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BENEFITS OF TARGETED SEQUENCING IN NONINVASIVE PRENATAL TESTING

Review article

Abstract

Nowadays we are witnessing the rapid penetration of non-invasive prenatal diagnostics into routine practice. In the
past two years many types of cfDNA tests both commercial kits and ,,homemade” tests have appeared on the mar-
ket. The aim of our contribution is to bring your attention to the significant differences in quality of available non-in-

vasive tests (NIPT) from molecular and clinical perspective.

Key words: noninvasive prenatal testing, targeted sequencing, fetal DNA, massive parallel sequencing, fetal fraction,

Prehledovy élanek
Abstrakt

V soucasné dobé jsme svédky rychlého pronikani neinvazivni prenatalni diagnostiky do b&zné praxe. V poslednich
dvou letech se na trhu objevilo mnoho typl testovani cfDNA jak ve formé komerénich kitl, tak v podobé& “home
made” testd. Cilem naSeho pfisp&vku je upozornit na vyznamné principialni i kvalitativni rozdily dostupnych neinva-

zivnich prenatélnich testt (NIPT) z molekularniho i klinického pohledu.

Kliéova slova: neinvazivni prenatalni testovani, cllené sekvenovani, fetadlni DNA, masivni paralelni sekvenovani, fetalni
frakce, fale$na negativita, fale$néa pozitivita, pozitivni prediktivni hodnota, DownUyv syndrom, trizomie
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V soucasné chvili jsou dostupné v zasadé tfi principialné
rozdilné typy NIPT testd. Prvnim typem jsou testy zalo-
Zené na masivnim paralelnim sekvenovani a nasledném
statistickém hodnoceni poméru poctu nahodnych sek-
venci na testovanych chromozomech v porovnani s refe-
renénimi chromozomy (BGI, Sequenom a mnoho typu
tzv. ,homemade” testd). Tyto testy jsou z hlediska né-
kladt na provedeni nejlevnéjsi a k hodnoceni dat jsou do-
stupné softwarové néstroje. Proto je tento typ testd tak
rozSifeny. Maji vSak nékteré zasadni nevyhody.

Nejvétsi z téchto nevyhod je skuteCnost, Ze nejsou
schopné spolehlivé urcit zastoupeni fetalni frakce u vSech
plodl (fetalnf frakci u plodd muZského pohlavi Ize odhad-
nout ze zastoupeni Y-specifickych sekvenci). Odhad fe-
téIni frakce je u téchto typd testd provadén bud na
zékladé predpokladu, Ze kratsi fragmenty cfDNA pochézi
prevazneé z placenty, anebo na zakladé rozdild v metylaci.
Ani jeden z té&chto pfistupl v8ak neni zcela presny. Do-
konce mUze byt zcela zavadéjici, jak ukazala studie publi-
kované v roce 2015 (5), kdy nékteré laboratofe pouzivajici
tento pristup nedokazaly odliSit vzorky krve netéhotnych
Zen od Zen téhotnych. Jedna z laboratofi ur¢ila miru fe-
talni frakce u vzorkd netéhotnych zen okolo 4 %, coz je
vySe fetdlni frakce, pfi které je mozné provést standardni
hodnoceni u vétsiny nabizenych testd. Vzhledem k tomu,
Ze standardni a spolehlivé uréeni fetélni frakce je povazo-
vano za zakladni kvalitativni parametr NIPT testovani, pak
jej takovy test, ktery nedokéaze odliSit pacientky s nedos-
tatec¢nou fetélni frakci, nesplnuje. Vysledkem takového
testu bude pfi nulové fetalni frakci vzdy normalni Zensky
karyotyp. Do této skupiny testd patri napf. NIFTY test
(BGI) u nds nabizen pod komerénim nazvem Prenascan,
Materni T21 (Sequenom). Verifi test (lllumina) nové od
9/2016 fetalni frakci uvadi, avSak metodika ani srovnanf
presnosti analyzy nebyly zatim publikovany.

Pouzitd analyza rovnéz neumoznuje bazalni sledovani
vzorku v prabé&hu zpracovani, zameény ¢i kontaminace
vzorku nelze pfi tomto zpUsobu analyzy odhalit.

Druhym typem testud jsou testy, které kombinuji masivni
paralelni sekvenovéani s analyzou SNPs (,single nucleo-
tide"” polymorfism@ v DNA, které jsou bézné u kazdého
jedince). Analyza SNP markeru je v téchto typech testu
vyuZivadna vyhradné k analyze zastoupeni fetalni frakce
(v DNA plodu se nachézeji SNPs, které jsou odlisné od
materskych a umoziuji proto spolehlivé ureni zastou-
peni fragmenttd plodu). Do této skupiny testd patfi napf.
komeréné dostupné testy Harmony (Ariosa), nebo test
Clarigo (Multiplicom). Tento pfistup je k pfesnému uréeni
fetalni frakce velice vhodny. K samotné analyze aneuploi-
dii plodu v3ak testy zafazené v této skupiné opét vyuZzivaji
stejny algoritmus jako testy v prvni skuping, tedy statis-
tické hodnoceni ndhodnych &teni a jejich pomérd na re-
ferenénich v porovnani s analyzovanymi chromozomy,
stejné tak jako testy v prvni skupiné.

Spole¢nou nevyhodou obou téchto typd testd, kdy je hod-
noceni aneuploidii zaloZzeno na masivnim paralelnim sekve-
novani, je neschopnost odliseni fetalnich a maternalnich
fragmentd sekvenovanych z materské plazmy. Neschop-
nost odliSeni téchto dvou typl fragmentd a rovnéz me-
chanizmus hodnoceni vede v zdsadé k nékolika typdm
fale$né pozitivnich a rovnéz tak faleSné negativnich vy-
sledkl. Za zminku stoji faleSna pozitivita aneuploidii po-

hlavnich chromozomd v dUsledku maternalniho mozai-
cizmu pohlavnich chromozomu. Ta vede az k 9 % falesné
pozitivnich vysledkl aneuploidii téchto chromozomd
(22,23). Dalsi nevyhodou tohoto pfistupu je naopak fa-
leSna negativita u triploidnich plodd a molarnich téhoten-
stvi, které jsou timto pfistupem nerozpoznatelné. V
neposledni fadé je zde riziko faleSné pozitivity, pripadné
chybného uréeni pohlavi plodu pfi syndromu mizejiciho
dvojcete (Graf 1).

Graf 1 Porovnani spolehlivosti uréeni pohlavi

Tretim typem testu je test, jehoz celé hodnoceni je zalo-
Zeno na analyze SNPs. Tento test je jako jediny schopen
vyhodnotit zvl4$t maternalni a fetalni frakci v sekvenova-
nych fragmentech, coz umoziiuje snizeni faleSné poziti-
vity u maternalnich mozaik a CNV’'s (Copy Number
Variation - delece ¢i duplikace nekoédujicich &i kddujicich
Usekl chromozomd). Pri publikovaném porovnani vy-
sledkt jednotlivych typl testl byla pfi tomto typu testu
snizena FP az 7x (24) (Graf 2).

Graf 2 Porovnani falesné pozitivity (Zahrnuje FP pro tri-
zomie 21, 18, 13 a monozomii X. Test Harmony (Ariosa)
nebyl do grafu zahrnut, protoZe udaje o FP monozomie
X nejsou v literatufe dostupné)
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Graf 3 Porovnani falesné negativity (zahrnuje trizomie
21, 18 a 13, a monozomii X)

Tento piistup jako jediny umoZiiuje detekovat pavod frag-
mentU a odlisit tak matefskou od fetalni frakce. Tim jsou
podchyceny nékteré odchylky u plodu jako triploidie a
syndrom mizejiciho dvoj¢ete, coZ jinymi NIPT testy neni
moZné a v koneé¢ném dusledku to vede ke sniZeni falesné
negativity (25) (Graf 3).

V souc¢asné chvili je tento test pod komerénim nazvem
Panorama® firmy Natera Ltd. nabizen i v Ceské republice,
kde je provadéno i laboratorni zpracovani. Bioinformatické
zpracovani probiha patentovanym algoritmem s maximal-
nimi kontrolnimi mechanizmy: je zavedeno pouZiti tzv.
vnitfnich standardl, které umoZnuji odhaleni lidskych
chyb (resp. zamény vzorkd) v pribéhu zpracovani. Zplsob
analyzy na bazi hodnoceni SNP's rovnéz umozriuje odha-
leni kontaminace zpracovavaného vzorku. VSechny vzorky
musi splfovat prisné kontroly kvality zpracovani a musi
obsahovat minimalni mnoZstvi 2,8 % fetalni frakce, aby
je bylo mozné vyhodnotit. Test je validovan a CE-IVD cer-
tifikovan pro pouZiti v prvnim trimestru téhotenstvi a to
od ukon&eného 9. tydne. V pripadé, Ze je fetalni frakce u
dodaného vzorku zhodnocena jako nedostate¢néa (napf.
pri vy§8im BMI pacientky), je mozné test pozdgji v pru-
béhu t&hotenstvi zopakovat. Z dlivodu objektivity je nutné
zminit souc¢asné i limitace tohoto pfistupu hodnocent:
v tuto chvili je vySetfeni s vyuzitim SNP’s nevhodné pro
pacientky s darovanymi oocyty, pro dvojéeci téhotenstvi
a pacientky po transplantaci kostni difeng, ¢i ¢asné po
transfuzi krve. Tyto limitace neplati pro metody zaloZzené
pouze na masivnim paralelnim sekvenovani, protoze tyto
pripady nejsou pouzitou metodikou vibec rozpoznany.
Panorama® test je v soucasné chvili pro pacientky s da-
rovanym oocytem a dvojc¢ecim téhotenstvim ve fazi vali-
dace. Test pro tyto indikace by meél byt k dispozici
v prlbéhu roku 2017.

Z klinického pohledu je rovnéz tfeba upozornit na velmi
rozdilné hodnoty pozitivni prediktivni hodnoty (PPV) jed-
notlivych typl NIPT testd. PPV je pravdépodobnost, Ze
osoba je skute¢né nemocna, pokud je test pozitivni. Pre-
neseno do nasi problematiky, Ze plod je nosi¢em dané
aneuploidie, pokud je vysledek NIPT testu hodnocen jako
pozitivni (vysoké riziko). V ambulantni praxi v pfipadé po-
zitivniho testu je to jeden z nejdUlezitéjSich ukazatell pro
validni informovéani téhotné. PPV je zavisla na incidenci
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T21 T18 T13 T13+18+21+X

Panorama 91 % 93 % 38 % 87,2% / 82,9%

Verifi 63% / 90% 30% / 80% 13% / 60% neuvadi

MaterniT21 neuvadi neuvadi neuvadi neuvadi

93% u zen ve
véku 35 let s rizi-
kem 1:245

Harmony neuvadi neuvadi neuvadi

Tab. 1 PPV Low risk/high risk (interni a komercéni mate-
rialy)

onemocnéni. Incidence trizomie chromozomu 21 u plodu
je v8ak rozdilna v nizkorizikové (pacientky do 35 let véku
bez suspektni rodinné anamnézy (RA)) a vysokorizikové
(pacientky starSi nez 35 let a pacientky s pozitivni RA) po-
pulaci téhotnych Zen. Je jasné, Ze pokud bude jakykoli
z testl aplikovan napf. na skupinu t&€hotnych Zen nad 40
let véku, bude vyznamné nizsi fale$na pozitivita nez u zen
ve véku 20 let a tedy PPV bude pomérné vysoka. U sku-
piny pacientek s vysokym rizikem jsou hodnoty PPV do-
stupnych testl bez vyznamnych rozdild. V nizkorizikové
skupiné mladych Zen do 29 let je vSak situace ponékud
odlisna (Tab. 1).

Pozitivni prediktivni hodnota Panorama® testu diky své
unikatni technologii zaloZzené na analyze SNPs vykazuje
velmi podobné hodnoty jak v nizkorizikové, tak ve vyso-
korizikové populaci zen, a to 87,2 % resp. 82,9 % pro cely
panel aneuploidii. Pro trizomii chromozomu 21 je hodnota
PPV na trovni 91 % (26,6). V kone¢ném dusledku to zna-
mena dvé zasadni vyhody oproti ostatnim NIPT testam.
Jednak je Panorama® test diky vysoké PPV i v nizkorizikové
skupiné nejvhodngjsim testem pro celopopulaéni screening
nejCastéjSich aneuploidii a jednak téhotné Zeny podstupuijici
tento NIPT test maiji vySSi pravdépodobnost, Zze nebudou
muset podstupovat invazivni test, coz je zakladnim cilem
problematiky neinvazivniho prenatalniho testovani.

Zavér

NIPT test nelze v Zddném pfipadé povazovat za samospa-
sitelny test, ktery by umoznil odhalit vS8echny chromozo-
malni vady plodu. Dobfe znamé jsou biologické limitace
testu: zakladni limitaci vSech typU NIPT testd je plvod
volné DNA, ktera pochazi z placenty, nikoli z plodu samot-
ného a kterd proto nemusi byt v dlsledku placentarniho
mozaicizmu s DNA plodu zcela shodna. Tento fakt nelze
obejit Zadnym v soucasnosti dostupnym testem. Na dru-
hou stranu byvaji asto publikovany ,limitace NIPT tes-
tovani”, které jsou pouze nevyhodami pouzité NIPT
metodiky, nikoli v§ak obecnymi limity NIPT testovani. Je
proto dobré znat limitace zvolené metodiky a pouZit ji
vhodné v kombinaci s ostatnimi metodami prenatalni dia-
gnostiky. | v pfipadég, Ze se v budoucnu stane tato metoda
zlatym standardem ve screeningu nej¢astéjSich trizomif,
kvalitni USG vySetreni v I. i Il. trimestru nenahradi, ale
bude ho zcela jisté vyborné doplfiovat. Dnes jiZ valido-
vané studie detekce mikrodelecnich syndromd ukazuji
Uzasné moznosti vySetreni cfDNA. Je to pomérné silna
“zbran"” na poli prenatalni diagnostiky a jako s takovou je
tfeba s ni umét adekvatné zachazet.
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