kultivacia
amniocytov, pri ktorej sa vyhodnocuju metafazické chro-
mozoémy,

e metéda QF-PCR (quantitative fluorescent polymerase
chain reaction), ktorej vysledok je do 12 — 24 hodin,

e metdda FISH (fluorescencna in situ hybridizacia), ktorej
vysledok je na 2. — 5. defi. V sucasnosti sa uz tdto me-
tdda stadva obsolentnou a je v plnom rozsahu nahrad-
zana metédou QF-PCR.

Tieto invazivne metddy prenatalnej diagnostiky su spo-
jené nielen s nemalymi finanénymi nakladmi (cena am-
niocentézy na Slovensku je okolo 300 Eur), ale aj s rizikom
straty tehotenstva. Vo v8eobecnosti sa toto riziko udéava
v rozpati 0,5 -1 %. Z tohto dévodu je v poslednych 40
rokoch snaha néjst ¢o najefektivne;si skriningovy test pre
stanovenie rizika naj¢astejSich aneuploidif (2).

Pre mnohé tehotné su invazivne metédy prenatélnej dia-
gnostiky subjektivne velmi neprijemnou skisenostou.

Mimobunkova fetalna DNA

Fragmenty volnej fetédlnej DNA su v krvnom obehu matky
detekovatené zhruba od Stvrtého tyZdna tehotenstva. Ich
zastUpenie v pomere k volnej materskej DNA je v pri-
emere okolo 10 % (3). Délezitou vlastnostou z hladiska
praktického vyuzitia je skuto¢nost, Ze obdobie pretrvéva-
nia v materskej cirkulacii je okolo 24 hodin. V krvnom
obehu matky sa nachadzaju taktiez fetédlne bunky, ale na
rozdiel od fetdlnej DNA su zastipené v omnoho mensom
pomere k materskym bunkam, a navyse, v krvi matky ich
je mozné identifikovat aZ 27 rokov po pérode plodu (4).
Tato skuto¢nost znemoznuje vyuzitie fetédlnych buniek v
neinvazivnej prenatalnej diagnostike, pretoze nie sme
schopny spolahlivo rozlisit, z ktorého tehotenstva bunky
poché&dzaju (5).

V roku 1997 bola publikovanéa praca Lo a kol. (6), ktora
prvykrat popisala vyskyt volnej fetalnej DNA (cffDNA)
v krvnom obehu matky.

Po tomto objave sa dalSie prace s touto problematikou
zacali objavovat s priblizne 10roénym odstupom. Az
v roku 2008 publikovali Chiu a Fan svoje préce, pri ktorych
na detekciu chromozdmu 21 u tehotnych s rizikom trizé-
mie 21 pouzili metédu masivne| paralelnej sekvenacie
(MPS) ndhodne vybranych kratkych fragmentov DNA,
ktorad bude, zrejme aj z pohladu hladania dalSich moznych
genetickych ochoreni, univerzélnej$im pristupom (7,8).
Druhy sp6sob ziskania hfadanej genetickej informacie je
zalozeny na cielenej sekvenécii podla Specifickych kritérii
vybranych fragmentov DNA z urgitej, jednoznacne defi-
novanej oblasti génomu (9).

Palomaki (2011) vo svojej Studii publikoval moznosti MPS
v materskej plazme pri detekcii trizémie 21 s priblizne
99% senzitivitou a Specificitou u vysoko rizikovych tehot-
nosti definovanych vekom matky, pozitivhou rodinnou
anamnézou alebo pozitivnym biochemickym pripadne so-
nografickym skriningom (10). Tento isty autor publikoval
v roku 2012 vysledky z tejto istej skupiny pacientok, pri
ktorej zistil pri trizémii 18 az 100% senzitivitu s faloSnou
pozitivitou 0,28 %. Pri trizomii 13 91,7 % senzitivitu s fa-
loSnou pozitivitou 0,97 %. Ako celkovu senzitivitu MPS
pre trizdmie 13, 18 a 21 udava 98,9 % s faloSnou poziti-
vitou 1,4 % (11).

Bianchi (2012) rovnako skimala moznosti MPS v mater-
skej plazme u vysokorizikovych tehotnych s pouZitim ne-
patrne rozdielneho algoritmu analyzy. Zamerala sa aj na
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detekciu dalSich autozomalnych a gonozomalnych aneu-
ploidif, ako aj na translokacénu trizdmiu a mozaicizmus. Vo
svojej Studii detekovala trizomiu 21 so 100% senzitivitou,
trizémiu 18 s 97,2% senzitivitou a trizémiu 13 so 78,6%
senzitivitou, vo v8etkych pripadoch pri 100% Specificite
(12). VSetky uvedené Studie, a aj mnoho dalSich, pouka-
zuju na vysoku efektivitu detekcie trizémie 21, trizémie
13 a trizémie 18.

Korabec¢na (2012) vo svojom prispevku modeluje stav, ako
efektivne by mohlo byt neinvazivne testovanie v beznom
populacnom meritku. Podla jej vypoctov pozitivna predik-
tivna hodnota testu je v takomto pripade len 64,28 %.
Z uvedeného vyplyva, Ze predkladany test vzhladom
k malej prevalencii vyskytu trizémie 21 v nijak neselekto-
vanej populécii tehotnych nespina kritéria kladené na
vSeobecne vyuZitelny skriningovy test (13).

Spoloénym prvkom v8etkych doterajsich klinickych Studif
bola ta skuto¢nost, Ze boli robené na vysokorizikovej popu-
l4cii. Z tohto ddvodu sa doporuduje pouzivat tito metddu
neinvazivnej prenatalnej diagnostiky len u vysokorizikovej
populacie a nemala by byt pouZivana ako rutinny skrining u
beZnej, nizkorizikovej populacie (14). V pripade jeho poziti-
vity by nemal byt tento test povaZovany za definitivny.
ZvySené riziko zistené tymto testom je indikaciou, a ma
byt validované niektorou z metéd invazivnej prenatalnej
diagnostiky (CVS, amniocentéza) (9).

Predtym, ako sa pacientky s rizikovymi faktormi rozhodnu
pre test na detekciu fragmentov volnej fetalnej DNA
v krvnom obehu matky, mali by absolvovat genetické vy-
Setrenie a konzultaciu. Pri tejto konzultacii sa oboznédmia
s beZznymi diagnostickymi testami v ramci prenatélnej dia-
gnostiky a taktieZ, Ze detekciou fragmentov volnej fetél-
nej DNA nie je mozné zistit vSetky chromozomalne
a genetické ochorenia (15). Na Slovensku musf byt takato
konzultacia realizovana klinickym genetikom, v niektorych
inych krajinach moZze byt takato konzultacia realizovana aj
osobou zaskolenou do problematiky neinvazivnej prena-
télnej diagnostiky.

Vyuzitie detekcie mimobunkovej fetalnej DNA

v praxi

Krajinou s najviac rozsirenou detekciou cffDNA su Spo-
jené Staty Americké. V poslednych 2 rokoch sa v USA to-
muto venuju 4 certifikované spolo¢nosti: Sequenom,
Verinata Health, Ariosa Diagnostics a Natera. Pre Uspesnu
realizaciu testu je vzdy poZadované pritomnost minimélne
4 % fetélnej volnej DNA vo vzorke.

Sequenom bol prvou spolo¢nostou, ktora v oktobri 2011
uviedla na trh test na detekciu cffDNA pri trizomii 21 (Ma-
terniT21) pomocou metddy MPS. Vo februari 2012 bol
tento test rozSireny o detekciu trizémie 13 a 18 (Mater-
niT21 Plus) a vo februéri 2013 o detekciu aneuploidii po-
hlavnych chromozémov 45X - Turnerov syndrom,
47 XXX a 47, XYY a Klinefelterov syndrom XXY. Mater-
niT21 Plus je pouzitelny od 10. tyZzdna tehotnosti. Seque-
nom planuje v priebehu roka zrealizovat cca 120 000
vySetreni. Cenové hladina za takéto vysSetrenie je v USA
235 $ pre poistenych pacientov a 1700 $ pre pacientov
mimo zdravotného poistenia. Vysledok testu je do 8 - 10
dnf (14). Ich test MaterniT21 Plus bol zo zagiatku do-
stupny len v &zijskych krajinach (Malajzia, Singapur, Cina)
(17). V su¢asnosti je uz dostupny aj v Eurépe a najnovsie
aj v Ceskej republike.

Verinata Health taktiez pouziva metdédu MPS v ich Verifi
teste na detekciu trizdmif 13, 18 a 21 a aneuploidii po-
hlavnych chromozdmov a navys$e aj pohlavia plodu. Rov-
nako aj tento test je dostupny od 10. tyZzdfa gravidity.
Verifi test bol uvedeny na trh v marci 2012 a jeho cena sa
pohybuje v USA 495 $ pre poistenych pacientov alebo
1200 $ pre pacientov mimo zdravotného poistenia. Vysle-
dok testu je do 8 — 10 dni (18).

Ariosa Diagnostics bola tretou spolo¢nostou v USA,
ktora ziskala licenciu na detekciu cffDNA. Ich Harmony
Prenatal Test, ktory bol uvedeny na trh v maji 2012 je za-
loZeny na cielenej sekvenacii podla Specifickych kritérii
vybranych fragmentov DNA z urgitej, jednoznacne defi-
novanej oblasti génomu. Pouziva sa na detekciu trizomii
13, 18 a 21. Dostupnost testu je od 10. tyzdna. Jeho cena
je v USA 95 $ pre poistenych pacientov a 795 $ pre paci-
entov mimo zdravotného poistenia. Vysledok testu je do
8-10dni (19).

Stvrtou spolo&nostou je Natera, ktora cielend sekvenaciu
z presne definovanej oblasti génomu zahrnula do svojho
Panorama Testu. Tento test bol uvedeny na trh v decem-
bri 2012 a pouZiva sa na detekciu trizémii 13, 18 a 21 a
aneuploidif pohlavnych chromozémov. Dostupnost testu
je od 9. tyzdna gravidity. Cena sa pohybuje v USA okolo
1495 $ a vysledok testu je do 15 dni (20). V sucasnosti
spolo&nost pracuje na 2 validaénych Studiach na vyuzitie
cffDNA na detekciu mikrodelécii a mikroduplicit (21). Od
uvedenia vSetkych spominanych testov do klinickej praxe
az do suc¢asnosti doslo k znizeniu ich ceny az 0 30 % a v
najblizSich rokoch je moZné ocakavat eSte vyraznejSie zni-
Zenie ceny tychto vySetreni. V rovine diskusii na etickej
Urovni ostava otazka, ¢i by malo byt spolu s vysledkom
testu uréené aj pohlavie plodu. Tento zaver by totiz mohol
u niektorych parov viest k umelému preruseniu gravidity
z inych ako genetickych dévodov. Z tohto dévodov je v
niektorych krajinach (Cina) uréenie pohlavia plodu pri
tomto vySetreni zakazané.

Zaver

V sucasnosti sa na Slovensku velké percento pacientok
so zvySenym rizikom stanovenym niektorym zo skrinin-
govych testov podrobuje niektorej z invazivnych metod
prenatalnej diagnostiky, naj¢astejSie amniocentéze. Naj-
CastejSou indikaciou k intrauterinnym invazivnym zékro-
kom v Bratislavskom kraji v roku 2012 bol pozitivny
biochemicky skrining (okolo 60 %), potom vekové indika-
cia (okolo 25 %) a na tretom mieste pozitivny ultrazvu-
kovy nalez (okolo 6 %). Vo velkom percente pripadov
nakoniec amniocentéza dokaze normalny karyotyp plodu.
Konkrétne, v roku 2012 bolo na Oddelenf klinickej gene-
tiky Lekarskej fakulty UK a Univerzitnej Nemocnice Bra-
tislava - Staré Mesto vySetrenych 457 plodovych véd, z
¢oho bolo zistenych len 19 patologickych karyotypov —
vytaznost 4,16 %. To znamena, Ze az 95,84 % pacientok
podstupovalo amniocentézu ,zbyto¢ne” a riskovalo tym
stratu plodu. Predpokladdme, Ze aj na inych pracoviskach
lekarskej genetiky nebude v tomto percentuadlnom po-
mere zasadny rozdiel. Medzi pri¢iny takejto alarmujlcej
nizkej vytaznosti je mozné zaradit nizku vekovu hranicu
indikujucu tehotnd na amniocentézu (35 rokov), vysoku
faloSnu pozitivitu triple testu, ale najma nedostupnost
kvalitného prvotrimestralneho skriningu (FMF Standard).
Tento fakt je vyznamny najma preto, Ze napriek vybornym
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vysledkom testovania cffDNA na chromozomalne aberé-
cie, je ultrazvukové vysetrenie v tehotnosti nenahradi-
telné kvoli inym vrodenym vyvojovym chybam.

Ako gynekoldgovia mame nelahkd ulohu pri konzultaciach
s pacientkami pri rozhodovani sa o invazivnej prenatalnej
diagnostike a eSte tazsiu vtedy, ak ako komplikacia na-
stane potratenie zdravého plodu. Spristupnenie neinva-
zivneho skriningu cffDNA z krvi matky by na Slovensku
s urcitostou pomohlo minimalizovat u tychto rizikovych
skupin riziko fetalnej straty a umoZznilo im v tomto smere
nekomplikovany priebeh gravidity.

Niektoré gynekologické pracoviska u nas uz zacali
v tomto smere vyvijat iniciativu a sprostredkovane, cez
zahrani¢né laboratéria lekarskej genetiky, zacali posielat
vzorky krvi pacientok na analyzu bud do USA alebo Ciny.
Vzhladom na velkost nasej populacie, ekonomické zaze-
mie a ochranu potrebnych technolégii mnozstvom paten-
tov je takato spolupraca asi dlhodobo jedinou reéalnou
cestou.
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