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TRISOMY test

NEINVAZIVNI PRENATALNT SCREENINGOVE VYSETRENI
KE ZJISTENI PRITOMNOSTI TRIZOMII 21, 18,13 A URCENI
POHLAVI PLODU Z KRVE MATKY

TRISOMY test
pro klidné proziti téhotenstvi:

s vysokou citlivosti a presnosti vylouci sledované trizomie plodu jiz od
11. tydne gravidity,

méa > 99 % citlivost a presnost sledovanych trizomii,

stanovuje vysledek do 7 pracovnich dni,

je neinvazivni, bezpecny a témér bezbolestny zplsob testovani trizomii
plodu bez rizika spojeného s invazivnim odbérem (choriocentéza,
amniocentéza),

muze posoudit mozné falesné pozitivnivysledky prenatélniho screeningu
(pfedtim je ale nutna geneticka konzultace),

minimalizuje poc€et nutnych invazivnich odbéra,

v pfipadé zajmu urcuje pohlavi plodu,

evve

je provadén piimo v Ceské republice (SPADIA LAB, a.s.)




Coje
TRISOMY test

TRISOMY TEST JE NEINVAZIVNI
SCREENINGOVE VYSETRENI Z KRVE MATKY,
KTERE DOKAZE S VYSOKOU CITLIVOSTI A
PRESNOSTI VYLOUCIT PRITOMNOST PORUCH
POCTU CHROMOZOMU €. 21,18 A13 A URCIT
POHLAVI PLODU JIZ V CASNYCH STADIICH
GRAVIDITY.

TRISOMY test zjistuje:

trizomii 21 (Downdv syndrom),

trizomii 18 (Edwardslv syndrom),

trizomii 13 (Pataudv syndrom),

v pripadé zajmu také pohlavi plodu.

BéZné pouZivané oznaceni této metody jako ,,NIPT* — Non
Invasive Prenatal Testing (neinvazivni prenatalni testovani)
se vztahuje na zplsob ziskavani vzorku. Vysetreni se provadi
ze vzorku krve téhotné Zeny jiz od 11. tydne téhotenstvi, je
neinvazivni, bez jakéhokoli rizika pro plod.

TRISOMY test je vySetfovany v laboratori molekularni ge-
netiky SPADIA LAB, a.s. v Novém Ji¢ing, diky cemuz jsou
vysledky testovani znamy zpravidla do 7 pracovnich dni (od
dne odbéru pri platbé u Iékarfe, nebo do 7 pracovnich dni

od nasledujiciho dne od pfipséani platby na Gcet laboratore).

TRISOMY test neni hrazen z vefejného zdravotniho pojis-
téni, jeho cenaje 9 600 K¢, véetné DPH. Cenu za laboratorni
vySetfeni mUze pacientka uhradit po dohodé s lékafem bud
pfimo v ambulanci platbou zdravotnickému zafizeni, které
TRISOMY test indikovalo, nebo prevodem primo na Gcet la-
boratore SPADIA LAB a.s.




Pro koho
je test urcen?

TRISOMY TEST MUZE PODSTOUPIT NA VLASTNI
ZADOST KAZDA TEHOTNA ZENA, KTERA CHCE MIT
PO ZBYTEK TEHOTENSTVI JISTOTU, ZE JEJI PLOD
NENI POSTIZEN NEKTEROU Z VYSETROVANYCH
TRIZOMII 21,18 A13. DLE KAZDOROCNE
AKTUALIZOVANYCH UDAJU UZIS TVORI TYTO
TRIZOMIE 63 % ZE VSECH CHROMOZOMALNICH
VAD. CHROMOZOMALNI VADY JSOU V CR OBECNE
PRICINOU 39 % ZE VSECH GENETICKYCH PORUCH
PLODU.

TRISOMY test
je zvI&st vhodny pro téhotné Zeny, které:

- maji zvySené obavy z mozného postizeni plodu nékterou z vy-
Setfovanych trizomii,

- budou mit v dobé porodu vice nei 35 let a mély negativni vy-
sledek screeningu |. nebo Il. trimestru,*

- otéhotnély po umélém oplodnéni,

- prodélaly opakované spontanni potrat,*

- maji zdravotni komplikace, které mohou pfi amniocentéze zvy-
Sovat riziko spontanniho potratu (napr. myomy délohy, snizena
srazlivost krve).

* Vysetieni musi predchazet geneticka konzultace.
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Od odbéru po vysledek

PRUBEH VYSETRENI, OD ODBERU KRVE, PO ELEKTRONICKE
ODESLANT VYSLEDKU TESTU LEKARI, TRVA ZPRAVIDLA
7 PRACOVNICH DNI.

Rychlost vysetreni
zavisi na bezproblémovém priabéhu jednotlivych krokd:

odbér krve,

doruceni vzorku do laboratore,

Ghrada platby za vysetreni,

uvolnéni vzorku k analyze,

laboratorni analyza a vyhodnoceni ziskanych dat specialnim
softwarem, cilené vyvinutym pro tento test,

doruceni vysledku lékafri.

DICICISIS)

Pacientka je o pfipsani platby na Gcet laboratore
informovana SMS zpravou.

K



ODBER KRVE

Vzorek 10 ml periferni krve by méla odebrat téhotné osoba Zenského pohlavi - zdravotni sestra. Minimalizuje se
tak mozZnost kontaminace vzorku muzskou DNA, kterad by mohla ovlivnit spravné stanoveni pohlavi plodu (v pripadé
zadosti o urceni pohlavi plodu). Optimalni je uskutecnit odbér po ukonceném 11. tydnu téhotenstvi. Odbér krve
neni nutné provadét nalacno.

Vzorek krve, odebrany do odbérového systému Streck Cell Free DNA BCT o obsahu 10 ml, nebo zkumavky s EDTA
o obsahu 10 ml, je nutné oznacit samolepicim carovym kddem (soucast specialni zadanky), jménem a rodnym Cis-
lem pacientky. Odbérovou zkumavku je potreba po naplnéni opatrné, ale dikladné promichat (10x otoé&it dnem
vzhiru - NEPROTREPAVAT!!!).

DORUCENI VZORKU DO LABORATORE

Vzorek spolu s Uplné a spravné vyplnénou specialni zadankou, uloZzenou v samostatném transportnim sacku, je
treba dorucit do Laboratore |ékarské genetiky, SPADIA LAB, as., na adresu Divadelni 2174/27, 741 01 Novy Jicin,
nejpozdéji do 7 dni od odbéru. Vzorek je uchovavan pfi pokojové teploté, nesmi klesnout pod 10 °C. V ptipadé
odbéru krve do zkumavky s EDTA je nutné vzorek dorucit do laboratore nejpozdéji do 36 hodin, a to pfi teploté

4 °C. Vzorek nesmi byt zamrazen.

UHRADA ZA VYSETRENI

a) Prima platba v ambulanci

Pokud téhotné uhradi platbu za laboratorni vySetreni na misté, pfimo ve zdravotnickém zafizent, je |ékar povinen

pacientce vydat potvrzeni. Prijem platby za laboratorni vySetreni pak potvrdi na zadance na vyhrazeném misté.
Laborator bude cenu za vySetreni fakturovat zdravotnickému zafizeni v nejblizsSim zG¢tovacim obdobi.

b) Platba prfimo na Gcet laboratore SPADIA LAB, a.s.

Pokud neni mozné laboratorni vysetfeni zaplatit v ambulanci, cenu za vySetfeni uhradi pacientka co nejdrive pfimo
na Gcet laboratore SPADIA LAB, ass., ve které se vySetreni realizuje.

- ¢islo Gc¢tu: 249857560/0300
- IBAN: CZ85 0300 0000 0002 4985 7560

- do zpravy pro pfijemce se zada , Trisomy test“ a pfijmeni téhotné
- jako variabilni symbol pouzijte poslednich 7 Cisel kddu Zadanky, ktery se nachazi v pravém hornim rohu Zadanky
(pod carovym kodem)

Napriklad: kdyz je kod zadanky AC 331007 O, v takovém piipadé jako VS pouzijete 3310070.






Po pripsani platby na Gcet laboratorfe bude pacientce zaslana SMS zprava. Po ukonceni laboratorniho vysSetfeni
bude klientce vystaven danovy doklad a zaslan na jeji e-mail.

Upozornéni:

Bez zadani variabilniho symbolu platbu neuskutecnujte! Platby bez VS vyrazné komplikuji identifikaci platby
a prodluzuji analyzu vzorku. VySetrenti, kterd nebudou uhrazena, budou po uplynuti14 dni bez nédhrady zlikvidovana.

UVOLNENT VZORKU K ANALYZE

S ohledem na brzké dokonceni analyzy je platbu potrfeba uskutecnit co nejdfive po odbéru krve. Vzhledem
k financni narocnosti vySetfeni jsou na analyzu zafazovany pouze vzorky s identifikovanou Ghradou. Termin

vySetfeni vzorku s opozdénou platbou, nespravné uvedenymi Gdaji, nebo stazenou ¢i znemoznénou identifikaci
platby laborator negarantuje.

Vzorky bez identifikované platby nebudou vysetfeny!
Neuhrazené vzorky budou po uplynuti lhity 14 dni bez nahrady zlikvidovany.

V LABQRATom; / o
ANALYZA A VYHODNOCENI DAT SPECIALNIM SOFTWAREM

1. Zpracovani krve

Po pfijeti zkumavky s krvi do laboratofe probéhne nejdfive separace plazmy, ve které se nachazi geneticky material
plodu v mimobunécné formé.

2.1zolace DNA

Z plazmy se vicekrokovou precizni purifikaci ziska volna cirkulujici DNA, kterad pochéazi jak od matky, tak z placenty
(presnéji z trofoblastu). Tato DNA pochazejici z placenty se obvykle oznacuje jako fetalni DNA (déle ,DNA plodu®).
DNA plodu predstavuje v priiméru 13 % celkové DNA ziskané z plazmy. V pfipadé, Ze odbér krve nebyl provedeny
v souladu s doporucenimi, m&ze dojit k rozpadu krevnich bunék a ke snizeni podilu DNA plodu, coz znemoZznuje
detekci pripadné trizomie plodu. V laboratofi po izolaci provadime kontrolu kvality vzorku, kterou zjistujeme, zda

k rozpadu bunék skutecné nedoslo. Pokud tento jev zjistime, informujeme ambulanci o nutnosti opakovani odbéru.

3. Priprava vzorku DNA na analyzu

Izolovana DNA podléha ve specializované laboratofi zpracovani — tzv. pfipravé sekvenacni knihovny. Sekvenacni
knihovna je potfebna k analyze pouZitim technologie sekvenovani nové generace. V procesu pfipravy knihovny
vyuzivame také polymerazovou fetézovou reakci na namnozeni vzorku, protoze celkové mnozstvi DNA ziskané
z plazmy je velmi malé. Priprava knihovny vhodné na analyzu v pfistroji trva 48 hodin.






4. Kontrola kvality vzorku

TRISOMY test je Casové a financné naroéné vysetreni a jeho vysledek zavisi na spravné pripraveném vzorku na
analyzu. Zda se v laboratofi podarilo pfipravit vhodnou sekvenaéni knihovnu, kontrolujeme citlivou fluorescenéni

elektroforetickou analyzou. Uspésné pripravené sekvenaéni knihovny pokracuji do nasledujici faze, kterou je
sekvenacni analyza.

5. Konecné analyza - sekvenovani

Prectenim miliond fragmentd DNA v pribéhu nékolikahodinové analyzy ve specialnim sekvenacnim pfistroji
provadime celogenomovou analyzu s nizkym pokrytim (ne¢teme kazdou jednu bazi, ale statisticky pouze kazdou
desatou). Vysledkem sekvenovani je zisk dat, které jsou nasledné vyhodnoceny specialnim softwarem pomoci
unikatniho matematického algoritmu. Pocitacové vyhodnoceni dat ziskanych z jednoho vzorku trva na vysoce
vykonném serveru nékolik minut.

6. \Vysledek testovani

Na zakladé ziskanych Gdajd s pouzitim nejmodernéjsiho algoritmu se sofistikovanym statisticko-matematickym
modelem mze odbornik v laboratofi stanovit vysledek analyzy. Vysledek vySetfeni se posila odesilajicimu |ékafi.

VYSLEDEK INTERPRETACE DOPORUCENI

H i Negativni vysledek neni potfeba
Negativni i Trizomie chromozomu 21,18 i ovéfovat dalsim  vySetfenim,
vysledek i nebo 13 nebyla zjisténa. i o daldsim pribéhu zdravotni péce
- i rozhodne doporuéujici |ékaF (lé-

karsky genetik nebo gynekolog)

: i Jenezbytna geneticka konzultace
Pozitivni i Trizomie nékterého z vySetfova- | Vv genetické ambulanci. Pozitivni
vysledek i nych chromozom0 byla zjisténa i vysledek TRISOMY testu je po-
i ve vySetfeném vzorku. i treba potvrdit genetickym vyset-
i Fenim vzorku ziskanym invazivnim

zplsobem.

i Dodany vzorek nebylo mozné : Odbérkrve je potieba opakovat
Neinformativni i laboratorné zpracovat v souladu i (bez dal$i Ghrady za vy3etFeni ze
vysledek ! se spravnou laboratorni praxi, i strany pacientky).
i nebo vysledek vysetieni neod- i
povida na diagnostickou otazku.







DORUCENI VYSLEDKU LEKAR]

Vysledek vySetreni je k dispozici zpravidla do 7 pracovnich dni od nasledujiciho dne po identifikaci platby na G¢tu
laboratore. Vysledkovy list je zaslan do ambulance odesilajiciho Iékare, ktery odbér krve realizoval.

O vysledku vysetfeni TRISOMY testu informuje pacientku zasadné lékar, ktery ji test proved|. Informaci o pohlavi
je mozné pacientce sdélit az po ukonceném 12. tydnu téhotenstvi.

Screeningova forma vysetreni

Negativni vysledek vySetieni se vztahuje vylucné na vySetfované trizomie chromozoma ¢. 21,18 a 13, které jsou
timto vySetifenim s velmi vysokou pravdépodobnosti u plodu vylouceny. Nevylu€uje viak moznost postizeni plodu
jinou genetickou, nebo jinou poruchou, ktera neni predmétem tohoto vysetreni. Vysledek testu mize zkreslit vice-
Cetné téhotenstvi, nebo pritomnost cizi DNA v krvi matky, napriklad po krevni transfazi, transplantaci kmenovych
bunék, transplantaci organd, pri nédorovém onemocnéni téhotné Zeny nebo plodu. Zachytnost chromozomalnich
abnormalit mdze byt téZ individualné ovlivnéna mozaicizmem placenty, syndromem mizejiciho dvojcete, bodovymi
mutacemi, inaktivaci gend nebo jinym typem genetickych, resp. epigenetickych mechanizma. V téchto pripadech
je potfebné odbeér predem individuadlné konzultovat s laboratori.

Pozitivni vysledek vysetreni je tfeba i pres vysokou citlivost a presnost TRISOMY testu potvrdit genetickym vy-
Setfenim vzorku plodové vody nebo choriovych klkd. Pozitivni vysledek TRISOMY testu neni relevantni podklad k
rozhodnuti o umelém preruseni téhotenstvi.

Pred rozhodnutim o vyuziti TRISOMY testu pri poskytovdni zdravotni péce dikladné zvazte icel, vyhody a pripadnd
rizika, stejné jako alternativni moznosti TRISOMY testu a ujistéte se, Ze mdte k dispozici vSechny potrebné informace ty-
kajici se zdravotniho stavu téhotné, které by mohly ovlivnit vybér nejvhodnéjsiho postupu pri poskytovani zdravotni péce.
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NIPT
Neinvazivni prenatalni testovani

Vyvoj NIPT

1997  objev volné cirkulujici DNA souvisejici s plodem v krvi matky,

1997  neinvazivni urceni pohlavi plodu prostrednictvim detekce
Y-chromozomalnich sekvenci,

1998  kvantitativni analyza tzv. volné fetalni DNA (cffDNA) v materské
cirkulaci,

1998 neinvazivni urceni RHD statusu plodu,

1999  prokazani rychlého odbouréani volné fetalni DNA po porodu,

2000 neinvazivni DNA test na monogenné dédicné onemocnéni
(achondroplazie),

2008 pilotni studie na neinvazivni stanoveni aneuploidie plodu,

2009 prvni aplikace a potvrzeni konceptu, ze sekvenovani nové
generace (NGS) umoznuje detekci trizomie 21 plodu,

2010 detailné charakterizovand rozdilnost fragmentace materské
a fetalni DNA,

2010 neinvazivné stanovena podrobna genomickad mapa plodu,

2011 dostupnost komercnich testd NIPT,

2012  neinvazivné stanovena Uplna genomicka sekvence plodu,

2015  uvedeni TRISOMY testu do klinické praxe v Ceské republice




Princip testu

Vysetreni vyuZiva celogenomovou resekvenacni ana-
lyzu volné fetalni DNA z periferni krve téhotné. Data
ziskana sekvenacni analyzou s nizkym pokrytim jsou
vyhodnocovana vlastnim vypoctovym algoritmem
a verifikovana podle postupu publikovaného Bianchi
a kol. (2012).*

Krevni obéh matky

@ DNA plodu DNA matky

Klinicky vyznam

TRISOMY test se provadi za Gcelem zachytit pripady
castych trizomii plodu s vysokou citlivosti a presnosti jiz
v €asnych stadiich téhotenstvi.

| pfes velmi vysokou citlivost a presnost zachytu
sledovanych trizomii je TRISOMY test screeningové
vysetreni, ne diagnostickeé.

V praxi to znamena, Ze kazdy pozitivni vysledek vysetreni
TRISOMY testu musi byt nasledné potvrzen invazivnim
odbérem genetického materialu plodu (odbér plodové
vody, nebo choriovych klk&) a naslednym genetickym
vysetfenim takto ziskaného vzorku (viz interference).

Negativni vysledek TRISOMY testu s velmi vysokou prav-
dépodobnosti vylouci pritomnost trizomii chromozomd €.
21,18 a 13 u plodu. Negativni vysledek testu zpravidla neni
nutné potvrzovat vzorkem ziskanym invazivnim zplsobem
(viz interference).

* Bianchi DW a kol. Genome-wide fetal aneuploidy detection by maternal
plasma DNA sequencing. Obstet Gynecol. 2012 May; 119 (5): 890-901.
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Indikujici lekar

VysSetreniindikuje IékaFsky genetik nebo |ékar se specializaci
gynekologie a porodnictvi.

Citlivost a presnost

NIPT testy se vSeobecné vyznacuji vysokou citlivosti a pres-
nosti. VysSetreni tzv. cffDNA poskytované rdznymi labo-
ratofemi se lisi urcitymi technickymi detaily. S tim souvisi
rozdily v dosahovanych klicovych parametrech NIPT testd,
a to predevsim:

—-procento zachycenych trizomickych plodd - Detection
Rate (DR)

—-procento falesné pozitivnich vysledkd - False Positive
Rate (FPR)

Citlivost NIPT pro zachyt trizomie 21 se pohybuje podle
konkrétni laboratore a typu testu v rozmezi 94,4 - 99,9%
pfi O - 1% fale3né pozitivnich vysledka.

Citlivost NIPT testd na trizomii 13 je nizsi (79 - 92 %). Davo-
dem pfipadného selhani NIPT mohou byt technické priciny
a téZ relativné nizky vyskyt gravidit s trizomii chromozomu
¢. 13 v populaci. Miru falesné pozitivity je mozné ocekavat
na Grovni 1 - 2%.

NIPT - detekce chromozomalnich aneuploidii, spolehlivost

Ehrich eta

Palomaki et al., 2011 12 (98,6)
Bianchi et al., 2012 8 (98,9)
Sparks et al., 2012 36/36 (100)
Ashoor et al., 2012 50/50 (100)

Norton et al., 2012 81/8 (0)] (0,03)

Celkem 9 9/5 (0,16)

Pocet vzorkl bez vysledku <

TRISOMY test
Citlivost a presnost

Vzorek bez vysledku <

kovy pocet <0 v potvrzujici studii
- pocet pozitivnich vzork{
Interval
*95%Cl pro nizky pocet vzork( nehodnoceny

Citlivost a presnost TRISOMY testu jsou plné porovnatelné
s vysledky jinych NIPT testld. Vysledek analyzy je zalozen na
potvrzujici studii a opiré se o analyzu kontrolnich vzorkd se
znamym karyotypem. Vysledky pilotni validacni studie realizo-
vané na souboru 130 vzorkd obohaceném o vzorky s trizomii
21. chromozomu byly publikované v odborném ¢asopise PLOS
ONE a jsou volné dostupné na adrese: http:/journals.plos.
org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0144811.

Vsechny, do studie zafazené trizomické vzorky 21, 18 a 13,

byly pomoci TRISOMY testu Gspésné detekované.




Unikatni metodika
pripravy vzorku krve

Specialni soucasti laboratorniho postupu pfi vysetreni
TRISOMY testu je unikatni procedura, ktera zabezpe-
cuje zvyseni podilu fetalni DNA (cffDNA) proti vycho-
zimu stavu. Je to diky vyuziti fyzikalni odlisnosti fetalni
DNA a DNA pochazejici od matky. Diky tomuto kroku
laborator dosahuje po zpracovani vzorkd TRISOMY
testu primérny podil cffDNA kolem 16 % (pramérny
podil cffDNA ve zvefejnénych studiich se pohybuje v
rozmezi 10 - 13 %). Jesté dilezitéjsije vSak fakt, Ze v sou-
boru vzorkd zpracovanych touto specialni metodikou,
nebyl nikdy dosazen mensi podil fetalni DNA plodu nez
7,5 %, coZ vyrazné snizuje riziko selhani testu z dGvodu
nizkého obsahu fetalni frakce DNA ve vySetfovaném
vzorku. Pro Gspésné provedeni testu ma podle rdznych
studii fetalni frakce predstavovat nejméné 4 %. Pri fe-
talni frakci pod 4% nebude vysledek interpretovan.

Na zakladé charakteristiky metody pfipravy, analyzy
a hodnoceni vzorkd od téhotnych se zdravym plodem
a téhotnych s plodem s trizomii chromozomu ¢. 21,
pouZité v ramci potvrzovaci studie, je mozZné statis-
ticky odhadnout vyskyt faleSné pozitivnich a falesné
negativnich vysledkd v zavislosti na podilu fetalni DNA
v krvi téhotné. V navaznosti na dostupné informace
je znamo, Ze vyska podilu fetalni DNA v krvi téhotné
je individualni a vyskyt vzorkd s nizkou fetalni frakei (<
4%) byl zjistén u méné nez 5% téhotnych (median fe-
talni DNA se pohybuje na Grovni 14,5% - Hudecova a
kol., 2014).!

Z vysledkd realizované potvrzovaci studie TRISOMY
testu, pri které bylo analyzovano 164 vzork& od téhot-
nych s normalnim plodem a 39 vzorkd od téhotnych s
plodem s potvrzenou trizomii chromozomu 21, vyply-

nulo, ze priméreny podil fetalni DNA ve vzorcich ziskanych
od téhotnych s plodem s trizomii chromozomu 21 dosaho-
val 16 % (modra kfivka na grafu 7). Pri tomto podilu fetalni
DNA v materské cirkulaci je pravdépodobnost, Ze vysledek
analyzy bude neinformativni ~ 1: 3 x 10" a pravdépodob-
nost, Zze dosazeny vysledek bude falesné negativni (tedy
nespravny) nizsinez 1: 9 x 10",

Pri vzorku s nejniz§im, v této potvrzovaci studii pozoro-
vanym, podilem fetalni DNA dosahujicim 7,5% (Cervena
krivka), je pravdépodobnost vyskytu neinformativniho vy-
sledku ~ 1:15 a pravdépodobnost vyskytu falesné negativ-

niho (tedy nespravného) vysledku nizsi nez 1: 740.

Z analyzy vysledkld vzorkd od téhotnych se zdravym plo-
dem (modré kfivka) vyplyva, Ze pravdépodobnost vyskytu
neinformativniho vysledku je ~ 1: 161 a pravdépodobnost
vyskytu falesné pozitivniho (tedy nespravného) vysledku je
nizsinez1:30 000.

Na minimalizaci rizika ziskani faleSné negativnich, resp.
falesné pozitivnich vysledkd v disledku prirozené se vy-
skytujicich pripad@ téhotenstvi s nizkou fetalni frakci, je pri
vyhodnoceni vysledkd analyz pouzita zona definujici nein-
formativni vysledky - tzv. Seda zona. Ta je na grafu prezen-
tovana Sedym podbarvenim (graf 2). Pokud se vzorek po
analyze nachazi v této oblasti, je nutné vzorek opétovné
analyzovat. V této souvislosti se vyzaduje opakovani od-
béru krve téhotné ve dvoutydennim intervalu.

Reference:

"Hudecova |, Sahota D, Heung MM, Jin Y, Lee WS, Leung TY, Lo YM, Chiu RW. Maternal plasma fetal DNA fractions in pregnancies with low and high risks for
fetal chromosomal aneuploidies. PLoS One. 2014 Feb 28; 9 (2): e88484. doi: 10.1371/journal.pone.0088484
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Diky nasi laboratorni metodé neby! ve vySetfeném souboru vzorkd pozorovan nizsi podil cff DNA nez 7,5 %. VV kombinaci s vlastnim unikatnim algoritmem je
citlivost vysetreni natolik vysoka, Ze i v pripadé takovéhoto zastoupenti fetalni frakce dovede TRISOMY test zachytit prakticky vsechny pripady s trizomir.
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Distribuce negativnich a pozitivnich vysledkd stanove-
nych metodou NIPT umozriuje minimalizovat tzv. Sedou

Distribuce negativnich a pozitivnich vysledkl nékterych parametrd
z6nu.

standardniho prenatdlniho screeningu.




Vyhodnoceni dat
pomoci vilastniho
algoritmu

Data jednotlivych NIPT testd, ziskana celogenomovou
resekvenacni analyzou cffDNA, jsou vyhodnocovéana
pomoci naro¢nych matematickych modeld a lisi se
v zavislosti na pouzité metodice laboratore. Cilem hod-
noceni je vypocet tzv. Z-skore (graf 4).

Vlastni zdokonaleny algoritmus hodnoceni dat, vyvi-
nuty specialné pro TRISOMY test, umoziiuje dosazeni
vyssi stfedni hodnoty Z-skére v hodnocenych vzorcich,
proti konkurenénim metodam vypoctu.

Vys$8i stfedni hodnota Z-skére v pozitivnich vzorcich,
dosahované zdokonalenym algoritmem pfi hodnoceni
TRISOMY testu, se automaticky promitd do presnéjsi
distribuce negativnich a pozitivnich hodnot vysledka
vysetfFeni a umozZnuje zmenseni tzv. Sedé zény (plocha
prekryvu - graf 2), kdy neni mozné o pozitivite ¢i ne-
gativite vysledku vySetrfeni jednoznacné rozhodnout.

Interference

Vzhledem k tomu, Ze TRISOMY test je screeningovy
a neni diagnosticky, mohou se vyskytnout falesné pozitivni
a falesné negativni vysledky. Pozitivni vysledek analyzy je
potireba diagnosticky potvrdit aktualné dostupnou diag-
nostickou metodou, tedy naslednymi genetickymi vyset-
fenimi plodové vody.

Negativni vysledek neni absolutnim vylouc¢enim zadné
z testovanych trizomii. Pricinou mdze byt prirozené se vy-
skytujici fenomén mozaicizmu placenty, syndromu mizeji-
ciho dvojcete, bodovych mutaci, inaktivace gend, jinych
typl genetickych, resp. epigenetickych mechanizmd nebo

pritomnost cizi DNA v krvi matky.

V urcitém malém procentu vzorkd neni mozné NIPT test
ukoncit jednoznacnym vysledkem, takovy test povazujeme
za nelspésny?. Pric¢ina selhani mdze byt technickd nebo
biologicka. Hlavni technickou pfic¢inou selhani testu byva
nespravné vykonany odbér krve nebo transport vzorku do
laboratore v nevyhovujicich podminkach.

Nejcastéjsim biologickym divodem nelspésnosti testu je
predevsim snizeny podil fetalni DNA v ziskaném vzorku ve
srovnani s obsahem materské DNA. V pripadé, Ze je podil
fetalni DNA v ziskanych vzorcich nizsi nez 4 %, vyrazné
klesa spolehlivost testu (graf 5). Podle vysledkd publiko-
vanych studii je mozné ocekavat vyskyt vzorkd s nizkym
podilem fetalni DNA frakce v 1,5 - 6,1% pripadd.

Vysledky ziskané hodnocenim vzorkd s obsahem fetalni
DNA pod 4 % nejsou vhodné k interpretaci.

Reference:

2M. M. Gil, M. S. Quezada, R. Revello, R. Akolekar, and K. H. Nicolaides, ,Analysis of cell-free DNA in maternal blood in screening for fetal aneuploidies: updated

meta-analysis,” Ultrasound Obstet. Gynecol. 45 (3), 249-266 (2015).
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Fetalni frakce

Analyza vice nez 11 000 vzorkl téhotnych Zen prokdzala, Ze vzorky s nizkou fetdlIni frakci (pod 4 %), které komplikuji NIPT, se vyskytuji u
témér 5 % ze vSech vysetfenych téhotnych Zen.




Autori metodiky

RNDr. Gabriel Minarik, PhD.

Absolvoval studium molekularni biologie na katedfe mole-
kularni biologie Prirodovédeckeé fakulty Univerzity Komen-
ského v roce 2000, kde ukoncil také doktorandské studium
v roce 2005. Je autorem nebo spoluautorem 51 publikaci
indexovanych v databazi Current Contents, které jsou cito-
vané 234 krat. HirchQv index ma 8.

Od roku 2001 do roku 2007 pésobil jako specialista za-
bezpecujici servisni Sangerovo sekvenovani pro predni
slovenské pracovni skupiny a laboratore v rémci programu
BITCET, pricemz na Slovensku patfil mezi prvni a dnes patfi

mezi nejzkusengjsi, slovenské odborniky na tuto metodu.

V soucasnosti se vénuje zejména vyzkumu v oblasti analyzy
smisenych DNA/RNA vzorkd s aplikaci v neinvazivnim pre-
natalnim DNA testovani, forenzni praxi a analyze lidského
mikrobiomu. Soucasné se vénuje zavedeni a vyuZiti novych
metod sekvenovani DNA v zékladnim a aplikovaném vyz-
kumu na Slovensku v ramci ASFEU projektu Revogene.




RNDr. Tomas Szemes, PhD.

Dosahoval vynikajici vysledky jiz v pr@ibéhu studia na magis-
terském stupni. Za diplomovou préci se mu povedlo ziskat
cenu rektora Univerzity Komenského. Studium PhD. ukoncil
v roce 2010. Dnes je autorem nebo spoluautorem 29 pub-
likaci indexovanych v databazi Current Contents, které jsou
citované 141 krat. Hirchlv index ma 7.

Vede laboratof genomiky a bioinformatiky. Kromé vyzkumu
laborator poskytuje servisni sekvenacéni analyzy s pouzitim 1.
generace automatizovanych sekvenatord. Podilel se na vy-
tvoreni genomické podjednotky v projektu BITCET. Vénuje se
také pedagogické cinnosti predmétd pocitace v biologii, bio-

informatika, pokrocilé metody v molekularni biologii a jinych.

Ma dlouhodobé zkuSenosti s problematikou DNA. Vénuje se
vyzkumu novych metod sekvenovani DNA, neinvazivni pre-
natalni diagnostiky a genomickému vyzkumu vird.
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TRISOMY TEST SE VYSETRUJE
V LABORATORI SPADIA LAB, AS.

SPADIA LAB, a. s.

Je Ceska diagnosticka laborator, ktera patfi k nejvetsim poskytovateldm
laboratorni mediciny v Ceské republice.

Komplexnost sluzeb zajistuji jednotliva oddéleni klinické biochemie, hemato-
logie, mikrobiologie, imunologie, toxikologie, farmakologie, lékarské gene-
tiky, cytologie a histologie.

Hlavnim cilem je dlouhodobé poskytovani Spickové laboratorni mediciny

a spoluprace se spolupracujicimi lékari a zdravotnickymi zafizenimi.

V popredi zajmu je také rozvijeni novych metod a inovatorskych postupd.

Pracovnici se spolecné s univerzitnimi centry soucasne podileji na védeckych
projektech a také se vénuji publikaéni a prednaskové cinnosti.

Laboratof je akreditovana podle mezinarodni normy CSN EN 1SO15189: 2007.




7,
AN

Pro dal
telefon: 558 900

a



