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Ujgenerdciés szekvendldst és z-score szamitast alkalmazo,
non-invaziv prenatalis molekularis genetikai vizsgalat

a magzati 13-as, 18-as és 21-es triszdmia, valamint a nemi
kromoszémak szambeli rendellenességeinek kimutatasara,
anyai vérbdl végzett DNS izolalast kovetden
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Bevezetés

Az djgenerdcios szekvendldsi médszeren alapulé, non-invaziv
molekularis genetikai vizsgal6 médszer, a PrenaTest® nagy
biztonsdggal mutatja ki a magzati 13-as, 18-as és 21-es
triszémiat és a nemi kromoszémak szambeli rendellenessé-
geit az anya vérébdl. A PrenaTest® a bevezetése 6ta eltelt
kozel két évben egyre nagyobb szerepet jatszik a prenatalis

A teszt tudomanyos alapja

A PrenaTest® a varandés vérében talalhatd szabad DNS elem-
zésén alapul. Ez a genetikai anyag, amely nem a sejteken belil,
hanem a plazmaban talalhatd, kisebb szakaszok (fragmentu-
mok) forméjaban szabadon kering az anya vérében.

genetikai tesztelésben. Az invaziv médszerekkel, példaul

az amniocentézissel szemben ez a médszer nem jar vetélési
kockazattal. A PrenaTest® vizsgalatot olyan varandésoknal
tanacsos végezni, akik bet6ltotték terhességiik 9. hetét, és
akiknél emelkedett a magzati kromoszéma-rendellenességek
kockazata.

Az anyai vér az anya DNS-én kivill, atlagosan 10% magzati
genetikai anyagot, szabad DNS+ is tartalmaz.! Ez a méhlepény
elhalt sejtjeibdl szarmazik, és folyamatosan ker(l a varandés
vérébe. (1. abra).

1.4bra Az anyai vérben talalhaté szabad DNS eredete
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A magzati DNS fragmentumok élettartama mintegy két éra,
ezért a gyermek szliletése utan néhany éraval mar nem mutat-
haté ki magzati eredetii szabad DNS az anya vérében.?

A PrenaTest® segitségével egy anyai vérvétellel meghataroz
haté, hogy eltér-e a normalistél a 13-as, 18-as vagy 21-es
kromoszémardl, illetve a nemi kromoszémakrél szarmazo

magzati DNS mennyisége az anya vérében, és igy non-invaziv
mddon detektalhaté a magzati Patau-kdr, Edwards-kor vagy
Down-kor, valamint a gonosomalis aneuploidiak.

Az anyai vérben talalhatd szabad DNS vizsgalatan alapulé
prenatélis diagnosztikai eljarasokat non-invaziv prenatdlis
tesztelésnek (NIPT) nevezziik.

Példa az anyai és magzati eredetli DNS mennyiségi
aranyara az anyai vérben

Ha feltételezziik, hogy a vérandés plazmamintajaban 100 olyan fragmentum
talalhatd, amely a 21-es kromoszémara jellemzd, akkor 10%-0s magzati DNS-arany
esetén ebbdl 10 fragmentum lesz magzati és 90 fragmentum lesz anyai eredet,
ha a magzat normalis kromoszéma-készlettel rendelkezik (euploid magzat). Ha a
gravida magzata 21-es triszomiat hordoz (azaz a magzatnak 1,5-sz6r6s mennyiségi
a 21-es kromoszémara jellemz6 DNS-allomanya), akkor a terhes vérébél szarmazé
hasonlé plazmaminta 105 olyan fragmentumot tartalmaz, amely a 21-es kromosz6-
mara jellemz6, és ebbdl 15 szarmazik a magzattdl és 90 az anyatél. A PrenaTest®
megbizhatdan érzékeli a 21-es kromoszémakrél szarmazé DNS 100:105 (1:1,05)

aranyat az anya vérében.

A magzati aneuploidiakat vizsgalé non-invaziv
prenatalis tesztelés szabalyozasa Eur6paban

A magzati aneuploidiakra iranyulé NIPT-alapu vizsgalatok az
in vitro diagnosztikai mddszerekrél sz616 98,79,/ EK eurdpai
parlamenti és tandcsi iranyelv (B lista, II. melléklet, [IVD-méd-
szerek) hatalya ala tartoznak.

Ez azt jelenti, hogy:

® Az elemzd szoftvernek az arra kijel6lt szervezet 4ltal kiadott
CE jelzéssel kell rendelkeznie.

® Avizsgalatot kindlé cégnek rendelkeznie kell egy atfogé
eurépai minéségbiztositasi rendszerrel (EN 1SO 13485).
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A magzati aneuploididkat vizsgalé non-invaziv molekularis
tesztek koziil Eurépaban csak a PrenaTest® felel meg ezeknek
az el6irasoknak. Ezért Eurépaban a PrenaTest® az egyetlen,

az unids szabalyoknak megfelel - igy az orvosi gyakorlatban
legélisan hasznélhat6 - vizsgalat a magzati aneuploididk non-
invaziv tesztelésére.



Mely varandésok esetében alkalmazhaté a PrenaTest™?

A PrenaTest® elvégzéséhez az alabbi feltételeknek kell teljesiilnie:

® genetikai tandcsadas, illetve szakorvosi tajékoztatas
a tesztrél (Un. preteszt tanacsadas)

® agravida betdltotte a terhesség 9. hetét (azaz legalabb
a 10. hétben van)

® a paciensnél a magzati kromoszéma-rendellenességek
emelkedett kockdzata allapithatéd meg, azaz egy vagy
tobb fennall az alabbi kockazati tényezék koziil:

- id6sebb anyai életkor (> 35 év)
- normalistél eltérd szérum markerek az anyai vérben
- ultrahangvizsgalattal magzati anomalia lathaté

- szerkezeti vagy szambeli kromoszéma-rendellenességek
a csaladban

- egyéb kockazati tényezok, illetve orvosi okok
(a paciens és az orvos kozos dontése)

Meg kell azonban jegyezni, hogy a kézelmultban megjelent
tanulmanyok®® igazoltak, hogy a NIPT teljesitménye ugyan-
olyan magas szint(i az alacsony rizikéju varandésok csoportja-
ban is, mint a magas rizikdju terhesek korében. Ennek elméleti
alapja az, hogy a NIPT érzékenysége csak az anyai vérben
talalhaté magzati eredeti DNS (,fetal fraction”) aranyatdl
fligg, amit nem befolydsolnak a magas rizikéju csoportba
sorolas szempontjai (mint példaul a magasabb anyai életkor,
az anamnézis, a kéros ultrahang, vagy a biokémiai markerek
szintje az anyai vérben).

Az utobbi idbben tortént fejlesztések eredményeként a NIPT
ikerterhességben is igen magas érzékenységgel ad informdciot
a magzati kromoszoma-rendellenességekre vonatkozéan.

A NIPT helye a prenatalis diagnosztikaban

A PrenaTest® célja, hogy nagy pontossaggal tesztelje a magzati
szambeli kromoszéma-rendellenességek esetleges jelenlétét,
kilonosképpen a magas vagy kézepes kockédzati varandésok-
nal, példaul azoknal, akiknél a Down-kér hagyomanyos sz(iré-
maédszereivel (pl. nyaki redd mérés, kombinalt elsé trimeszteri
szlirés) magasabb kockazat meriilt fel. Mivel az ] teszt sokkal
pontosabban képes elkiiloniteni az euploid és az aneuploid
magzatot hordoz6 terheseket, mint a hagyomanyos szliréméd-
szerek (minimalis az alpozitiv esetek aranya), az ujgenerdcids
szekvendldson alapuld innovativ molekularis genetikai méd-
szer jelentésen csokkenti az elvégzendd invaziv diagnosztikai
beavatkozasok (amniocentesis, chorionboholy-mintavétel)
szamat. Egytttal csokkenti az ilyen beavatkozasokhoz
kapcsol6dé magzati veszteséget és anyai aggodalmat is.®

Egy 2012-ben publikalt tanulmény szerint a magzati 21-es
triszémia kockazata az adott terhességben 290-szeresére
emelkedik pozitiv NIPT eredmény esetén, mig negativ NIPT
utdn a triszémia el6fordulasi gyakorisdganak 110-szeres
csokkenése figyelhetd meg.” Példaul egy terhes n esetében,
akinél az elsé trimeszteri sz(irés a magzati triszémia 1:100
kockazatét igazolta, pozitiv NIPT eredményt kovetden a
kockazati aranyszam 3:1-re médosulna - ami egyértelm(en
igazolja az invaziv vizsgélat Iétjogosultsagat az eredmények
tisztdzasara vonatkozéan. Negativ NIPT eredménnyel a terhes
kockazati szintje 1:11000-re médosulna, ez a dramai csokke-
nés az esetek igen nagy szézalékaban nem tenné sziikségessé
az invaziv diagnosztikai mddszerek elvégzését.

A nemzetkozi sziilészeti és prenatalis diagnosztikai szakmai
szervezetek allasfoglaldsai alapjan a NIPT jelenleg nem szamit
komplett diagnosztikai médszernek, ugyanakkor igen nagy
pontossagu és magas diagnosztikai értékii szlir6teszteknek
mindstilnek.



A NIPT-re vonatkoz6 szakmai
allasfoglalasok /iranyelvek
2012. oktéber ~ Nemzetkozi Prenatalis Diagnosztikai
Tarsasag (ISPD)

Prenat Diagn 2012; 32:1-2

2012. november Német Humangenetikai Tarsasag

(GfH)
www.gfhev.de

2012. december Amerikai Sziilészeti-N6gydgyaszati

Tarsasag (ACOG)
WWW.acog.org

Nemzetkozi Prenatalis Diagnosztikai
Tarsasag (ISPD)

Az ISPD jelenlegi llaspontja® szerint a PrenaTest® hasznélata
atfogo és széles korli tanacsadassal kombinalva ajanlott a ha-
gyomanyos szlrétesztekkel magas kockazatinak talalt varan-
désok tovabbi vizsgalatara (mdsodlagos sziiréteszt).

Amerikai Sziilész-n6gy6gyasz
Tarsasag (ACOG)

Az ACOG allasfoglalasa® mar szélesebb spektrumban hata-
rozta meg az NIPT indikdciéit:

@ elsédleges sziirdteszt, a magzati aneuploididkra fokozott
kockazatu terhesek elsédleges sziirévizsgalatara

® mdsodlagos sziiréteszt a hagyomanyos sz(irétesztekkel
magas kockazatinak talalt varandésok tovabbi vizsgalatara

Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy idésebb, vagy egy adott
triszdmiara nézve nagyobb 6rokl6édési kockazattal terhelt
varanddsnak az elsé trimeszterben esedékes sziirévizsgdlat
elvégzése nélkiil is felajdnlhato a NIPT.

Német Humangenetikai Tarsasag (GfH)

A GfH allasfoglaldsa' Gj megvilagitasba helyezi a szakmai
vitat, hogy ti. a NIPT ajanlhaté-e a magzati kromoszéma-
rendellenességre nem magas rizikéju varandésoknak vagy sem?
A GfH szerint: ,Mivel a nem-invaziv diagnosztikai médszerek
mérlegelése kapcsdn mar nem meriilhet fel a gyermek egész-
ségi allapotdnak iatrogén karosodasa, a NIPT-et elérhet6vé kell
tenni minden terhes nd szamara, illetve senkitél sem tagad-
hat6é meg a vizsgalat."

A GfH ajanlasa szerint a betegségek és a kiilonbozé rendelle-
nességekre valé hajlam prenatalis diagnosztikajara vonatkozé
irdnyelvek egyértelmiien kimondjak, hogy a kezel6 orvos kote-
lessége a terhes nét tajékoztatni:

® ,..az invaziv diagnosztikus vizsgélatok altal okozott magzati
kérosodas lehet6ségérdl”

® ,..az invaziv vizsgalat altal okozott kdrosodéas lehet6sége
miatt az 6sszes alacsony kockazatu vizsgalati modszerrél”.

A Humangenetikai Diagnosztikarél és Genetikai Tandcsadasrdl
sz6l6 irdnyelvek kritériumként szabjak meg, hogy

,a paciens szamara hozzaférhet6vé kell tenni az 6sszes orvosi
célbdl szerzett informéciét, adatot és eredményt, annak érdek-
ében, hogy biztositva legyen szamara a fiiggetlen és informalt
dontés lehetdsége.”

Ennek megfelelGen a kezel6orvos és/vagy a tanacsot add
orvos kételessége, hogy az dsszes terhesnek nytjtson megfeleld
tajékoztatast az invaziv prenatélis diagnosztikus médszerekrél
és a NIPT-rél egyarant.



Ki ajanlhatja a tesztet?

értelmében genetikai tanacsadast kell nydjtani a vizsgalat
elvégzése el6tt, illetve pozitiv eredmény esetén a vizsgalat
utdn is.

Mivel a PrenaTest® egy reprodukciés genetikai vizsgalat,
Magyarorszagon a Nemzeti Er6forras Minisztérium szakmai
protokollja (Egészségligyi Kézlony 2005.12 sz; 2010.4.5z)

Hogyan miikodik a PrenaTest®?

. Genetikai tanacsadas és a varandds hozzajarulasanak kiké- 5. Az izoldlas soran relative kis mennyiségii szabad DNS nyer-
rése utan a pacienstdl 20 ml vénas vér keril levételre, spe- hetd ki az anyai vérplazmabél. Miutan meghatarozasra
cidlisan erre a célra tervezett csébe (Cell-Free DNA™ BCT, keriil a magzati DNS szazalékos aranya, els6ként egy un.
Streck Innovations - a LifeCodexx bocsdtja rendelkezésre). genomkonyvtarat kell el6allitani, majd megtorténik a

. Az anyai vérminta az el6irt kbrilmények kbzott és megfe- kilonboz6 DNS szakaszok megsokszorozasa (amplifikacio).
lelé id6tartamon beliil a Lifecodexx laboratériumaba kertil. ~ 6. A nyert DNS fragmentumokat a legtjabb elemz6 beren-

. A laboratérium el6szor elkiiloéniti a plazmat.

. Ezt kdvetéen a plazméabdl izolaljak a sejtmentes genetikai
anyagot (szabad DNS). A sikeres analizis feltétele, hogy az
anyai DNS-sel kevert genetikai anyag legalabb 4% szabad
magzati DNS+t tartalmazzon. Amennyiben a szabad DNS
keveréknek kevesebb, mint 4%-at alkotja magzati DNS,
ljabb vérvétel elvégzése javasolt.

dezések segitségével dekédoljak (DNS szekvenalas az
[llumina HiSeq2500 technolégian alapuld, nagy volumendi
parallel szekvenaldsi médszer, a massively parallel sequenc-
ing - MPS segitségével). Az igy nyert szekvencidkat el6irt
mindségi kritériumokat figyelembe véve rendszerezik az
egyes kromoszémak szerint.

7. Az értékelés a PraenaTest® DAP.plus szoftver segitségével

torténik.



Ertékelés a PraenaTest® DAP.plus szoftver segitségével

A PrenaTest® DAP.plus egy egyedi fejlesztésii és CE jelzéssel
ellatott program, mely elsé kérben osztélyozza a generalt
szekvenciakat (leolvasasokat) meghatérozott mingségi
kritériumok alapjan (2. abra) és kromoszéma szamok szerint

(3. abra). Ezt kovetéen meghatdrozza a 13-as, 18-as és 21-es
kromoszéma és a nemi kromoszémak genetikai anyaganak
mennyiségét (4. abra). Ez a mennyiség az 6sszes DNS-szekvencia
szézalékaként definialhatd.

Mintanként (,single-read sequencing”):

a program mintegy 14,8 millié, 36 bazispar hosszlisagu -

DNS-szakasz leolvasdsdt végzi (ez a human genom 8%-a);

melybél 6,8 millié leolvasas egyetlen ponthoz illeszkedik

a referencia genomon (,unique reads”) —
6,8 millié

ebbdl kb. 5,7 millié leolvasas illeszkedik
a human genomhoz pontosan (,unique without mismatch”)

ebbdl kb. 70 000 leolvasas tartozik

a 21-es kromoszémahoz euploid magzat esetén (1,2%)
70000 === 73000

illetve kb. 73 000 leolvasas tartozik a 21-es kromoszémahoz
21-es triszdmids magzat esetén (1,32%)

2.abra A DNS fragmentumok vizsgélata



3.abra Szekvenalas és a szekvenciak azonositasa

36 bazispar
1
AAGCT...

CTAGT...
TAGGC...
GCATG...

n-edik szekvencia

4. abra A szekvenciak szamlalasa

Chr1
b @l Chr8
ChrX

bioinformatika - - -0 )l Chrl3

segitségével Chr1
végzett azonositas Chr21

Chr18

és gy tovabb

[ ]
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[ NN BN NN NN NN NN BN RN BN NN NN BN RN BN NN BN BN BN BN NN BN BN )

80 000 6000000060 OGC OGS OGCO OGO S GBS B TS
Kromoszoma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

A kvantifikacié végzése kdzben a szoftver figyelembe veszi

azt a tényt, hogy a kulonbdzé kromoszémak eltéré aranyi GC
bazisparral rendelkeznek. A molekularis bioldgiai technikék al-
kalmazasa kozben a GC-ben gazdag szekvenciék az AT-gazdag
szekvenciaktol eltér6 mddon viselkednek, és a szekvenalt DNS
a GC-gazdag szakaszok eltéré aranyat mutatja (,sequencing
bias"). A program ,GC normalizaciés” funkciéja bioinformati-
kai médon korrigalja ezt az aranytalansagot.

A 21-es kromoszéma nagyjabél azonos aranyban tartalmaz
GC- és AT-gazdag szakaszokat, vagyis ez a normalizaciés
funkcié nem létfontossagui a 21-es kromoszéma analizisének
tekintetében. Ugyanakkor pl. a 13-as kromoszéméaban jelen-

tésen nagyobb aranyban vannak GC szakaszok, igy a pontos
13-as kromoszéma analizis vonatkozasaban a GC normalizacié
elengedhetetlen 1épés. Hasonl6képpen, a 18-as kromoszéma
és az X kromoszéma pontos analiziséhez is sziikség van a GC
normalizaciéra.

Ezt kovetSen egy validalt algoritmus segitségével szamitas
torténik annak meghatdrozasara, hogy a 13-as, 18-as vagy
21-es kromoszémarél szarmazé DNS mennyisége a vizsgalt
mintdban meghaladja-e az euploid kromoszémakészlet ese-
tében talalhaté mennyiséget. Az euploid magzat esetén mért
DNS mennyiségek Gauss-féle normal eloszlast kévetnek, ha-
rang alaki goérbével abrazolhaték (5. dbra).
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5.4bra Példa a z-score értékek gyakorisagi eloszlasara

relativ gyakorisag

6.abra Egy euploid referenciacsoport és
egy 21-es triszomias eset zscore
értékeinek abrazolasa pontdbra
formajaban

z-score

SIS 25 2 A5 A 05 0 0,5 1 15 2 25

z-score euploid

Ezutén kertl kiszdmitasra az adott minta z-score néven ismert
értéke. A zscore annak a mértéke, hogy milyen messze esik a
vizsgalt minta esetében meghatarozott 21-es kromoszéma
(illetve 13-as, 18-as, X- vagy Y-kromoszéma) szekvenciak
aranya az euploid (referenciaként hasznalt) mintdkban
meghatérozott aranyok medianjatél a referenciacsoport

A zscore szamitasahoz az alabbi képletet hasznaljak:

%(Chr n)sample' Median (Chr n)reference
MAD (Chr n)reference

z(Chr n)samp]e=

> -3}

3 35 4 4,5

21-es triszémia

21-es triszémia

euploid

Ha a zscore értéke 3 alatt van, akkor tipikusan az adott ter-
hességben nincs jelen magzati triszémia. Az ilyen terhességek
zscore értékeinek eloszldsa megfelel a normal Gauss-eloszlasnak
(5. abra). A 3-at eléré vagy meghaladé zscore értékek 4ltala-
ban valamilyen triszémia (illetve 13-as vagy 18-as triszémia)
jelenlétére utalnak. Ha a kérdéses minta esetében mért érték
és a referenciacsoport median értéke kozotti kiilonbség, amely
kifejezve, meghaladja a statisztikailag meghatarozott harom
standard deviaciényi értéket, akkor pl. a 21-es kromoszéma
99,87%-ot meghaladé valészinliséggel a szokasosnal nagyobb
mennyiségben van jelen.



A vizsgalati médszer hatékonysaga

A PrenaTest® hatékonysaga nemzetkézi klinikai vizsgélatokban,
nagy beteganyagon keriilt meghatdrozasra, s a bevezetése 6ta
eltelt csaknem két év alatt elvégzett 7526 vérminta analizise és
értékelése utdn a teszt detekcios rataja 99,9%-nak, specificitdsa
99,83%-nak bizonyult. Down-kért 84 esetben (1,7%), Edwards-
kért 26 esetben (0,4%), Patau-kért 9 esetben (0,1%) jelzett a
vizsgalat. A PrenaTest® 7512 esetben adott korrekt eredményt
(>99,8%). A fals pozitiv arany 21-es triszémiara nézve 0,03%,
18-as triszémiara nézve 0,13%, mig 13-as triszdmidra nézve
0,01% volt. A fals pozitiv eredmények csaknem felében valami-
lyen bioldgiai ok (placentéra lokalizalddé mozaikossag, anyai
mozaikossag, korabban elhalt ikermagzat - ,vanishing twin")
allt. (Azaz a PrenaTest® altal jelzett eredmény korrekt volt, nem
Jfals”, csak nem a magzatra vonatkozott. Helyesebb ezeket az
eredményeket ezért ,diszkordans” eredményeknek nevezni, nem
fals pozitiv eredménynek.)

Az djgenerdcids szekvendldson alapulé molekularis genetikai
vizsgalati médszer bizonyitottan alkalmas a 21-es triszémia, a
18-as triszémia és a 13-as triszomia és a gonosomalis aneuploi-
didk kimutatasara, szamos klinikai vizsgalat eredménye alapjan.

A PrenaTest® jelenleg a 13-as, 18-as és 21-es kromoszéma és a
nemi kromoszémak vizsgalatara hasznalhaté. Bar a vizsgalattal
jelenleg nem adhatd vélemény a kromoszdmak szerkezeti eltéré-
seirdl, a deletiés/mikrodeleciés syndromék kimutatasa tudoma-
nyos kisérletek szintjén mar megvalésult, s hamarosan varhaté
klinikai bevezetésiik.

Ritkan a triszdmidkat a kromoszémakat érint6 kisebb szerkezeti
anomadliak okozhatjak, melyeket egyel6re nem képes felismerni
a klinikai felhasznalasban elérhet6 teszt. Az egyéb kromoszéma-
rendellenességek és genetikai betegségek jelenleg nem tartoz-
nak a PrenaTest® hatalya ala.

7.abra A magzati 21-es triszomia tesztelésére alkalmazott non-invaziv és invaziv médszerek

érzékenységének dsszehasonlitasa
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FPR = fals pozitiv rata; NT = nuchal translucency

szérumban) FPR = 0,2%
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