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Neinvazivni prenatalni test (NIPT) Harmony® je CE-IVD test, ktery nachazi iroké

uplatnéni pFi zkvalitnéni péce o matku a dité. Pii analyze se vychazi ze vzorku krve
matky, ze které je izolovana volna cirkulujici DNA (cell-free DNA, cfDNA). Cast této
cfDNA je piitom béhem téhotenstvi do krevniho feci$té matky uvolnovana plodem,

jako tzv. fetalni frakce, a muze slouzit k detekci pripadnych genetickych vad plodu

bez nutnosti pfimého odebrani vzorku tkané z placenty nebo plodové vody (amnio-

centéza). Vzorky krve jsou odesilany do certifikovanych laboratofi a nejpozdéji

do jednoho tydne jsou vysledky testu zaslany oSetiujicimu lékafi prostfednictvim

mailu.

Pouziti neinvazivniho prenatalniho
testu (NIPT) Harmony®

Mgr. TOMAS DRAB, Ph.D.
ROCHE s.r.0., Diagnostics Division
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Diky spolehlivym a v¢asnym vysledkiim
pomaha test Harmony® jiz od 10. tydne
téhotenstvi identifikovat zvySené riziko
aneuploidii* chromozomu 21, 18 a 13

a ur¢it pohlavi plodu jak u jednocetnych,

tak i dvojcetnych téhotenstvi. Pro jed-
nocetnd téhotenstvi také umoziuje
vySetfeni aneuploidie pohlavnich chro-
mozomi a detekci tzv. DiGeorgova
syndromu, ktery patfi k nejcastéj$im
mikrodele¢nim syndromim*. Diky své-
mu Sirokému zaméreni predstavuje test
Harmony® idedlni nastroj pro zaclené-
ni do komplexniho prvotrimestralniho
screeningu nejbéznéjsich genetickych
vad s minimalnim dopadem na zdravi

matky i plodu.
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Screening DiGeorgova syndromu (delece 22q11.2)
pomoci neinvazivniho prenatalniho testu (NIPT)

Harmony®

Genetické pozadi

DiGeorgiiv syndrom (delece 22qll1.2,
nebo také 22qDS) se radi mezi tzv. mi-
krodele¢ni syndromy a je vétsinou zpu-
soben deleci na dlouhém raménku chro-
useku 22q11.2 o délce 3 Mb (u 80-90 %
pacient), vzacnéji pak 1,5 Mb (kolem
8 % pripadu). Touto deleci byva zasazeno
kolem 30-50 gentl, které jsou umistény
na dlouhém raménku chromozomu 22.
Usek 22q11.2 patii mezi strukturné nej-
komplexnéjsi v celém genomu - pievazné
diky nékolika velkym blokiim mist kon-
trolujicich expresi gen* - LCR (locus
control region). Tyto LCR jsou z vice
nez 96 % identické, a proto jsou nachyl-
né k chybam pri meiéze*, kdy muize dojit
k jejich deleci. Cetnost DiGeorgova syn-
dromu se odhaduje na 1 z 1 000 téhoten-
stvi.! Tento syndrom neni obvykle vazan

na predchozi vyskyt v rodiné.>*

Projevy DiGeorgova syndromu

Delece 22ql1.2 vede k poruse vyvoje
struktur odvozenych od tfeti a Ctvrté za-
berni vychlipky. Vysledkem je nevyvinuty
nebo i chybéjici thymus* a pristitna télis-
ka, coz vede k nizkym hladindm T-lym-
focytt a poruchdm imunity (pfedevs$im
nachylnost k nékterym virovym nebo
mykotickym onemocnénim). Dal$imi
projevy byvaji poruchy regulace vapniku,
poruchy §titné zlazy, abnormality vyvoje
obliceje (roz$tép patra) a vrozené srde¢ni
problémy. DiGeorgiiv syndrom je pova-
zovan za druhou nejcastéjsi genetickou
pfi¢inu vrozenych srde¢nich vad (VSV)
a je silné spojovan s konotrunkdalnimi
anomaliemi* jako Fallotova tetralogie, de-
fekt komorového septa (VSD), interrupce
aortalniho oblouku (IAA)* a artériovy

¢asto doprovazen opozdénym vyvojem,
poruchami uceni nebo mentalni retarda-
ci a zvy$enym rizikem vzniku schizofre-
nie (viz tab. 1).>*!** Tento syndrom je
vyznamnou pfi¢inou morbidity a mor-
tality v prabéhu celého Zivota, nicméné
kvuli velké rozmanitosti jeho klinickych
projevi se muze diagndza zpozdit i o celé
roky.* Prestoze je tento syndrom relativ-
né Casty, je povédomi o této problemati-
ce u laické vefejnosti obecné malé. Napt.
v ramci nedavné studie screeningu béz-
nych trizomii a DiGeorgova syndromu
v Némecku pouze 8,1 % Zen podstupu-
jicich vysetfeni NIPT mélo o tomto syn-

dromu néjaké zakladni znalosti."?

Screening

Mikrodelece obecné neni snadné nebo
mozné odhalit pomoci béinych cy-
togenetickych vySetfeni a pro detekci
DiGeorgova syndromu neexistuje stan-
dardizovany prenatdlni screeningovy
program.®’ Vinou toho muze byt velka
cast nositelt delece 22q11.2 prvni mésice
nebo i roky svého Zzivota nediagnostiko-
vana.* V¢asné zasahy, preventivni péce

a pristup k dostupnym sluzbam mohou

&

A Obr. 1: Rozstép pdtete (spina bifida);
zobrazeno technologii HDlive™ (9. tyden)

sniZit pravdépodobnost pfed¢asné mor-
tality.®’

Nejnovéjsi pokroky v ultrazvukovém
vySetfeni a analyze z krve matky umoz-
nuji jiz v prvnim trimestru komplexni
screening vyskytu zévaznych anomélii
a chromozomélnich aberaci. Tyto meto-
dy se vzajemné doplnuji a zajistuji proka-
zané, klinicky relevantni informace a po-

skytuji v¢asné odpovédi.

Bézné pouzivané ultrazvukové vysetreni
v prvnim trimestru mize obecné pomoci

identifikovat anomalie spojené s vyskytem

Projev Vyskyt u jedinct
s DiGeorgovym syndromem

Rustové a vyvojovd zpozdéni >90 %
MuskuloskeletéIni poruchy (pes equinovarus

congenitus*, anomalie zeber, patere, skoliéza) >90 %
Imunodeficience 77 %
Velofaryngedlni anomalie* 67 %
Gastrointestinalni poruchy 65 %
Vrozené vady srdce 64 %
Neuropsychiatrické poruchy (autismus, schizofrenie) 60 %
Endokrinni poruchy 55 %
Genitourinarni* (obvykle poruchy ledvin) 16 %
Schizofrenie 1%

trunkus*. DiGeorgtiv syndrom byva také A Tab. I: Typické projevy DiGeorgova syndromu?*1%12
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Nalez ultrazvuku Odhadnuta ¢etnost
Srdeé¢ni defekty
Defekt komorového septa (VSD) 7-23 010
Fallotova tetralogie 18-21 %>
Anomadlie aortdlniho oblouku 14 0™
Interrupce aortélniho oblouku 11-24 %5
ASD 10 %'
Hypo-/aplazie thymu >26 %°
Centralni nervovy systém (neurdlni trubice, mozkové struktury) 38 00°
Skeletalni vady (pétef, pes equinovarus congenitus) 19 %°
Genitourinarni vady 17 %®
Oblicejové odlisnosti 21 %
Polyhydramnion* 30 %°

A Tab. 2: Ndlezy pomoci ultrazvukovych vysetteni ve spojitosti s deleci 22q11.2

DiGeorgova syndromu, véetné vady neu-
ralni trubice a srde¢nich a obli¢ejovych
vad, a upozornit tak oSetfujictho lékate
na potiebu chromozomalnich diagnos-
tickych testl. Nicméné mnoho klinickych
manifestaci je nejlépe detekovatelnych az
v obdobi druhého trimestru, kdy je jiz
prostor ¢i prileZitost pro potvrzujici pre-

natalni testy zZeny ¢i promeskany.

Vysoka citlivost a specifi¢nost neinvaziv-
niho prenatalniho testu (NIPT) Harmo-
ny® umoznuji ziskat relevantni informace
jiz od 10. tydne téhotenstvi pfi minimal-
nim riziku pro matku i plod." Test Har-
mony® vyuziva volnou cirkulujici DNA
(cfDNA) z krve matky k analyze ¢astych
chromozomalnich aberaci a DiGeorgova
syndromu. Pfi analyze spoléha na tzv. fe-
talni frakei, tedy DNA pochazejici ptimo
z plodu. Navic se jednd se o cileny test,
ktery se soustfedi na specialné vybrané
useky chromozomi (DANSR™ metoda
- Digital Analysis of Selected Regions),
které dale analyzuje pomoci algoritmu
FORTE™ (Fetal Fraction Optimized Risk
of Trisomy) pro ziskani individualizova-

ného rizika.

Validita prenatalniho neinvazivniho tes-
tu Harmony® pro screening DiGeorgova
syndromu byla prokdzana v klinické stu-
dii ¢itajici 735 téhotenstvi s validovanymi
genetickymi vysledky. Test Harmony®
identifikoval spravné 32 ze 46 ptipada
delece 22q11.2 pti nulové fale$né poziti-
vité (falesnd pozitivita urcuje miru rizika
nespravného stanoveni u nepostizenych

téhotenstvi).!!

Zavér

Rutinni testovani DiGeorgova syndromu
pomoci prenatalniho testu Harmony®
miize pomoci identifikovat téhotenstvi se
zvy$enym rizikem delece 22q11.2. Vyso-
ka senzitivita a specificita testu jsou za-
rukou minimalizace stresu pro nastava-
jici rodice v disledku fale$né pozitivnich
vysledkd. A spolu v kombinaci s ultra-
zvukovym vySetfenim mize poskytnout
dulezité informace jiz béhem prvniho
trimestru s dostatkem c¢asu na jejich po-
tvrzeni pomoci invazivnich test( a detail-
néjsiho ultrazvukového vySetieni véetné

echokardiogramu plodu.>*’

A Obr. 2: Defekt komorového septa (VSD);
zobrazeno pomoci Radiantflow™

A Obr. 3: Rozstép rtu/patra
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A Obr. 4: Mikrodelece 22q11.2
na chromozomu 22 md za ndsledek
DiGeorgtv syndrom.

* Aneuploidie - zmény poc¢tu chromozomd; * Mikrodeleéni syndrom - ztrata ¢asti chromozomu, kteréd neni viditelnd v optickém mik-
roskopu; pro jeji odhaleni nestaci rutinni vySetfeni chromozom(; * Exprese genu - proces, kterym se prevadi informace uloZzend v genu
v redlné existujici bunéénou strukturu nebo funkci; * Meiéza - redukéni déleni buriky, pfi kterém vznikaji pohlavni bunky s poloviénim
poc¢tem chromozom(; pfi tomto déleni dochézi k nahodnému rozdéleni otcovskych a materskych chromozomt do pohlavnich bunék;
* Thymus - brzlik; primarni lymfaticky orgdn nachazejici se v hrudnim kosi, ve kterém se mnozi a dozravaji T-lymfocyty; v puberté dochazi
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Vyuziti neinvazivniho prenatalniho testu (NIPT)
Harmony® u dvoj¢etnych téhotenstvi

Uvod

Vicecetna téhotenstvi jsou hlavné diky
metoddm asistované reprodukce dnes
Zastéjsi nez difve, napt. v Ceské republi-
ce se rodi kolem 1 500 dvojcat ro¢né, coz
je priblizné o 300-400 déti vice nez pred
30 lety." Déti z viceCetnych téhotenstvi
¢eli vy$$imu riziku nezddoucich nasled-
ki véetné vrozenych vad, nizké porodni
hmotnosti a pred¢asnych porodi. Od-
bornici po celém svété tedy doporucuji
zvy$eny dohled nad témito téhotenstvimi
ajejich pravidelny screening.'>* Zaroven
byvaji viceCetnd téhotenstvi Casto riziko-
va a mohou byt doprovézena celou fadou
komplikaci, coz je faktor, ktery se pfi vy-
$etfeni zdravi plodu a matky musi brat
v uvahu, obzvlasté s ohledem na vyssi
riziko potratu, které je s nékterymi vyset-

fenimi spojené.

Analyza volné cirkulujici DNA (cell-free
DNA, cfDNA) ziskané z krve matky
se pouzivd jako bezpelnéjsi alternati-
va ke klasickym invazivnim testim pro
stanoveni rizika aneuploidie u dvojcet-
nych téhotenstvi od roku 2013. Nicmé-
né publikovand data hodnotici Gc¢innost
v porovnani s odliSnymi metodologiemi
testovani jsou pro dvojcetna téhotenstvi
stale relativné vzacnd v porovnani s té-
hotenstvimi  jednocetnymi.”’ Analyza
cfDNA u dvojcetnych téhotenstvi je totiz
ztizena celou fadou specifickych tech-
nickych a biologickych faktorti. Spravna
interpretace a klinické vyuziti analyzy
cfDNA u dvojcetnych téhotenstvi vyza-
duji prikazni material, ktery podporuje

22-24

vyuziti této technologie.

Technické aspekty NIPT
vysetieni u dvojcetnych
téhotenstvi

Presné stanoveni fetalni frakce

Korektni stanoventi fetalni frakce z celko-
vé cfDNA je klicové pro presnost vSech
NIPT technologii.® V ptipadé dvojcet-
nych téhotenstvi v§ak predstavuje vyzvu.
Plody dvojéat mohou do matefského
obéhu pfispivat rozdilnym mnozstvim
cfDNA a nedostate¢né mnozstvi cfDNA
od jednoho dvojcete pak mutize vést k ne-
pfesnym vysledkim.”? U dvojcetnych
téhotenstvi je vy$si pravdépodobnost
neplatného vyhodnoceni prvniho ode-
braného vzorku krve v zavislosti na véku
plodu v dobé odbéru, na vaze matky
a dalsich neznamych faktorech.***? Dvoj-
cetna téhotenstvi totiz vykazuji zhruba
0 25 % nizéi hladinu fetalni frakce v po-
rovnani s téhotenstvimi jednocetny-
mi.??* Nékteré studie navic naznacuji,
ze i umélé oplodnéni (IVF) by mohlo byt
spojené s niz$i hladinou fetalni frakee,
pficemz k fadé vicecetnych téhotenstvi
dochazi pravé v disledku IVE V soucas-
nosti ovéem nejsou dostupna dostate¢na

data, ktera by tuto teorii potvrzovala.**

Prenatalni test Harmony® stanovuje fe-
talni frakci cfDNA pomoci detekce jed-
nonukleotidovych polymorfismt (SNPs).
Tato metoda se prokdzala jako presnd a je
vyuzivana ve validac¢nich studiich jed-
nocetnych i dvojcetnych téhotenstvi, an-
euploidii pohlavnich chromozomu a syn-
dromu delece 22q11.2.3*% Ziskané udaje
jsou poté analyzovany pomoci algoritmu
FORTE™ (Fetal Fraction Optimized Risk of

Trisomy), ktery dokdze zohlednit i aspekt
dvojcetného téhotenstvi a vyhodnotit
ptispévek fetalni frakce od kazdého dvoj-
ete. Spolu s dal$imi parametry, jakymi
jsou napt. vék matky a plodu, pak tento
algoritmus identifikuje rizikova tého-
tenstvi. FORTE™ algoritmus umoziuje
presné odlisit mezi vysoce a nizce riziko-
vymi vysledky dokonce i pfi malé fetalni

frakci 22,25,26,28-31

Vyznamnou komplikaci pro stanoveni
aneuploidii plodu z krve matky v pri-
padé vicecetnych téhotenstvi byva tzv.
syndrom mizejictho nebo vymizelého
dvojcete, kdy dojde ke spontannimu
zaniku jednoho z plodt v pribéhu prv-
niho nebo pocatku druhého trimestru.
Zanikly plod byva vét$inou resorbovan
matkou nebo druhym plodem, ptipadné
muze dojit k jeho stla¢eni a mumifika-
ci.®® Fetalni cfDNA z nezivého embrya je
ale stéle uvolnovana do krevniho recisté
matky, avSak nenf dobfe znamo, v jakém
mnozstvi a jak dlouho?*** To muze
vést ke zvySenému riziku $patnych vy-
sledku testu (jak fale$né negativnich, tak
i falesné pozitivnich). Z tohoto divodu
neni test Harmony® validovan pro pouziti
v ptipadech, kdy je znamo, Ze u téhoten-
stvi doslo k zaniku plodu. Valida¢ni data
pro dvojcetna téhotenstvi se tykaji pouze

ptipadt dvou zivych plodii v déloze.

Stanoveni pohlavi plodu a aneuploidie
pohlavnich chromozomii

Prenatélni test Harmony® je schopen sta-
novit pohlavi plodu také u dvojcetnych
téhotenstvi, coz potvrzuje i valida¢ni
studie.” Nepfitomnost chromozomu Y
znamena, Ze oba plody jsou Zenského
pohlavi, zatimco pfitomnost chromozo-
mu Y znamend, Ze alespoii jeden plod je

muzského pohlavi.

k jeho pomalému zéniku a nahrazovani tukovou tkani; * Konotrunkalni anomalie - vrozené vady vytokové ¢asti srdce; * Interrupce
aortalniho oblouku - preruseni/chybéni aortalniho oblouku; * Artériovy trunkus - ze srdce vystupuje jedina velkd artérie (neoddé-
luje se aorta a plicnice); * Pes equinovarus congenitus - slozitd malformace nohy neboli ,vrozena koriskd noha“; * Velofaryngealni
anomalie - anomalie zadni ¢asti mékkého patra a hltanu; * Genitourinarni - mocopohlavni; * Polyhydramnion - patologické zvyseni

objemu plodové vody.
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Studie Trizomie 21 Trizomie 18 Trizomie 13 Euploidni Pohlavi
Gil et al (2014)%» 9210 1z1 1812181

Bevilacqua et al (2015)% 11z12 5z5 3237323

Sarno et al (2016)*° 8z8 3z4 0z1 403 z 404

Jones et al (2017)27 397739
Galeva et al (2019)* 626 2z3 0z0 206 z 206

Gil et al (2019)*® 16z17 9z10 1z2 962 z 968

Judah et al (2021)*® 20z 21 9z10 1z2 1235 z 1240

A Tab. 3: Vysledky vybranych validacnich studii pouZiti testu Harmony® pro dvojéetnd téhotenstvi

Analyza cfDNA pochézejici z chromo-
zomd X a Y vyZaduje rigordzni a po-
kro¢ily algoritmus. Test Harmony® hod-
noti pravdépodobnost péti moznych
variant aneuploidii pohlavnich chromo-
zomu (monozomie X, XXX, XYY, XXY
a XXYY) u jednocetnych téhotenstvi.**
Ptitomnost vice nez jednoho plodu vsak
exponencidlné zvySuje komplexitu ana-
lyzy. Z tohoto diivodu neni test Harmo-
ny® validovan pro stanoveni aneuploidie
pohlavnich chromozomu u dvojcetnych
téhotenstvi.

Validacni studie testu
Harmony® u dvojcetnych
téhotenstvi

Prenatalni test Harmony® patfi celosvéto-
vé k jednomu z nejpouzivanéjsich NIPT
testd, ktery byl validovan v fadé provede-

nych studii, véetné rozsahlé prospektivni

studie z roku 2015, ve které bylo otesto-
vano téméf 16 000 zen.* Mnoho dalsich
studii pak validovalo pouziti testu Har-
mony® ptimo i pro dvojcetna téhotenstvi
(viz tab. 3). Srovnani vysledku ukazuje,
ze prestoze je citlivost testu Harmony®
v pripadé vicecetnych téhotenstvi o néco
niz$i nez u jednocetnych, dosahuje test
velmi dobrych prediktivnich hodnot pro
trizomie 21, 18 a 13 i detekci pohlavi plo-
du a Ize jej bezpe¢né pouzivat v ramci pr-

votrimestrélniho screeningu.?2627,29-30.45-46

Zavér

Zvy$endrizika spojend s dvoj¢etnym tého-
tenstvim a zdroven technologické kompli-
kace v diagnostice, které tato téhotenstvi
prinasi, vytvari potiebu spolehlivych, cit-
livych a soucasné bezpe¢nych screeningo-
vych néstrojii. Neinvazivni prenatalni test

(NIPT) Harmony® spliiuje tyto pozadavky

a muze byt pouzit v ramci prvotrimestral-
nich screeningovych programt pro vy-
hodnoceni rizik aneuploidii chromozomu
21, 18 a 13 a stanoveni pohlavi plodt i pro
dvojcetna téhotenstvi, coz bylo potvrzeno
fadou valida¢nich studii. Diky pfesnému
vyhodnoceni podilt fetdlni frakce cfDNA
a pouziti pokrocilého algoritmu odhadu
rizika test Harmony® poskytuje vysoce
citlivé a zaroven specifické vysledky ne-
zbytné pro racionalni rozhodovani o ve-

deni téhotenstvi.

Mgr. Tomas Drab, Ph.D.

ROCHE s.r.0., Diagnostics Division
Kontakt: tomas.drab@roche.com

Pracuje ve spole¢nosti Roche s.r.o. jako marketingovy a produktovy manazer pro sekvena¢ni a molekularni portfolio.
Kromé védy a techniky rdd travi ¢as na cestach a své volno vénuje sportu, dobrym knihdm a ob¢asnému experimentovani

v kuchyni.

Zakladni informace o zdravotnickém prostifedku IVD Harmony® (prenatélni neivazivni diagnosticky test - NIPT je

zasilaci sluzbou Roche) naleznete na webu https://go.roche.com/Navody.
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