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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.
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Přehledový článek

Abstrakt

V současné době jsme svědky rychlého pronikání neinvazivní prenatální diagnostiky do běžné praxe. V posledních
dvou letech se na trhu objevilo mnoho typů testování cfDNA jak ve formě komerčních kitů, tak v podobě “home
made” testů.  Cílem našeho příspěvku je upozornit na významné principiální i kvalitativní rozdíly dostupných neinva-
zivních prenatálních testů (NIPT) z molekulárního i klinického pohledu. 

Klíčová slova: neinvazivní prenatální testování, cílené sekvenování, fetální DNA, masivní paralelní sekvenování, fetální
frakce, falešná negativita, falešná pozitivita, pozitivní prediktivní hodnota, Downův syndrom, trizomie 
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V současné chvíli jsou dostupné v zásadě tři principiálně
rozdílné typy NIPT testů. Prvním typem jsou testy zalo-
žené na masivním paralelním sekvenování a následném
statistickém hodnocení poměru počtu náhodných sek -
vencí na testovaných chromozomech v porovnání s refe-
renčními chromozomy (BGI, Sequenom a mnoho typů
tzv. „homemade“ testů). Tyto testy jsou z hlediska ná-
kladů na provedení nejlevnější a k hodnocení dat jsou do-
stupné softwarové nástroje. Proto je tento typ testů tak
rozšířený. Mají však některé zásadní nevýhody. 
Největší z těchto nevýhod je skutečnost, že nejsou
schopné spolehlivě určit zastoupení fetální frakce u všech
plodů (fetální frakci u plodů mužského pohlaví lze odhad-
nout ze zastoupení Y-specifických sekvencí). Odhad fe-
tální frakce je u těchto typů testů prováděn buď na
základě předpokladu, že kratší fragmenty cfDNA pochází
převážně z placenty, anebo na základě rozdílů v metylaci.
Ani jeden z těchto přístupů však není zcela přesný. Do-
konce může být zcela zavádějící, jak ukázala studie publi-
kovaná v roce 2015 (5), kdy některé laboratoře používající
tento přístup nedokázaly odlišit vzorky krve netěhotných
žen od žen těhotných. Jedna z laboratoří určila míru fe-
tální frakce u vzorků netěhotných žen okolo 4 %, což je
výše fetální frakce, při které je možné provést standardní
hodnocení u většiny nabízených testů. Vzhledem k tomu,
že standardní a spolehlivé určení fetální frakce je považo-
váno za základní kvalitativní parametr NIPT testování, pak
jej takový test, který nedokáže odlišit pacientky s nedos-
tatečnou fetální frakcí, nesplňuje. Výsledkem takového
testu bude při nulové fetální frakci vždy normální ženský
karyotyp. Do této skupiny testů patří např. NIFTY test
(BGI) u nás nabízen pod komerčním názvem Prenascan,
Materni T21 (Sequenom). Verifi test (Illumina) nově od
9/2016 fetální frakci uvádí, avšak metodika ani srovnání
přesnosti analýzy nebyly zatím publikovány.
Použitá analýza rovněž neumožňuje bazální sledování
vzorku v průběhu zpracování, záměny či kontaminace
vzorku nelze při tomto způsobu analýzy odhalit.
Druhým typem testů jsou testy, které kombinují masivní
paralelní sekvenování s analýzou SNPs („single nucleo-
tide“ polymorfismů v DNA, které jsou běžné u každého
jedince). Analýza SNP markerů je v těchto typech testů
využívána výhradně k analýze zastoupení fetální frakce 
(v DNA plodu se nacházejí SNPs, které jsou odlišné od
mateřských a umožňují proto spolehlivé určení zastou-
pení fragmentů plodu). Do této skupiny testů patří např.
komerčně dostupné testy Harmony (Ariosa), nebo test
Clarigo (Multiplicom). Tento přístup je k přesnému určení
fetální frakce velice vhodný. K samotné analýze aneuploi-
dií plodu však testy zařazené v této skupině opět využívají
stejný algoritmus jako testy v první skupině, tedy statis-
tické hodnocení náhodných čtení a jejich poměrů na re-
ferenčních v porovnání s analyzovanými chromozomy,
stejně tak jako testy v první skupině. 
Společnou nevýhodou obou těchto typů testů, kdy je hod-
nocení aneuploidií založeno na masivním paralelním sekve-
nování, je neschopnost odlišení fetálních a maternálních
fragmentů sekvenovaných z mateřské plazmy. Neschop-
nost odlišení těchto dvou typů fragmentů a rovněž me-
chanizmus hodnocení vede v zásadě k několika typům
falešně pozitivních a rovněž tak falešně negativních vý-
sledků. Za zmínku stojí falešná pozitivita aneuploidií po-

hlavních chromozomů v důsledku maternálního mozai-
cizmu pohlavních chromozomů. Ta vede až k 9 % falešně
pozitivních výsledků aneuploidií těchto chromozomů
(22,23). Další nevýhodou tohoto přístupu je naopak fa-
lešná negativita u triploidních plodů a molárních těhoten-
ství, které jsou tímto přístupem nerozpoznatelné. V
neposlední řadě je zde riziko falešné pozitivity, případně
chybného určení pohlaví plodu při syndromu mizejícího
dvojčete (Graf 1). 

Graf 1 Porovnání spolehlivosti určení pohlaví

Třetím typem testu je test, jehož celé hodnocení je zalo-
ženo na analýze SNPs. Tento test je jako jediný schopen
vyhodnotit zvlášť maternální a fetální frakci v sekvenova-
ných fragmentech, což umožňuje snížení falešné poziti-
vity u maternálních mozaik a CNV’s (Copy Number
Variation - delece či duplikace nekódujících či kódujících
úseků chromozomů). Při publikovaném porovnání vý-
sledků jednotlivých typů testů byla při tomto typu testu
snížena FP až 7x (24) (Graf 2).

Graf 2 Porovnání falešné pozitivity (Zahrnuje FP pro tri-
zomie 21, 18, 13 a monozomii X. Test Harmony (Ariosa)
nebyl do grafu zahrnut, protože údaje o FP monozomie
X nejsou v literatuře dostupné)
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Tento přístup jako jediný umožňuje detekovat původ frag-
mentů a odlišit tak mateřskou od fetální frakce. Tím jsou
podchyceny některé odchylky u plodu jako triploidie a
syndrom mizejícího dvojčete, což jinými NIPT testy není
možné a v konečném důsledku to vede ke snížení falešné
negativity (25) (Graf 3).
V současné chvíli je tento test pod komerčním názvem
Panorama® firmy Natera Ltd. nabízen i v České republice,
kde je prováděno i laboratorní zpracování. Bioinformatické
zpracování probíhá patentovaným algoritmem s maximál-
ními kontrolními mechanizmy: je zavedeno použití tzv.
vnitřních standardů, které umožňují odhalení lidských
chyb (resp. záměny vzorků) v průběhu zpracování. Způsob
analýzy na bázi hodnocení SNP’s rovněž umožňuje odha-
lení kontaminace zpracovávaného vzorku. Všechny vzorky
musí splňovat přísné kontroly kvality zpracování a musí
obsahovat minimální množství 2,8 % fetální frakce, aby
je bylo možné vyhodnotit. Test je validován a CE-IVD cer-
tifikován pro použití v prvním trimestru těhotenství a to
od ukončeného 9. týdne. V případě, že je fetální frakce u
dodaného vzorku zhodnocena jako nedostatečná (např.
při vyšším BMI pacientky), je možné test později v prů-
běhu těhotenství zopakovat. Z důvodu objektivity je nutné
zmínit současně i limitace tohoto přístupu hodnocení:
v tuto chvíli je vyšetření s využitím SNP’s nevhodné pro
pacientky s darovanými oocyty, pro dvojčecí těhotenství
a pacientky po transplantaci kostní dřeně, či časně po
transfuzi krve. Tyto limitace neplatí pro metody založené
pouze na masivním paralelním sekvenování, protože tyto
případy nejsou použitou metodikou vůbec rozpoznány.
Panorama® test je v současné chvíli pro pacientky s da-
rovaným oocytem a dvojčecím těhotenstvím ve fázi vali-
dace. Test pro tyto indikace by měl být k dispozici
v průběhu roku 2017.
Z klinického pohledu je rovněž třeba upozornit na velmi
rozdílné hodnoty pozitivní prediktivní hodnoty (PPV) jed-
notlivých typů NIPT testů. PPV je pravděpodobnost, že
osoba je skutečně nemocná, pokud je test pozitivní. Pře-
neseno do naší problematiky, že plod je nosičem dané
aneuploidie, pokud je výsledek NIPT testu hodnocen jako
pozitivní (vysoké riziko).  V ambulantní praxi v případě po-
zitivního testu je to jeden z nejdůležitějších ukazatelů pro
validní informování těhotné. PPV je závislá na incidenci

onemocnění. Incidence trizomie chromozomu 21 u plodu
je však rozdílná v nízkorizikové (pacientky do 35 let věku
bez suspektní rodinné anamnézy (RA)) a vysokorizikové
(pacientky starší než 35 let a pacientky s pozitivní RA) po-
pulaci těhotných žen. Je jasné, že pokud bude jakýkoli 
z testů aplikován např. na skupinu těhotných žen nad 40
let věku, bude významně nižší falešná pozitivita než u žen
ve věku 20 let a tedy PPV bude poměrně vysoká. U sku-
piny pacientek s vysokým rizikem jsou hodnoty PPV do-
stupných testů bez významných rozdílů. V nízkorizikové
skupině mladých žen do 29 let je však situace poněkud
odlišná (Tab. 1). 
Pozitivní prediktivní hodnota Panorama® testu díky své
unikátní technologii založené na analýze SNPs vykazuje
velmi podobné hodnoty jak v nízkorizikové, tak ve vyso-
korizikové populaci žen, a to 87,2 % resp. 82,9 % pro celý
panel aneuploidií. Pro trizomii chromozomu 21 je hodnota
PPV na úrovni 91 % (26,6). V konečném důsledku to zna-
mená dvě zásadní výhody oproti ostatním NIPT testům.
Jednak je Panorama® test díky vysoké PPV i v nízkorizikové
skupině nejvhodnějším testem pro celopopulační screening
nejčastějších aneuploidií a jednak těhotné ženy podstupující
tento NIPT test mají vyšší pravděpodobnost, že nebudou
muset podstupovat invazivní test, což je základním cílem
problematiky neinvazivního prenatálního testování.

Závěr
NIPT test nelze v žádném případě považovat za samospa-
sitelný test, který by umožnil odhalit všechny chromozo-
mální vady plodu. Dobře známé jsou biologické limitace
testu: základní limitací všech typů NIPT testů je původ
volné DNA, která pochází z placenty, nikoli z plodu samot-
ného a která proto nemusí být v důsledku placentárního
mozaicizmu s DNA plodu zcela shodná. Tento fakt nelze
obejít žádným v současnosti dostupným testem. Na dru-
hou stranu bývají často publikovány „limitace NIPT tes-
tování“, které jsou pouze nevýhodami použité NIPT
metodiky, nikoli však obecnými limity NIPT testování. Je
proto dobré znát limitace zvolené metodiky a použít ji
vhodně v kombinaci s ostatními metodami prenatální dia -
gnostiky. I v případě, že se v budoucnu stane tato metoda
zlatým standardem ve screeningu nejčastějších trizomií,
kvalitní USG vyšetření v I. i II. trimestru nenahradí, ale
bude ho zcela jistě výborně doplňovat. Dnes již valido-
vané studie detekce mikrodelečních syndromů ukazují
úžasné možnosti vyšetření cfDNA. Je to poměrně silná
“zbraň” na poli prenatální diagnostiky a jako s takovou je
třeba s ní umět adekvátně zacházet.

Graf 3 Porovnání falešné negativity (zahrnuje trizomie
21, 18 a 13, a monozomii X)

Tab. 1 PPV Low risk/high risk (interní a komerční mate-
riály)
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