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TRLSOMYtest . .
ZAKLADNE INFORMACIE



Co je
TRISOMY test a jeho varianty
TRISOMY test XY a TRISOMY test +

NEINVAZIVNE PRENATALNE SKRININGOVE VYSETRENIE Z KRVI
TEHOTNEJ NA VYLUCENIE VYBRANYCH CHROMOZOMOVYCH
PORUCH A URCENIE POHLAVIA PLODU.

TRISOMY test je neinvazivne prenatélne skriningové vySetrenie plodu na urcenie
rizika Gplnej trizomie niektorého z chromozémov 21, 18 alebo 13, ktoré su pric¢inou
Downovho, Edwardsovho alebo Patauovho syndrému. Vysledok vySetrenia mdze
obsahovat aj informéaciu o pravdepodobnom pohlavi plodu, ktora sa poskytuje len
na Ziadost tehotne;.

TRISOMY test XY rovnako zistuje riziko Gplnej trizomie chromozomov 21,18 a 13, ale
stanovuje aj chromozdmové pohlavie plodu a pripadni patoloégiu po¢tu pohlavnych
chromozémov.

TRISOMY test + zistuje riziko Uplnej trizomie chromozomov 21, 18 a 13, chromo-
z6mové pohlavie plodu a poruchy poctu pohlavnych chromozémov. Dalej zistuje
riziko vybranych mikrodelécii chromozomov, pri ktorych chyba cast niektorého
chromozému.

BeZne pouZivané oznacenie tejto metddy ako NIPT — Non Invasive Prenatal Testing
(neinvazivne prenatalne genetické laboratorne vysetrenie) - sa vztahuje na spésob
ziskania vzorky. VySetrenie sa vykonava zo vzorky krvi tehotnej uz od 11. tyZdna te-
hotenstva, neinvazivne, bez rizika pre plod. Vysledkom NIPT testov je informacia
o vybranych genetickych poruchéch chromozémov, ktoré sa v populacii vyskytuj
Statisticky naj¢astejsie. Trizomie chromozomov 21,18 a 13 tvoria az 75 % chromozo-
movych aberécii plodu a spolu s poruchami poctu pohlavnych chromozémov je to
az 83 % chromozémovych aberécii, ktoré sa dajd zachytit konvenénymi cytogene-
tickymi metodami.* Testy NIPT nezistuja vSetky genetické ¢iiné vyvinové poruchy,
ktoré sa mézu vyskytnat.

* Norton ME a kol. Chromosome abnormalities detected by current prenatal screening and noninvasive
prenatal testing. Obstet Gynecol. 2014 Nov;124(5):979-86.



POROVNANIE
TESTOV

g Chromozoémové
5 poruchy

Poruchy pohlavnych
chromozémov

Mikrodelécie

Stanovenie
vysledkov*

Vysetrenie

TRISOMYed?

TRISOMY test

Downov syndrém (trizémia 21)
Edwardsov syndrém (trizémia 18)
Patauov syndrém (trizémia 13)

Pravdepodobné pohlavie plodu

TRISOMYZedz XV

TRISOMY test XY

Downov syndrém (trizémia 21)
Edwardsov syndrém (trizémia 18)
Patauov syndrém (trizomia 13)

Chromozémové pohlavie plodu
Turnerov syndréom (45, X)
Klinefelterov syndrém (47, XXY)

XYY syndréom (47, XYY)
XXX syndrém (47, XXX)

gynekoldg alebo lekarsky genetik

TRISOMYed? +

TRISOMY test +

Downov syndrém (trizomia 21)
Edwardsov syndrém (trizomia 18)
Patauov syndrém (trizémia 13)

Chromozémové pohlavie plodu

Turnerov syndrém (45, X)
Klinefelterov syndrém (47, XXY)
XYY syndréom (47, XYY)

XXX syndrém (47, XXX)

DiGeorgeov syndrom (22q11)
Praderov-Williho a Angelmanov
syndrom (15q11)

Cri-du-chat syndrém (5p15)
Syndrém delécie 1p36
Wolfov-Hirschhornov syn
(4p16.3)

gynekolog alebo lekarsky genetik

gynekolog alebo lekarsky genetik

indikuje

Test nezistuje vetky genetické Ci iné vyvojové poruchy, ktoré sa mézu vyskytnut.

*Vysetrenia TRISOMY test, TRISOMY test XY a TRISOMY test + zabezpecuju laboratéria Medirex v Bratislave, vdaka comu su vysledky testovania
zname spravidla do 5 pracovnych dni. V pripade, Ze dodanl vzorku nebolo mozné laboratorne spracovat v stlade so spravnou laboratornou praxou

alebo vysledok vySetrenia neodpoveda na diagnostickd otazku, laboratorium bezodplatne zopakuje vysetrenie z tej istej vzorky. V takomto pripade
sa dodanie vysledku predlZi z 5 na 8 pracovnych dni (tyka sa to asi 10 % vzoriek).

Ak sa aniz opakovanejanalyzy nepodaristanovitinformativny zaver vysetrenia, alebo v krvi nebol dostato¢ny podiel DNA plodu (menej ako 4 % pripadov),
odber krvi je potrebné opakovat spravidla o 14 kalendarnych dni od prvého odberu. Podiel DNA plodu v krvi tehotnej Zeny, ktory je nevyhnutny na jed-
noznacné stanovenie zaveru laboratérnej analyzy, sa pocas tehotenstva zvy3suje. Preto v 3/4 opakovanych analyz z novych odberov krvi v laboratériu do-
spejeme k informativnemu zaveru vysetrenia, ¢o znameng, ze po absolvovani TRISOMY testu a jeho variantov je neinformativnych vysledkov menejako 1%.



Pre koho
je testurceny?

TRISOMY TEST A JEHO ALTERNATIVY
MOZE PODSTUPIT NA VLASTNU ZIADOST
KAZDA TEHOTNA ZENA, KTORA CHCE
ZISTIT, CI JEJ PLOD NIE JE POSTIHNUTY
NIEKTOROU Z VYSETROVANYCH TRIZOMII
21,18 A13, ABERACIT POCTU POHLAVNYCH
CHROMOZOMOV A VYBRANYCH
CHROMOZOMOVYCH MIKRODELECII.

Konzultaciu pred TRISOMY testom a jeho
alternativami poskytne tehotnej poué¢eny zmluvny
gynekolog alebo lekarsky genetik.

Absolvovanie TRISOMY testu a jeho alternativ je
limitované indikaciou a/alebo kontraindikaciou.
Tehotna si test méze kapit podla vlastného uvaienia,
ale neméze si ho ,,narokovat*, napr. v pripade, ak
odbornik povie, Ze to nie je vhodna metéda vo vztahu
k jej konkrétnemu pripadu. Cim je podrobnejsie
vySetrenie, tym je interpretacia vysledku naroénejsia.

Je zvl&st vhodny pre tehotné Zeny, ktoré:

= maja zvysené obavy z mozného postihnutia plodu nie-
ktorou z vySetrovanych trizémii,

- budl mat v ¢ase porodu viac ako 35 rokov a mali ne-
gativny vysledok biochemického skriningu alebo ul-
trazvuku,

- absolvovali skrining nizsej vypovednej sily (napr. triple
test), alebo mali hrani¢ny vysledok,

- otehotneli po umelom oplodneni,

- mali pozitivny vysledok biochemického skriningu a je
potrebné potvrdit ho dalsim vySetrenim (amniocen-
tézou),*

- absolvovali ultrazvukové vysetrenie s vysledkom po-
ukazujacim na zvysené riziko sledovanych chromozo-
movych porach,*

- mali v minulosti tehotenstvo s preukazanou chromo-
zomovou poruchou, ktord vySetruje TRISOMY test
alebo jeho alternativy,*

- u niektorého z rodic¢ov bola diagnostikovana tzv. Ro-
bertsonova translokacia (zvysené riziko trizomie 21
alebo 13 plodu),*

- prekonali opakované spontanne potraty,*

- sa chcl vyhnat' amniocentéze alebo maju komplikacie,
ktoré moézu zvysovat jej riziko, ako napriklad: zvysené
riziko spontdnneho potratu, znizena zrazanlivost krvi,
riziko imunizacie pri nestlade krvnych skupin (nega-
tivny Rh-faktor), obdobie medzi 14. a 16. tyzdrom gra-
vidity, myémy maternice, placenta praevia (vcestna
placenta).

- majl zvysené riziko mozného postihnutia plodu niekto-
rym zo syndromov, ktoré vysetruje TRISOMY test XY
alebo TRISOMY test +, napriklad na zéklade vysledku
ultrazvukového vysetrenia.

*VySetreniu musi predchadzat geneticka konzultacia.



TRISOMY test .
PRIEBEH VYSETRENIA



Od odberu po vysledok

PRIEBEH VYSETRENI TRISOMY TEST, TRISOMY TEST XY AJ TRISOMY
TEST + JE ROVNAKY. PROCES VYSETRENIA, OD ODBERU KRVI PO
ELEKTRONICKE ODOSLANIE VYSLEDKU TESTU INDIKUJUCEMU
LEKAROVI, TRVA SPRAVIDLA 5 PRACOVNYCH DNI.

DOEOOG

Rychlost procesu
je zavisla od bezproblémového priebehu jednotlivych krokov:

odber krvi,

dorucenie vzorky do laboratoéria,

Uhrada za vysetrenie,

uvolhenie vzorky na analyzu,

laboratérna analyza a vyhodnotenie ziskanych dat,

dorucenie vysledku lekarovi.

Tehotna je o stave vySetrovanej vzorky priebezne informovana SMS
notifikdciami:

- po doruceni vzorky do laboratéria,

- pri identifikécii platby za vySetrenie,

- po zaslani vysledku oSetrujicemu lekarovi, ktory vysledok interpretuje.



ODBER KRVI

Vzorku 10 ml periférnej krvi odobera tehotnej osoba Zenského pohlavia - zdravotna sestra. Minimalizuje sa tak
moznost kontaminacie vzorky muzskou DNA, ktord by mohla ovplyvnit spravne stanovenie pohlavia plodu (v pri-
pade Ziadosti o urc¢enie pohlavia plodu). Odber sa nemusi robit nalacno a mozno ho uskutocnit uz od 1. tyzdna
tehotenstva. Pred ukon¢enym 12. tyzdhom tehotenstva viak laboratorium poskytuje len fyziologicky vysledok bez
uvedenia pohlavia plodu. Patologicky vysledok vySetrenia sa pred ukoncenym 12. tyzdnom tehotenstva poskytuje
len na zaklade genetickej indikacie.

TRISOMY test a jeho varianty sa najcastejsie vykonavaju medzi 11. a 22. tyzdiiom tehotenstva. Volba najskorsieho,
resp. najneskorsieho mozného terminu zavisi od preferencie tehotnej a od odporicania lekara.

Vzorku krvi, odobrana do skiimavky s obsahom EDTA, je potrebné oznacit samolepiacim Ciarovym kodom (stcast
ziadanky), menom a rodnym Cislom tehotnej. Odberovi skimavku je potrebné po naplneni opatrne, no dokladne
premiesat (10x obréatit hore dnom - nepretrepavat). Biologicky material je potrebné uchovavat pri teplote 4 °C.
Vzorka nesmie zmrznat.

V pripade ocakavaného predizenia ¢asu transportu vzorky do laboratéria na viac ako 36 hodin od odberu je
potrebné pouzit odberovy systém Streck Cell Free DNA BCT. Pri pouziti tychto odberovych skimaviek nie je
potrebné uchovavat vzorky pri 4 °C, ideélna je bezna laboratorna teplota, vzorka podobne ako pri pouZiti Stan-
dardnych EDTA obsahujacich skdmaviek nesmie zmrznat.

DORUCENIE VZORKY DO LABORATORIA

Vzorku spolu s Gplne a spravne vyplnenou ziadankou, uloZend v samostatnom transportnom vrectsku
a termotaske (pri teplote 4 °C), je potrebné dorucit do Centrélneho laboratéria Medirex, a. s., v Bratislave naj-
neskor do 36 hodin od odberu.

Poziadavku na transport vzorky je potrebné najmenej 24 hodin pred planovanym odberom vopred odsuhlasit
s dopravnym dispecingom Medirex, a. s.. 0800 00 30 30, dispecing(@medirex.sk.

UHRADA ZA VYSETRENIE

a) Priama platba v ambulancii

Ak zdravotnicke zariadenie vyZzaduje platbu za laboratorne vysetrenie na mieste, priamo v zdravotnickom zaria-
deni, lekar je povinny prijem platby za laboratorne vySetrenie potvrdit v Ziadanke na vyhradenom mieste a pa-
cientke vydat potvrdenie. Laboratorium bude cenu za vySetrenie fakturovat zdravotnickemu zariadeniu v najbliz-
Som zUctovacom obdobi.






b) Platba na Gcet laboratorii Medirex, a. s., prostrednictvom platobnej brany www.medirexplatby.sk

Ak nie je mozné laboratorne vySetrenie zaplatit v ambulancii, cenu za vySetrenie uhradi tehotna prostrednictvom
platobnej brany www.medirexplatby.sk priamo na Gcet laboratorii Medirex, a. s., v ktorych sa vySetrenie realizuje.

Ako funguje platobna brana?
V online systéme zada tehotna Gdaje potrebné na identifikéciu platby (podla kopie Ziadanky na vysetrenie, ktora
jej po odbere krvi odovzdal lekar) a vyberie si sposob platby.

Bankovym prevodom z banky i
Systém vygeneruje faktiru a platobny prikaz, ktoré obsahujd prideleny jedinecny variabilny symbol. Uhradu fak-
try je potrebné o najskor realizovat v banke alebo pomocou e-bankingu.

Platba pomocou platobnej brany 24-pay

Systém platitela presmeruje priamo na platobni branu 24-pay (okamzité platba, platba kartou, platba prevodom),
kde je mozné platbu dokoncit. Platobna bréana 24-pay je schvalena a regulovana Narodnou bankou Slovenska.
Cislo opravnenia ODB-8835-5/2012.

UVOLNENIE VZORKY NA ANALYZU

S ohladom na skoré dokoncenie analyzy je platbu potrebné uskutocnit ¢o najskor po odbere krvi. Vzhladom na
finanénd narocnost vysetrenia sa na analyzu zaradia len vzorky s identifikovanou Ghradou. Laboratorium nerudi za
lehotu vySetrenia vzorky s oneskorenou platbou, nespravne uvedenymi Gdajmi alebo staZzenou ¢i znemoznenou
identifikaciou platby. Vzorky bez identifikovanej platby nebudi vysetrené!

V LABORATORIU:
ANALYZA A VYHODNOTENIE DAT

1. Spracovanie krvi

Po prijati skimavky s krvou do laboratéria najskor prebehne separécia plazmy, v ktorej sa nachadza geneticky
materiél plodu.

2. |zolacia DNA

Z plazmy sa viackrokovou preciznou purifikaciou ziska volna cirkulujica DNA, ktora pochadza aj od tehotnej, aj od
plodu. DNA plodu predstavuje v priemere 14,5 %* celkovej DNA ziskanej z plazmy. V pripade, Ze odber krvi nebol
vykonany v stlade s odpordcaniami, moze dojst k degradacii vzorky a k znizeniu podielu DNA plodu, ¢o znemoziuje
detekciu pripadnej trizémie plodu. V laboratoriu po izolacii vykonavame kontrolu kvality vzorky, ktorou zistujeme, ¢i
k rozpadu buniek skutocne nedoslo. Ak tento jav zistime, informujeme ambulanciu o nutnosti opakovania odberu.

* Hudecova | a kol. Maternal plasma fetal DNA fractions in pregnancies with low and high risks for fetal chromosomal aneuploidies. PLoS One.
2014 Feb 28;9(2):e88484.






3. Priprava vzorky DNA na analyzu

Izolovana DNA sa v laboratoriu spracuje, pripravi sa sekvenacna kniznica. Sekvenacna kniznica je potrebna na ana-
Iyzu pouzitim technolégie celogendmového sekvenovania. V procese pripravy kniznice sa vyuziva aj amplifikacia
DNA na namnozenie vzorky, pretoze celkové mnozstvo DNA ziskanej z plazmy je velmi malé. Priprava kniznice
vhodnej na analyzu v pristroji trva 48 hodin.

4. Kontrola kvality vzorky

TRISOMY test, TRISOMY test XY a TRISOMY test + st asovo a financne naro¢né vysetrenia a ich vysledok zavisi
od sprévne pripravenej vzorky na analyzu. Ci sa v laboratériu podarilo pripravit vhodni sekvena&ni kniznicu,
kontrolujeme citlivou fluorescen¢nou elektroforetickou analyzou. Uspesne pripravené sekvenacné kniznice po-
kracuja do nasledujicej fazy, ktorou je sekvenacna analyza.

5. Sekvenacna analyza

Citanim miliénov fragmentov pocas niekolkohodinovej analyzy v genomickom sekvenaénom analyzatore robime
celogenémovl analyzu s nizkym pokrytim (necitame kazdd jednu bazu, ale Statisticky len kazda desiatu). Vysled-
kom sekvenovania je zisk dat, ktoré sa vyhodnotia softvérom pomocou unikdtneho matematického algoritmu.
Pocitacové vyhodnotenie dat, ziskanych z jedinej vzorky, trva na vysokovykonnom serveri niekolko minat.

6. \/ysledok testovania

Na zaklade ziskanych Gdajov s pouzitim algoritmu so sofistikovanym Statisticko-matematickym modelom mézeme
v laboratoériu stanovit vysledok analyzy.

DORUCENIE VYSLEDKU LEKAROV/

Vysledok vySetrenia stanovime spravidla do 5 pracovnych dni odo dna identifikovania platby na Gcte laboratorii.
Vysledok zasielame do rik lekara, ktory vySetrenie indikoval. Najskor elektronicky, nasledne aj vo vytlacenej
podobe.

O vysledku vysetrenia informuje tehotna lekar, ktory vySetrenie indikoval. Informaciu o pohlavi je mozné te-
hotnej oznamit az po ukonc¢enom 12. tyzdni tehotenstva, v stlade s uznesenim ¢. 40/46 Etickej komisie MZ SR
zo dna 4.2.2013.*

Tehotna dostava informaciu o stave vysetrenia

Tehotna dostava o priebehu vysetrenia SMS notifikaciu (po odbere, Ghrade za vySetrenie a po stanoveni vysledku
pre jej oSetrujiceho lekara, ktory vysledok interpretuje).

* www.health.gov.sk/Clanok?eticka-komisia-uznesenie-40-46



Vysledky




Skriningova forma vysetrenia

Negativny vysledok s nizkym rizikom testom detegovanych chromozémovych aberacii sa vztahuje vyluéne na
tieto aberacie. Nevylucuje moznost postihnutia plodu inou genetickou poruchou a vo velmi nizkom percente
pripadov (falosne negativne pripady) dokonca ani vySetrovanou chromozomovou aberaciou. Test nie je zamerany
na detekciu vyvinovych porich (napr. defekty neurélnej trubice).

Vysledok testu moze skreslit viacplodové tehotenstvo (aj syndromom mizniceho dvojcata) alebo cudzia DNA
v krvi tehotnej, napriklad po krvnej transfizii, transplantacii kmeriovych buniek, transplantacii organov, pri na-
dorovom ochoreni tehotnej alebo plodu. V tychto pripadoch je potrebné odber vopred individuéalne konzultovat
s laboratoriom.

Zachytnost chromozémovych aberacii méze byt tiez individualne ovplyvnena mozaicizmmom, predovsetkym fe-
toplacentarnym, alebo inym typom genetickych, resp. epigenetickych mechanizmov.

Ak sa tehotna lieci injekciami nizkomolekulového heparinu (Low Molecular Weight Heparin, LMWH), vysledok
TRISOMY testu a jeho variantov moZe byt s vy$Sou pravdepodobnostou neinformativny. V takych pripadoch sa
odporuica vykonat odber krvi tesne pred planovanym podanim dalSej davky LMWH.

Vysoka vaha tehotnej (>90 kg) je asociovana s vyssim zastUpenim vzoriek s nizkou fetalnou frakciou, preto je
v tejto skupine tehotnych vyssie zastUpenie vzoriek s neinformativnym vysledkom.

Pozitivny vysledok vySetrenia s vysokym rizikom testom detegovanych chromozémovych aberacii je potrebné
napriek vysokej senzitivnosti a Specifickosti TRISOMY testu potvrdit genetickym vySetrenim vzorky plodovej vody
alebo choriovych klkov. Pozitivny vysledok vysetrenia s vysokym rizikom testom detegovanych chromozémovych
aberéacii ani jedného z variantov TRISOMY testu nie je relevantny podklad ku Ziadosti o umelé prerusenie tehoten-
stva zo zdravotnych dévodov.

Samostatnou kategoriou st vysledky s doplnkovymi zisteniami. V takychto pripadoch laboratorny vysledok obsa-

huje informaciu o detekcii aj inej ako TRISOMY testom a jeho alternativami vySetrovanej chromozoémovej aberéacii.

Upozornenie:

Vzhladom na biologické a technické limitacie je presnost vysetrenia TRISOMY test +, zameraného na detekciu
mikrodelecnych syndrémov, v porovnani's presnostou vysetrenia TRISOMY test, zameraného na detekciu trizomi
chromozémov 21,18, 13, nizsia. Pre nizky vyskyt mikrodelec¢nych syndromov v populacii nie st dostupné validacné
Studie, ktoré by spolahlivo overili presnost testu na ich neinvazivnu prenatélnu detekciu.

Pred rozhodnutim o vyuziti TRISOMY testu pri poskytovani zdravotnej starostlivosti dokladne zvazte Gcel, vyhody
a pripadné rizika, ako i alternativne moznosti TRISOMY testu, a uistite sa, Ze mate k dispozicii vSetky potrebné
informacie, tykajlce sa zdravotného stavu tehotnej, ktoré by mohli ovplyvnit vyber najvhodnejSieho postupu pri
poskytovani zdravotnej starostlivosti.






TRISOMY test ; ;
VEDECKE INFORMACIE



NIPT
Neinvazivne prenatalne testovanie

Vyvoj NIPT
vo svete a na Slovensku:

1997

objav volnej cirkulujicej DNA plodu

1997

neinvazivne urcenie pohlavia plodu prostrednictvom detekcie
Y-chromozémovych sekvencii

1998

kvantitativna analyza volnej fetalnej DNA v maternalnej cirkulacii

1998

neinvazivne uré¢enie RhD statusu plodu

1999

preukazané rychle odburanie volnej fetalnej DNA po pérode

2000

neinvazivny DNA test na monogénne dedi¢né ochorenie
(achondroplazia)

2008

pilotné stdie na neinvazivne stanovenie aneuploidie plodu

2009

prvéa aplikacia a potvrdenie konceptu, Ze sekvenovanie novej
generacie (NGS) umoZnuje detekciu trizémie 21 u plodu

2010

detailne charakterizovana rozdielnost fragmentacie maternéalne;
a fetalnej DNA

2010

neinvazivne stanovena podrobna genomicka mapa plodu

201

dostupnost komercnych testov NIPT

2012

neinvazivne stanovena Uplnd genomicka sekvencia plodu

2015

zavedenie prvého, na Slovensku vySetrovaného, neinvazivneho
skriningu DNA plodu z krvi tehotnej do klinickej praxe - TRISOMY test

2016

rozsirenie TRISOMY testu na varianty TRISOMY test XY a TRISOMY
test + s moznostou urcenia rizika naj¢astejSich trizémii, stanovenie
pohlavia, aberéacii poctu pohlavnych chromozémov a vybranych
chromozémovych mikrodelécii plodu z krvi tehotnej




Princip TRISOMY testu

TRISOMY test vyuziva celogenémovi sekvenacni ana-
lyzu volhej fetalnej DNA izolovanej z periférnej krvi te-
hotnej. Data ziskané sekvenacnou analyzou s nizkym po-
krytim sa vyhodnotia vlastnym vypoctovym algoritmom
a su verifikované podla postupu publikovaného Bianchi
a kol. (2012)

Maternica Krvny obeh tehotnej

D@>@ DNA plodu

* Bianchi DW a kol. Genome-wide fetal aneuploidy detection by ma-
ternal plasma DNA sequencing. Obstet Gynecol. 2012 May; 119 (5),
890-901.

Klinicky vyznam

Cielom TRISOMY testu a jeho variantov je vylicit pri-
pady castych chromozémovych aberacii plodu s vyso-
kou presnostou uz v ranych Stadiach tehotenstva a mi-
nimalizovat’ tak nutnost’ absolvovat’ odber choriovych
klkov alebo amniocentézu * ktoré so sebou nesd urcité
riziko potratu vyvolaného invazivnym zakrokom.

Napriek velmi vysokej senzitivnosti a Specifickosti za-
chytu sledovanych trizémii je TRISOMY test a vsetky
jeho varianty skriningové vysetrenie, nie diagnostické.

V praxi to znamena, Ze kazdy pozitivny vysledok vyset-
renia s vysokym rizikom detegovanych aberacii musi byt
nasledne potvrdeny zo vzorky ziskanej invazivnym od-
berom biologického materialu plodu (odber choriovych
klkov alebo plodovej vody) a genetickym vySetrenim
takto ziskanej vzorky (pozri Interferencie).

Mozny je vSak aj vyskyt faloSne negativneho vysledku.
TRISOMY test, rovnako ako iné NIPT, nevylucuje na
100 % pritomnost aberacii (aj sledovanych) v pripade
vydania negativneho vysledku.

Indikujdci lekar

TRISOMY test a jeho alternativy indikuje lekar so Speciali-
zaciou gynekolodgia a porodnictvo alebo lekarska genetika,
ktory je spbsobily interpretovat negativny vysledok testu
a v pripade patologického alebo nejasného vysledku vie
zabezpecit genetickd konzultaciu a nadstavbové gene-
tické testovanie v potrebnom rozsahu.

Ak je primarnou indikaciou testovania NIPT konkrétna
zndma genetickd patolégia, genetickd konzultacia sa
pred testovanim odporica obzvlast dorazne.




Senzitivhost
a Specifickost

NIPT testy maji vo vSeobecnosti vysokl senzitivnost
a Specifickost. Vysetrenia fetalnej DNA sa medzi labo-
ratériami lisia v technickych detailoch, s ¢im savisia aj
rozdiely v rozhodujicich parametroch NIPT testov.

Senzitivnost vysetrenia vyjadruje to, kolko percent pa-
cientov, ktori v skutoénosti majd konkrétne ochorenie,
ma aj patologicky vysledok vySetrenia. Idealna senzi-
tivnost je 100 %, teda v3etci pacienti, ktori majd dané
ochorenie, budd mat prislusny parameter patologicky.
Ak je senzitivnost testu mensia ako 100 %, napr. 99 %,
znamena to, Ze u 99 % pacientov sa vySetrenim ochore-
nie aj skutocne zachytilo, zaroven to znamena, ze u 17
pripadov bol vysledok testu faloSne negativny.

§peciﬁckost’, naopak, hovori o tom, kolko percent pa-
cientov, ktori nemaju dané ochorenie, nebude mat test
pozitivny. Idedlom je opat 100 %, teda Ziadny pacient,
ktory nemé konkrétne ochorenie, nebude mat test pozi-
tivny pri splneni vietkych predanalytickych kritérii. Ak je
Specifickost mensia ako 100 %, napr. 99 %, znamena to,
ze u 1% pacientov bol vysledok testu falosne pozitivny.

Presnost’ vyjadruje to, u kolkych percent pacientov
celkovo vysledok testu zodpoveda realite (Cize je pozi-
tivny, ak ma pacient dané ochorenie, a je negativny, ak
ho nema). Presnost zavisi od senzitivnosti a Specifickosti
testu a taktiez od vyskytu danej choroby v populacii.

Negativna prediktivna hodnota (NPH) vySetrenia vy-
jadruje to, kolko percent pacientov, ktori maja vysledok
vySetrenia s nizkym rizikom, aj redlne nema dané ochore-
nie. Zavisi od senzitivnosti, Specifickosti a vyskytu ocho-
renia v populacii. Hodnoty senzitivnosti, Specifickosti,
teda aj presnosti a negativnej prediktivnej hodnoty, sa
mozu menit podla konkrétneho laboratoéria a typu testu.
Priemerné hodnoty uvedenych parametrov boli publi-
kované v rozsiahlej metaanalyze a sG uvedené v tabulke
NIPT — detekcia chromozémovych aberacii.*

NIPT - detekcia chromozémovych aberacii*

TRIZOMIA } VYSKYT iSENZITIVNOST: SPECIFICKOST:PRESNOST: NPH

99.87% i 9987% i>9999%

TRISOMY test - vysledky pilotnej retrospektivnej
validacnej Stadie

n=203 {SENZITiVNOST} 95%cCI iSPECIFIcKOSTi 95%Cl inP

>99%  19097-100%:  >99 %
>99% X >99 %
>99% X >99 %

Pocet vzoriek bez vysledku < 1%.

TRISOMY test - vyhodnotenie rozsiahlej prospektivnej
validacnej stadie

n=2863iSENZITIVNOST: 95%Cl i3PECIFICKOST: 95%Cl inP

199,80 - 100 %: 41

47,82 -100 % 9997 % 9,81 -100 %

Pocet vzoriek bez vysledku < 1%.

n - celkovy pocet vzoriek vo validacnej Stadii
nP - pocet pozitivnych vzoriek

ClI - konfidencny interval

x — pre nizky pocet vzoriek nehodnoteny

* Gil MM a kol. Analysis of cell-free DNA in maternal blood in screening
for aneuploidies: updated meta-analysis. Ultrasound Obstet Gynecol.
2017 Sep;50(3):302-314.



Mikrodelecné
syndromy

Vzhladom na biologické a technické limitéacie je presnost
vySetrenia na mikrodele¢né syndrémy v porovnani s trizo-
miami 21,18, 13 nizsia. Pre nizky vyskyt mikrodelecnych syn-
drémov v populacii nie sG dostupné valida¢né Stadie, ktoré
by spolahlivo overili presnost testu na tieto syndromy.

NAZOV SYNDROMU

{ LOKALIZACIA : INCIDENCIA

000 -10 000

Praderov-Williho

1:10 000 - 30000
a Angelmanov syn

1:20000 - 50 000
syndrom

Senzitivnost pri detekcii mikrodelécii vyznamne ovplyv-
nuje rozsah delécie, ktory je pri jednotlivych syndro-
moch rézny, napr. delécia pri DiGeorgeovom syndrome
méa zvycajne velkost okolo 3 Mbp (vyjadrené v mega-
béazach nukleotidovych parov, 1 Mbp = milion bazovych
parov), kym napr. pri Cri-du-chat syndrome sa bezne
vyskytuju delécie s velkostou nad 10 Mbp. Podla poci-
tacovej simulacie na virtualnych vzorkach, vytvorenych
podla patogénnych mikrodelécii z databazy ISCA*, st pri
fetélnej frakcii 15 % (fetélna frakcia je podiel volnej DNA
plodu z celkovej volnej DNA izolovanej z krvnej plazmy
tehotnej) a 10 milionoch &itani na analyzovand vzorku
hodnoty senzitivnosti priblizne takéto:

ROZSAH DELECIE (V MBP) SENZITIVNOST

TRISOMY test + pouziva 20 milionov Citani na vzorku,
preto sa da predpokladat, ze vysledna senzitivnost bude
o nieco vyssia. Hodnoty senzitivnosti uvedené v tabulke
platia v pripade, Ze je mikrodelécia pritomna aj v pla-
cente. Incidencia fetoplacentarneho mozaicizmu (od-
lisnd geneticka charakteristika plodu a placenty) nie je
v pripade mikrodelécii zndma.

Unikatna metodika
pripravy vzorky krvi

SGcastou laboratérneho postupu pri vysetreni TRISOMY
test je procedira, ktora zabezpecuje zvySenie podielu
fetalnej DNA oproti vychodiskovému stavu. Je to vdaka
vyuZzitiu fyzikalnej odlisnosti fetalnej DNA a DNA pocha-
dzajlcej od tehotne]. Vdaka tomuto kroku laboratorium
dosahuje po spracovani vzoriek TRISOMY testu vyssi
priemerny podiel fetadlnej DNA, ako je priemerny podiel
fetélnej DNA v nativnych vzorkach. Vysledkom pro-
cediry je teda moznost analyzovat vzorky, ktoré maja
v skutoc¢nosti nizsiu fetélnu frakciu pred aplikovanim
tejto proceduiry, coho vysledkom je velmi nizky podiel
neinformativnych vysledkov, menej ako 1 %.

Na zéklade charakteristiky metddy pripravy, analyzy
a hodnotenia vzoriek od tehotnych so zdravym plodom
a tehotnych s plodom s trizomiou chromozému 21, po-
uzitej v ramci nasej pilotnej retrospektivnej validacnej
Studie, je mozné Statisticky odhadnit vyskyt faloSne po-
zitivnych a falo$ne negativnych vysledkov v zavislosti od
podielu fetalnej DNA v krvi tehotnej. V nadvaznosti na
dostupné informacie je zname, ze vyska podielu fetélnej
DNA v krvi tehotnejje individuélna a vyskyt vzoriek s niz-
kou fetalnou frakciou (< 4 %) bol zisteny u menejako 5 %
tehotnych (priemerny podiel fetadlnej DNA sa pohybuje
na Urovni 14,5 %**).

* http://dbsearch.clinicalgenome.org/search/

** Hudecova | a kol. Maternal plasma fetal DNA fractions in pregnancies with low and high risks for fetal chromosomal aneuploidies. PLoS One. 2014

Feb 28;9(2):e88484.
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Plocha prekryvu

Distribdcia negativnych a pozitivnych vysledkov
stanovenych metodikou NIPT umoZriuje minimalizovat
plochu prekryvu, definujicu tzv. Sedd zénu.

——r T
0,2 05 1 2 5 001 0,1 1 10 100
AFP (MoM) Free 3-hCG

T — T
01 0, 2 5 10 20

NT (MoM)
Distribacia negativnych a pozitivnych vysledkov niektorych parametrov

Standardného prenatdlneho skriningu s ,vyraznou plochou prekryvu®
tychto vysledkov, definujicou tzv. Sedd zénu.




Z vysledkov nami realizovanej pilotnej retrospektivnej va-
lidacnej Studie, pri ktorej bolo analyzovanych 157 vzoriek
od tehotnych s euploidnym plodom, 39 vzoriek od te-
hotnych s plodom s potvrdenou trizémiou chromozému
21, 5 vzoriek od tehotnych s potvrdenou trizomiou chro-
mozomu 18 a 2 vzorky s potvrdenou trizomiou chromo-
zomu 13, vyplynulo, Ze priemerny podiel fetalnej DNA vo
vzorkéach, ziskanych od tehotnych s plodom s trizémiou
chromozému 21, dosahoval 16 % (fialova krivka na grafe
1. Pri takomto podiele fetélnej DNA v maternalnej cir-
kulacii je pravdepodobnost, ze vysledok analyzy bude
neinformativny, ~ 1: 720. Pri vzorke s najnizsim v tejto
validacnej stidii pozorovanym podielom fetalnej DNA,
dosahujicim 7,5 % (Cervena krivka), je pravdepodobnost
vyskytu neinformativneho vysledku ~ 1:7,5. Ak je vysle-
dok negativny, pravdepodobnost trizémie 21 je mensia
ako 1:100 000 bez ohladu na zistenl fetalnu frakciu.
Pricinou, preco tu fetalna frakcia nema az taky vyznamny
vplyv, je skuto¢nost, Ze pri tychto hodnotéach fetéalnych
frakeii uz za vacsinu faloSne negativnych vysledkov nie
je zodpovedna nizka fetélna frakcia, ale fetoplacentarny
mozaicizmus*, ktory s fetalnou frakciou nesavisi. Senzi-
tivnost ovplyviuje fetélna frakcia vyznamne iba vtedy,
ked'sa pohybuje v nizsich Cislach (vacsina takych pripa-
dov je zaradena medzi neinformativne), aj preto je rozdiel
v senzitivnosti pri réznych hodnotach fetalnej frakcie.

Z analyzy vysledkov vzoriek od tehotnych so zdravym
plodom (modré krivka) vyplyva, ze pri fetalnej frakcii 16 %
je pravdepodobnost vyskytu neinformativneho vysledku
~1:130. Pri fetalnej frakcii 7,5 % je pravdepodobnost vy-
skytu neinformativneho vysledku ~ 1:7,2. Pravdepodob-
nost vyskytu falosne pozitivneho (teda nespravneho) vy-
sledku, ak je informativny, je bez ohladu na fetalnu frakciu
~1:4 500. Pravdepodobnost informativneho ¢i neinfor-
mativneho vysledku ovplyviuje fetalna frakcia do znacnej
miery, a to bez ohladu na to, ¢iide o vzorku s trizomiou 21,
alebo bez nej. Pri nizSej fetalnej frakcii je totiz vyssia prav-
depodobnost, Ze ju metdda na uréovanie fetélnej frakcie
zaradi medzi neinformativne (pre nizku fetalnu frakciu).

Na minimalizaciu rizika ziskania faloSne negativnych,
resp. faloSne pozitivnych vysledkov v désledku priro-

dzene sa vyskytujlcich pripadov tehotenstiev s nizkou
fetalnou frakciou, je pri vyhodnoteni vysledkov ana-
lyz pouzita zona definujica neinformativne vysledky -
tzv. Seda zona. Tato je na grafe prezentovana Srafovanym
podfarbenim (graf 2). Ak sa vzorka po analyze nachadza
v tejto oblasti, je potrebné vzorku opdtovne analyzovat.
V tejto sUvislosti sa vyZaduje opakovanie odberu krvi te-
hotnej s dvojtyzdnovym odstupom.

Vyhodnotenie dat
pomocou Vlastného
algoritmu

Data jednotlivych NIPT testov, ziskané celogenémovou
sekvenacnou analyzou volnej fetalnej DNA, sG vyhodno-
cované pomocou naro¢nych matematickych modelov
a lisia sa v zavislosti od pouzitej metodiky a laboratoria.

Cielom hodnotenia je najcastejSie vypocet tzv. Z skore.

Vlastny zdokonaleny algoritmus hodnotenia dat
TRISOMY testu umoznuje dosiahnutie vys$Sej strednej
hodnoty Z skére v hodnotenych vzorkach oproti publi-
kovanym metddam vypoctu (graf 4).

Vyssia strednad hodnota Z skére v pozitivnych vzorkach,
dosahovana zdokonalenym algoritmom pri hodnoteni
TRISOMY testu, sa automaticky premieta do presnej-
Sej distriblcie negativnych a pozitivnych vysledkov vy-
Setreni a umozZiuje zmensenie tzv. Sedej zony (plochy
prekryvu), ked nie je mozné o pozitivite ¢i negativite
vysledku vySetrenia jednoznacne rozhodnit.

* Grati FR a kol. Fetoplacental mosaicism: potential implications for false-positive and false-negative noninvasive prenatal screening results. Genet Med.

2014 Aug;16(8):620-4.
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Fetalna frakcia

Analyza viac ako 11 000 vzoriek tehotnych Zien preukdzala, Ze vzorky s nizkou fetdlnou frakciou (< 4 %), komplikujicou neinvazivne prenatdlne
testovanie, reprezentuju takmer 5% vSetkych tehotnych.




Interferencie

Vzhladom na to, Ze TRISOMY test, TRISOMY test XY
a TRISOMY test + sU skriningové testy a nie diagnos-
tické, mozu sa velmi zriedkavo vyskytnat faloSne pozi-
tivne a faloSne negativne vysledky. Vysledok vysSetrenia
s vysokym rizikom je potrebné diagnosticky potvrdit ak-
tualne dostupnou diagnostickou metédou, teda nasled-
nym genetickym vySetrenim vzorky ziskanej odberom
choriovych klkov alebo amniocentézou.

Vysledok s nizkym rizikom nie je absolGtnym vylG&enim
Ziadnej z testovanych chromozémovych aberéacil. Prici-
nou moZe byt prirodzene sa vyskytujici fenomén mozai-
cizmu placenty a plodu, pripadne syndrému mizniceho
dvojcata alebo inych typov genetickych, resp. epigene-
tickych mechanizmov.

V uréitom malom percente vzoriek nie je mozné NIPT
test ukoncit jednoznacnym vysledkom, teda takyto test
povazujeme za nelspesny. Pricina zlyhania méze byt
technicka alebo biologicka. Hlavnou technickou prici-
nou zlyhania testu byva nespravne vykonany odber krvi
alebo transport vzorky do laboratéria v nevyhovujacich
podmienkach.

Najcastejsim biologickym dévodom nelspesnosti testu
je predovsetkym nizky podiel fetalnej DNA v ziskanej
vzorke v porovnani s podielom materskej DNA. V pri-
pade, Ze je podiel fetalnej DNA v ziskanych vzorkach
nizsi ako 4 %, vyrazne klesa spolahlivost testu (graf 5).
Podla vysledkov publikovanych stadii je mozné ocakavat
vyskyt vzoriek s nizkym podielom fetalnej DNA frakcie
na drovni 1,5 - 6,1 %.

Limitacie testu

TRISOMY test, TRISOMY test XY a TRISOMY test + st ur-
Cené Specificky na zistenie vybranych chromozémovych
porlch. Cielene nehladané zmeny genetickej informacie
sa uvadzajl vo vysledku len v pripade, Ze tehotna uviedla,
Ze si zela byt o nich informovana. Tieto doplnkové ziste-
nia si vyZaduju interpretaciu v osobitnom rezime.

TRISOMY test, TRISOMY test XY a TRISOMY test + nie

sU uréené na zachyt:

- triploidii a/alebo tetraploidii (viacnasobny pocet viet-
kych chromozémov),

- vyvazenych translokacii chromozomov (vymena Use-
kov genetického materialu medzi chromozémami bez
toho, ze by Cast genetickej informacie ubudla alebo
pribudla),

- mozaicizmu (plod, resp. placenta obsahuje zaroven
bunky s normalnymi a patologickymi genetickymi
znakmi),

- chimérizmu (plod je zloZzeny z tkaniv pévodne dvoch
jedincov).

TRISOMY test, TRISOMY test XY a TRISOMY test + vy-
znamne CastejSie poskytnld neinformativny vysledok
v pripade, Ze sa tehotna lieci injekciami nizkomolekulo-
vého heparinu (Low Molecular Weight Heparin, LMWH).
V takych pripadoch sa odporica vykonat odber krvi
tesne pred plénovanym podanim dalSej davky LMWH.*
Neinformativne vysledky sa vyskytuja CastejSie aj v sku-
pine tehotnych s vysokou vahou (>90 kg).**

* Gromminger S a kol. The influence of low molecular weight heparin medication on plasma DNA in pregnant women. Prenat Diagn. 2015 Nov;35(11):1155-7.
**Wang E a kol. Gestational age and maternal weight effects on fetal cell-free DNA in maternal plasma. Prenat Diagn. 2013 Jul;33(7):662-6.



Odborna garancia

MUDr. Peter Krizan, CSc.

odborny garant lekarskej genetiky,
Medirex

Stadium na Lekérskej fakulte Univerzity Komenského
v Bratislave ukoncil v roku 1976. O osem rokov neskér sa
Stadiom na (terajsej) Slovenskej zdravotnickej univerzite
v Bratislave (SZU) Specializoval v lekarskej genetike.

V roku 1987 ukoncil vedeckd aSpirantiru v onkologicke;
genetike a ziskal titul kandidat vied (CSc.). Od roku 1985
do roku 1990 poésobil ako odborny lekar na oddeleni
genetiky Fakultnej nemocnice v Bratislave. V roku 1990
zalozil genetické oddelenie na Narodnom onkologickom
Ustave a do roku 1997 bol jeho primarom. Od roku 1990
bol 12 rokov predsedom Slovenskej spoloc¢nostilekarskej
genetiky. Osem rokov (2005 - 2013) zastaval funkciu
predsedu Etickej komisie Ministerstva zdravotnictva SR.

V laboratoriach Medirex vybudoval v roku 2006 odde-
lenie genetiky a doposial' je odbornym garantom tohto
medicinskeho odboru. Uzko spolupracuje s 50 kolegami
v Bratislave a v Kosiciach. V roku 2015 stéal pri zavedeni
TRISOMY testu do klinickej praxe na Slovensku. Dopo-
sial uZ poskytol stovky odbornych konzultéacii pri vy-
sledkoch tohto neinvazivneho prenatélneho testovania
anadalej pomaha pri zdokonalovani TRISOMY testu a pri
jeho rozvoji.




Autori metodiky

RNDr. Gabriel Minarik, PhD.

manazér rozvoja lekarskej genetiky,
Medirex

Absolvoval stadium molekularnej biologie na Katedre
molekularnej bioldgie Prirodovedeckej fakulty Univer-
zity Komenského v Bratislave v roku 2000, kde ukoncil
aj doktorandské stadium v roku 2005. Je autorom alebo
spoluautorom 75 publikacii indexovanych v databaze
Current Contents, ktoré su citované 343-krat. Hirchov
index ma 1.

Od roku 2001 do roku 2007 pbsobil ako Specialista
zabezpecujlci servisné Sanger sekvenovanie pre po-
predné slovenské pracovné skupiny a laboratoéria v ramci
programu BITCET, pricom na Slovensku patril medzi pr-
vych a dnes patri medzi najskisenejSich slovenskych od-
bornikov na tito metodu.

V sGcasnosti sa venuje najma vyskumu v oblasti analyzy
zmesnych DNA/RNA vzoriek s aplikaciou v neinvaziv-
nej prenatalnej a nadorovej DNA diagnostike, forenznej
praxi a analyze [udského mikrobiomu. Zaroven sa venuje
zavedeniu a vyuzitiu novych metdd sekvenovania DNA
v zakladnom a aplikovanom vyskume v rémci réznych
vedeckovyskumnych projektov.




RNDr. Tomas Szemes, PhD.
riaditel pre vyskum a vyvoj,
Geneton

Dosahoval vynikajice vysledky uz pocas stdia na ma-
gisterskom stupni. Za diplomovd pracu sa mu podarilo
ziskat cenu rektora Univerzity Komenského. Stadium
PhD. ukoncil v roku 2010. K zaveru roka 2017 je autorom
alebo spoluautorom 40 publikacii indexovanych v data-
baze Scopus, ktoré su citované 257-krat. Hirchov index
ma 10.

Vedie laboratérium genomiky a bioinformatiky vo Ve-
deckom parku Univerzity Komenského v Bratislave.
Posobi aj ako riaditel pre vyskum a vyvoj v spolocnosti
Geneton. Okrem vyskumu laboratérium poskytuje ser-
visné sekvenacné analyzy s pouzitim 1. generéacie auto-
matizovanych sekvenatorov. Podielal sa na vytvoreni
genomickej podjednotky v projekte BITCET. Venuje sa
aj pedagogickej cinnosti predmetov pocitace v biologii,
bioinformatika, pokrocilé metody v molekularnej biologii
ainych.

Ma dlhodobé skisenosti s problematikou DNA. Venuje
sa vyskumu, ktory vyuZiva nové metddy sekvenovania
DNA, neinvazivnej prenatélnej diagnostike, genomic-
kému vyskumu virusov ¢i DNA analyze vina.
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