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Streszczenie

NIFTY (Noninvasive Fetal Trisomy test) jest nieinwazyjnym testem prenatalnym, ktory stuzy do diagnostyki trisomii
u ptodu. Test opiera sie na analizie DNA ptodu (cffDNA) obecnego w osoczu i surowicy kobiety ciezarnej. W chwili
obecnej umoZliwia wykrycie u ptodu trisomii chromosomow 13, 18, 21, X i Y oraz monosomii chromosomu X.
Wyniki nieprawidtowe uzyskane za pomoca testu NIFTY wcigz jeszcze muszg byc weryfikowane przy uzyciu innych
technik diagnostycznych, niemniej czutos¢ testu dla trisomii 21 ocenia sie na 99%, dla trisomii 18 na 97% a trisomii
13 na 79%, zas odsetek wynikow fatszywie dodatnich dla wszystkich badanych trisomii i monosomii X miesci sie
ponizej 1%. Obecnie NIFTY jest dostepny w Polsce odptatnie, stosowany, jako dobre badanie przesiewowe dla
trisomii, ktére wykonuje sie obok badania USG i testow biochemicznych, w przypadku niepokoju pacjentki, a takze
w sytuacji, gdy pacjentka nie decyduje sie na wykonanie diagnostyki inwazyjnej.

Czutosc | specyficznos¢ NIFTY zapewne bedg ulegaly poprawie w miare doskonalenia metody oraz
przeprowadzenia badar na dostatecznie duzej grupie pacjentek, dlatego test ten w niedalekiej przysztosci ma
szanse stac sie podstawowym testem diagnostycznym dla najczestszych trisomii, pozwalajgcym na rezygnacje
z badan inwazyjnych zlecanych w tym kierunku.

Z duzym prawdopodobieristwem cffDNA uzyskiwany z surowicy kobiety ciezarnej bedzie takze wykorzystywane w
diagnostyce zmian strukturalnych i genowych u pfodu.

Celem pracy jest przedstawienie nowej metody diagnostycznej.
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Abstract

NIFTY (Non-invasive Fetal Trisomy Test) is a non-invasive prenatal test which is used for diagnosing fetal trisomy.
The test is based on the analysis of cell free fetal DNA (cffDNA) present in the plasma and serum of a pregnant
woman. NIFTY allows to detect fetal trisomy of chromosomes 13, 18, 21, X and Y and also X monosomy. Abnormal
NIFTY results still need to be verified using other diagnostic techniques. However, the sensitivity of NIFTY for triso-
my 21, 18 and 13 is estimated at 99%, 97 % and 79% respectively, with false positive rate for all examined trisomies
and X monosomy of <1%.

NIFTY is currently available in Poland as a commercial service, used as a good screening test for common trisomies
(apart from ultrasound and biochemical tests) in the case of patient anxiety, and in situation when the patient does
not consent to invasive prenatal diagnostic tests. The sensitivity and specificity of NIFTY will most likely be improved
as laboratory methods develop, and after a sufficiently large group of pregnant patients has been tested. Therefore,
this test may soon become the primary diagnostic tool for common trisomies, allowing to avoid invasive prenatal
testing in this indication.

With high probability, cffDNA obtained from the serum of pregnant women will also be used with time in the diagno-

sis of fetal structural chromosomal aberrations and other genetic changes.

The aim of our study is to present a new diagnostic method.
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Wstep

Aberracje chromosomowe stwierdzane u okoto 6,5% zywo
urodzonych dzieci z wadami rozwojowymi, odpowiadaja za ok.
6-11% martwych urodzen/zgondw w okresie noworodkowym
[1, 2]. Badania prenatalne, dotychczas stosowane w wykrywaniu
najczestszych liczbowych aberracji chromosomowych ptodu,
sa albo 1) nieinwazyjne (nie ingeruja w $rodowisko ptodu, sa
bezpieczne) 1 przesiewowe (nie maja 100% czutosci), albo 2)
inwazyjne (ingeruja w srodowisko ptodu, niosa ryzyko powiktan)
i w petni diagnostyczne.

Najczgsciej wykonywanym w chwili obecnej prenatalnym
testem nieinwazyjnym jest badanie przesiewowe [ trymestru
(FTS, first trimester screening test), oparte na potaczeniu
badania ultrasonograficznego 1 badania biochemicznego
w surowicy kobiety cigzarnej, ktore zgodnie z rekomendacjami
Fundacji Medycyny Plodowej (Fetal Medicin Foundation)
przeprowadzany jest w 11'°-13%¢ tygodniu ciazy, przy dtugosci
ciemieniowo-siedzeniowej ptodu (CRL, crown-rump length)
wynoszacej 45 do 84 mm. Test opiera si¢ na analizie wieku
matki, przeziernosci karkowej ptodu (NT, nuchal translucency)
oraz markerow biochemicznych (wolnej podjednostki beta
gonadotropiny kosmowkowej — beta hCG, free beta human
chronic gonadotropin oraz specyficznego dla ciazy bialka A -
PAPP-A, pregnancy-associated plasma protein A). Czulos¢
testu w odniesieniu do trisomii chromosomu 21 wynosi 90%
(dla trisomii 13, 18-95%), a odsetek wynikow falszywie
pozytywnych nie przekracza 5% [3, 4]. Wprowadzenie do oceny
dodatkowych markerow ultrasonograficznych, stopien kostnienia
kosci nosowej ptodu czy ocena przeptywow krwi przez zastawke
trojdzielng i przewod zylny moze zwigkszy¢ czutosé testu dla
trisomii 21 do 95% i zmniejszy¢ odsetek wynikow falszywie
pozytywnych do 3% [3, 4].

Niewatpliwa zaletg prenatalnych badan przesiewowych
jest ich nieinwazyjnos$¢ a tym samym brak ryzyka powiktan dla
ptodu. Wada metody przesiewowe;j jest jej ograniczona wartos¢
diagnostyczna. Kazde z badan tego typu ma okreslona czutosé
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1 opiera si¢ na statystycznej ocenie ryzyka wystapienia danych
nieprawidlowosci u ptodu. Metody przesiewowe traktowane sa
jako posrednie, ktore przy wynikach wskazujacych na wysokie
ryzyko aberracji liczbowych ptodu, wymagaja zastosowania
inwazyjnych badan prenatalnych, w ktérych ocenia sig¢ kariotyp
ptodu z komorek trofoblastu, komoérek ptynu owodniowego lub
krwi ptodu [3].

W krajach rozwinigtych i rozwijajacych od wielu lat ob-
serwuje si¢ podwyzszanie Sredniego wieku pacjentek bedacych
w ciazy. Na podstawie analizy danych z lat 1989-2008 w Wielkiej
Brytanii oszacowano, ze ponad 20% ciaz dotyczy kobiet starszych
niz 35 lat, co zwigksza koszty diagnostyki zarowno nieinwazyjnej,
jak 1 inwazyjnej wykonywanej w takich przypadkach [5].

Podwyzszenie wieku kobiet cigzarnych pociaga za soba
wzrost czestosci wystgpowania aneuploidii u ptodéw. Tendencje
te wraz ze wzrostem $wiadomosci i oczekiwan pacjentek generuja
zapotrzebowanie na stworzenie nowego testu prenatalnego, ktory
powinien by¢ nieinwazyjny, bezpieczny i powinien umozliwia¢
wykrycie najczesciej wystepujacych zmian genetycznych ptodu.

Dzigki odkryciu Lo YMD i in. w 1997 roku wolnego DNA
ptodu (cffDNA — cell free fetal DNA, lub fetal cfDNA), krazacego
we krwi kobiety cigzarnej, pojawila si¢ perspektywa stworzenia
nowego testu prenatalnego, ktory bylby bezpieczny dla pacjentki
i ptodu oraz charakteryzowalby si¢ wysoka czuloscia i bardzo
niskim odsetkiem wynikéw fatszywie dodatnich. Takim testem
stal si¢ w ostatnich latach test NIFTY (Noninvasive Eetal
Trisomy test). Czulos¢ testu zostata oceniona przez réozne grupy
badawcze. Dla zespotu Downa wynosi ona ponad 99%, a odsetek
wynikow falszywie dodatnich 0,1%, dla zespotu Edwardsa -
97% z odsetkiem wynikow fatszywie dodatnich 0,1%, a dla
zespotu Patau -79% 1 0,4% [4,6]. W innych badaniach okre$lono
czuto$¢ testu na 100%, a specyficzno$¢ na 99,9% dla trisomii
autosomalnych 1 85,7% 1 99,9% dla aneuploidii chromosoméw
plci [7]. Wartosci te beda zapewne ulegaly poprawie w miarg
doskonalenia metody oraz przeprowadzenia badan na dostatecznie
duzej grupie pacjentek.
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Test jest oferowany pacjentkom w wielu krajach, takze
w Polsce, cho¢ w przypadku Polski oferowane badania
wykonywane sg za granica.

Celem pracy jest przedstawienie nowej metody nieinwazyjnej
diagnostyki prenatalnej trisomii chromosomowych.

NIFTY — Noninvasive Fetal Trisomy test

Test NIFTY w chwili obecnej umozliwia wykrycie u ptodu
najczestszych trisomii (aberracji liczbowych) na podstawie ana-
lizy DNA ptodowego (cffDNA), ktory jest obecny w osoczu i su-
rowicy kobiety cigzarnej. Poczatkowo test NIFTY shuzyt tylko
do diagnostyki trisomii chromosomu 21 (zespotu Downa), stad
zreszta nazwa testu NIFTY (nieinwazyjny test prenatalny w kie-
runku trisomii ptodu). Obecnie test wykorzystywany jest takze do
wykrywania aneuploidii chromosoméw 13 1 18 oraz X 1Y (cho¢
ta opcja nie jest jeszcze oferowana w Polsce). Test jest zalecany
dla ciaz pojedynczych, brak danych w chwili obecnej o mozliwo-
Sciach stosowania go w przypadkach ciaz mnogich [4].

Diagnostyka trisomii z uzyciem cffDNA mozliwa jest dzigki
pobraniu krwi od kobiety cigzarnej, izolacji cfDNA (w tym pto-
dowego cfDNA) standardowymi metodami i zastosowaniu jednej
z metod molekularnych pozwalajacych na identyfikacjg i badanie
DNA ptodu: iloSciowej — MPS (Massively Parallel Sequencing —
masywne rownolegle sekwencjonowanie) lub opartej na analizie
SNP (Single Nucleotide Polymorphism — polimorfizm pojedyn-
czego nukleotydu). W metodzie ilo§ciowej MPS kazdy zsekwen-
cjonowany fragment cffDNA jest dopasowywany do ludzkiego
genomu za pomoca baz danych. Wykorzystanie zaawansowa-
nych programéw do analizy statystycznej umozliwia okreslenie
ilosci poszczegodlnych fragmentow DNA dla badanych chromo-
somoéw w poréwnaniu do fragmentéw DNA dla chromosomow
referencyjnych o prawidlowej liczbie [4]. Metoda oparta na ana-
lizie SNP pozwala na okreslenie liczby chromosoméw poprzez
celowane sekwencjonowania i analizg¢ okoto 20 000 r6znych SNP
na chromosomach 13, 21, 18, X i Y oraz poprzez okres$lenie spe-
cyficznych uktadow/dystrybucji poszczegdlnych alleli [4].

Plodowe DNA obecne w osoczu i surowicy kobiety ci¢zar-
nej (takze moczu) umozliwia przeprowadzenie nieinwazyjnej
diagnostyki prenatalnej z wysoka czuloscia bez narazenia ciazy
na niekorzystne zdarzenia [4,7,8]. Czasteczki cffDNA pojawia-
jace si¢ w osoczu cigzarnej na skutek dwukierunkowej wymiany
cffDNA pomigdzy ptodem a matka stanowia od 3,4% (we wcze-
snej ciazy) do 6,2% (w pdznej ciazy) catkowitego wolnego DNA
(cfDNA) obecnego w osoczu cigzarnej [5]. Czasteczki wolnego
ptodowego DNA sa krotkie (dtugosci kilkudziesigeiu nukleoty-
dow) oraz bardziej pofragmentowane niz czasteczki wolnego
DNA matczynego [9, 10]. Plodowy cfDNA pochodzi najpraw-
dopodobniej z komorek tozyska, ktore przeszty apoptoze (kon-
trolowana $mier¢ komorki). Wigkszos$¢ cffDNA krazy zamknigta
w ciatkach apoptotycznych [9]. Obecno$¢ cffDNA w osoczu zo-
stata potwierdzona juz w 32 dniu od zaptodnienia. Zaobserwo-
wano tez wzrost jego iloSci w miarg postgpu ciazy, w pierwszym
trymestrze o 21% na kazdy tydzien ciazy [11]. Wzrost stgzenia
cffDNA ponad przecigtna moze by¢ wyznacznikiem stanu tozy-
ska i ztamania bariery przenikania przez tozysko. Wzrost st¢ze-
nia ptodowego DNA wiaze sig z takimi stanami patologicznymi,
jak poronienie, przedwczesne peknigeie bton ptodowych, porod
przedwczesny, stan przedrzucawkowy (wzrost stezenia cffDNA
moze tu by¢ czynnikiem prognostycznym) i tozyska inwazyjnego
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[9]. Opisano takze zalezno$¢ migdzy stezeniem cffDNA i wystg-
powaniem trisomii chromosoméw, m.in. 13, 18 i 21. CffDNA
7 0socza cigzarnej moze by¢ wykorzystany takze do wielu innych
testow genetycznych, np. kariotypowania molekularnego za po-
moca masywnego rownoleglego sekwencjonowania, co pozwala
na zbadanie wszystkich zmian iloSciowych w ptodowym geno-
mie z rozdzielczoscia okoto 3Mpz, w tym wszystkich zespotow
mikrodelecyjnych i mikroduplikacyjnych. W przysztosci metoda
ta moze by¢ wykorzystana do badania pojedynczych genéw, eg-
zondw czy nukleotyddw, mozliwa wigc begdzie diagnostyka takze
chorob monogenowych [12, 13].

Opracowanie i wprowadzenie do diagnostyki prenatalnej
nieinwazyjnego testu o wysokiej czutosci i specyficznosci, ktory
moglby zastapi¢ badanie inwazyjne niesie ze soba niekwestiono-
wane korzysci zarowno dla ptodu, jego rodzicow, a takze lekarza
prowadzacego ciazg. Obecnie, ostatecznym badaniem genetycz-
nym ptodu potwierdzajacym lub wykluczajacym obecno$¢ triso-
mii jest badanie cytogenetyczne (oznaczenie kariotypu). Badanie
to wykonywane jest najczgsciej z wykorzystaniem amniocytow
z ptynu owodniowego uzyskiwanego podczas amniopunkcji, co
wiaze si¢ z okoto 0,5-1% ryzykiem powiktan, m.in. ryzykiem po-
ronienia [14]. Poniewaz rozdzielczo$¢ prenatalnego badania cy-
togenetycznego umozliwia wykrycie zmian rzgdu 7-10 milionéw
par zasad, badanie takie, obok diagnostyki aberracji liczbowych
chromosomoéw, stuzy takze do diagnostyki duzych aberracji
strukturalnych. Wadami badania cytogenetycznego sa: 1) diugi
czas oczekiwania na wynik, wynoszacy okoto 2-3 tygodni, a kto-
ry jest zwiazany z koniecznoscia prowadzenia hodowli komor-
kowych oraz 3) ograniczenia techniczne (rozdzielczo$¢ i zakres
badania zwiazany ze wskazaniami do jego wykonania) [15].

Test NIFTY jest stosowany w wielu krajach, jako test
przesiewowy pierwszego trymestru, ktory moze by¢ bez
ryzyka powiktan oferowany kazdej kobiecie w ciazy. Wynik
przeprowadzonego testu otrzymuje pacjentka po kilku dniach od
pobrania krwi. Wadami testu na dzien dzisiejszy sa jego cena i jak
na razie konieczno$¢ weryfikacji uzyskanych nieprawidlowych
wynikéw innymi metodami diagnostycznymi, a ograniczeniem
badania moze by¢ w niektorych przypadkach zbyt mata ilo$¢
cffDNA uzyskanego z surowicy kobiety cigzarnej [4]. Test NIFTY
jest testem nowym, wszedt do uzytku klinicznego w ostatnich 2-3
latach, stale trwaja prace nad jego udoskonaleniem, nie traktuje si¢
go jako testu ostatecznego, samowystarczalnego [4]. Pozytywne
wyniki testu, zwlaszcza te, ktore stwierdzane sa u kobiet,
u ktorych nie obserwowano dodatkowych nieprawidlowych
markerow USG lub/i biochemicznych, sa potwierdzane
badaniem cytogenetycznym [4, 6, 7, 16]. Jednakze doktadnos¢
testu NIFTY i fakt, ze badane jest DNA plodu, a nie czynniki
mogace $wiadczy¢ o trisomii (st¢zenia bialek, markery USG),
sugeruja, ze w ciagu kilku lat test ten stanie si¢ podstawowym
badaniem, ktore pozwoli na odstapienie od procedur inwazyjnej
diagnostyki prenatalnej. Jak na razie NIFTY nie jest polecany
w cigzach wysokiego ryzyka (markery USG i biochemiczne
charakterystyczne dla trisomii) — nie jest to badanie o 100%
czulosci, oraz w przypadku podejrzenia wady u ptodu innej niz
trisomia, ktorej NIFTY nie wykryje [6]. Jednoczesnie test ten jest
bardzo dobrym rozwiazaniem dla kobiet z ujemnym wynikiem
nieinwazyjnego testu przesiewowego, lub dla kobiet, ktore nie
chca decydowac sie na diagnostyke inwazyjna, a zwlaszcza
w przypadku duzego niepokoju pacjentki [16].
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Jego powszechne wprowadzenie pozwoli na obnizenie
kosztow analizy i skrocenie czasu oczekiwania na wynik -
w Polsce to obecnie okoto 2 500 zt i 3 tygodnie — test jest
wykonywany poza granicami kraju.

Podsumowanie

Rosnace zapotrzebowanie spoleczne na bezpieczne
i miarodajne metody diagnostyki prenatalnej jest przyczyna
pojawiania si¢ na rynku diagnostycznym coraz nowszych
i doktadniejszych metod. NIFTY z czutoscia 99% 1 odsetkiem
wynikow falszywie dodatnich okoto 0,1% jest testem, ktory
z duzym prawdopodobienstwem stanie si¢ podstawowym
prenatalnym badaniem nieinwazyjnym takze w Polsce.
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