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Testarea genetica prenatala
neinvaziva prin AND liber fetal
- metoda de screening pentru

sarcinile cu risc inalt
de malformatii fetale

Prenatal genetic testing through NIPT -
screening method in high risk pregnancies for fetal malformations

Abstract Rezumat

The field of non-invasive prenatal screening and diagnosis
appears to be revolutionized by the introduction of

cell free fetal DNA-based tests conducted on blood
samples collected from pregnant women. Accompanied
by the public release of this new method of prenatal
screening, 2011-2016 period brought about a variety of
studies, concerned with the evaluation of technologies
used - singular nucleotide polymorphism and massive
genomic parallel sequencing, with the sole purpose of
increasing its specificity and sensitivity. The importance
of reviewing the latest studies conducted on non-invasive
prenatal testing is enforced by the need of a standardized
protocol for the application of the method in the safest
way possible. This paper is a review of articles pu-

blished worldwide during 2012-2016, obtained after

an extensive search of databases such as PubMed,
UpToDate, The Cochrane Library, Springer Link.
Keywords: non-invasive prenatal testing,

cell free fetal DNA, prenatal screening

Introducere

Incepand cu 2011, 0 noui metoda de screening prenatal
afostlansata pe piata si pare a schimba rapid paradigmele
testarii prenatale. Testarea prenatala neinvaziva (NIPT)
oferd un pas intermediar intre testul combinat si meto-
dele de diagnostic invazive. NIPT este bazat pe analiza
ADN-ului fetal liber circulant (cffDNA) prezent in sangele
matern. La prima vedere, NIPT este mai specific, cu o ratd
mai mica de rezultate fals-pozitive in comparatie cu testul
combinat, dar nu poate inci sa fie introdus in categoria
de test diagnostic.

In 1997 a fost prima oara demonstrata prezenta ADN-
ului fetal liber circulant in singele matern®, in 2001 s-a
determinat prima oard Rh-ul fetal, urmat, in 2006, de
sexul fetal. Metoda a fost lansata pe piatalarga in 2011 si
a cunoscut o crestere exponentiald de la 100000 de teste
efectuate in 2012 la 1000000 in 2015.

Domeniul screeningului si al diagnosticului genetic prenatal
neinvaziv pare a fi revolutionat de introducerea testdrii
ADN-ului fetal liber din sdngele matern. Incepénd cu
2011, odatd cu introducerea in practica clinicd a acestei
metode de screening prenatal, numeroase studii s-au axat
pe cercetarea folosirii tehnicilor de secventiere genomicd
paraleld masivd si polimorfism singular de nucleotide,

cu scopul de crestere a specificitdtii si sensibilitdtii sale.
Necesitatea unei lucrdri de revizuire a ultimelor studii
realizate pe testarea prenatald neinvaziva prin ADN liber
fetal este sustinutd de nevoia de standardizare a proto-
coalelor de management al acestei metode, pentru o cdt
mai bund intelegere si aplicare a metodei. Lucrarea de
fatd reprezintd un review de articole publicate in perioada
2012-2016 la nivel international, rezultate in urma unei
cdutdri extensive in cadrul unor baze de date, precum
PubMed, UpToDate, The Cochrane Library, Springer Link.
Cuvinte-cheie: testare prenatald neinvaziva,

ADN fetal liber, screening prenatal

ADN-ul liber fetal

Sursa primara de ADN fetal liber provine din apoptoza
celulelor placentare - sincitiotrofoblast. Totodata, apopto-
za eritrocitelor fetale este si ea o sursd de ADN liber fetal,
acesta putand trece bariera feto-placentara si ajunge in
circulatia materni®. ADN-ul circulant, indiferent de ori-
gine, este foarte fragmentat, fiecare fragment avand intre
50 si 200 de baze, cu 0 mirime medie de 146 de baze®?.

Tehnicile testarii prenatale neinvazive

Asa cum a fost mentionat mai devreme, cantitatea
totald de ADN liber este mica (mai putin de 1 pg in 20
ml de sange). Pani la momentul actual nu s-a descoperit
o metoda fiabila de separare a ADN-ului liber fetal de cel
matern, de aici provenind si una dintre limitarile testului
si probabil diferenta intre metoda de screening si dia-
gnostic atribuitd acestuia®. Astfel, detectarea anomaliilor
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din ADN-ul liber se poate realiza doar dupa amplificarea
printr-o reactie de polimerizare in lant (PCR) si analizarea
intregului complement. Existd doud abordari diferite ale
acestui concept: cantitativa (totala sau tintita) si calitativa
(polimorfism singular de nucleotide - SNP)®7,

B Secventierea masivi paralela cantitativa totala
(shotgun) - MPSS

MPSS este o tehnica bazata pe secventierea de noui
generatie (NGS), care analizeaza toti cromozomii. Astfel,
zeci de milioane de fragmente de ADN sunt secventiate
rapid si simultan, acest lucru fiind vital pentru posibilita-
tea implementarii metodei, intrucat cu cit creste numarul
de analizari necesare, cu atat creste costul®.

Dupa un prim pas de amplificare si secventiere a comple-
mentului de ADN liber fetal si matern, originea cromozo-
mului este obtinuta prin compararea fiecarui fragment cu
genomul uman. Urmatorul pas este compararea densitatii
fiecirui cromozom descoperit cu densitatea medie cunoscuta
aacestuia (analiza scorului z). Un fit trisomic detine cu 50%
mai mult material genetic cu originea in cromozomul afectat,
astfel cantitatea descoperitd comparata cu cantitatea unui
fat euploid o sa fie mai mare si va returna un rezultat pozitiv
pentru o sarcini cu risc crescut de aneuploidie®.

Principalul punct slab al MPSS reiese din insisi tehnica
folosita. Fiind o metoda de numarare si comparare canti-
tativa, aceasta este dependenti de fractia fetald de ADN
liber. Varsta sarcinii si indicele de masa corporali crescut
matern rezultd in fractii fetale mici si un numar foarte
mare de analiziri necesare pentru un rezultat relevant.

B Secventierea masiva paralela cantitativa tintita
(targeted)

Secventierea tintita genereaza amplificarea si
secventierea selectiva a regiunilor genomice, spre deo-
sebire de MPSS, unde citirile sunt aleatorii din toti cro-
mozomii. Astfel, rezolva problema MPSS a necesitatii unui
numair foarte mare de analizari, intrucit aproape orice
citire returneaza un rezultat util®. Secventierea tintita
permite axarea analizei pe cromozomii importanti clinic,
cu precadere 21, 13,18, Xsi Y.

H Polimorfismul singular de nucleotide (SNP)

Includerea informatiei genotipice, in general SNP-uri,
genereaza o analizd mult mai complexd a ADN-ului liber
fetal, rezultdnd informatii mult mai specifice, spre deo-
sebire de metodele cantitative. Secventierea bazata pe
SNP poate fi definiti ca o metodi calitativa de analiza
care poate sa identifice contributia materna si fetald a
ADN-ului liber®?. Tehnica calitativi oferd, de asemenea,
posibilitatea reconstructiei haplotipurilor cu identificarea
triploidiilor si permite folosirea de modele sofisticate,
capabile de a marca probele care nu detin suficiente date
pentru a returna un rezultat si necesita o noua recoltare.

Existd pana la momentul actual doud metode care se
bazeazi pe SNP:

M Ratia alelelor

Aceasta primi metoda genotipici amplifica si secventiaza
SNP-uri, numairand alele materne si fetale si generand
ratia dintre un cromozom de interes si cromozomul de
referintd®. Necesitatea unui cromozom de referinta face
ca aceastd metoda si nu poata, la momentul actual, si
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detecteze triploidii. Ea nu a fost validata de niciun studiu
clinic si nu este inca introdusa pe piata.

B Analiza genotipica

A doua metodi foloseste amplificarea tintitd a SNP-
urilor, urmatad de NGS si o analizd informatici, pentru
identificarea sursei cromozomului fetal studiat®?. Poate
parea la prima vedere o metoda foarte asemanitoare cu
MPSS, dar diferentele provin din tintirea nu a unor zone
nonpolimorfice, ci a unor SNP-uri, si astfel metoda este
mai mult analitica decat cantitativa.

Datorita faptului ca metoda foloseste o analiza a originii
si cantitatii alelice, aceasta nu necesita un cromozom de
referinta sinu este supusa variatiilor datorate amplificarii.

Este panala momentul actual cea mai specificd metoda,
cu rate de 100% de depistare a aneuploidiilor (trisomia
21,13,18) si 0% rezultate fals pozitive. Totodats, este
singura capabili si detecteze triploidii®'®.

Sensibilitatea si specificitatea testarii
prenatale neinvazive

In cel mai mare review de literatura si metaanaliza realizat
pe NIPT, publicat in 2016 de BM.J Open, 41, 37 si 30 de stu-
dii au fost introduse bazate pe sindromul Down, respectiv
Edwards si Patau. Sensibilitatea generala a fost calculata la
99,3% (95% - 99,6%) pentru Down, 97,4% (95,8% - 98,4%)
pentru Edwards si 97,4% (86,1% - 99,6%) pentru sindromul
Patau. Sensibilitatea a fost mai mica in cazul sarcinilor mul-
tiple, redusa cu 9% pentru Down, 28% pentru Edwards si cu
22% pentru Patau®. Conform articolului, sensibilitatea a
fost mai scizuta pe testarile efectuate in primul trimestru,
astfel Pergament et al. au descoperit ca rata de rezultate ne-
concludente la mai putin de 9 siptiméni este de aproximativ
27,4%, intre 9 si 9,6 saptamani - 12% si la mai mult de 10
sdptimani de 5,9%"?. Atat Pergament et al., cit si Norton et
al. au concluzionat ci prevalenta aneuploidiilor in grupurile
fara rezultat este mai mare decat in cohorta generali (10,9%,
in comparatie cu 0,4%)41>18),

Specificitatea calculati a fost 99,9% (99,9% - 100%)
pentru toate trei trisomiile. Aceasta a fost insi mai scazuta
in studiile pe sarcini cu risc scazut de malformatii fetale,
astfel, la un numar de 100000 de testiri pe populatie
neselectata anterior, ne asteptim la o detectie prin NIPT a
417,89 5140 de cazuri de Down, Edwards, respectiv Patau,
cu 94, 154, respectiv 42 de rezultate fals-pozitive. De aici
si bariera intre testul de screening si testul de diagnostic
si necesitatea reconfirmarii oricdrui test pozitiv.

Rata de rezultate neconcludente a fost intre 0% si 12,7%
si, din 5789 de sarcini la care s-a reficut testarea, un numir
de 803 (13,9%) au prezentat un rezultat neconcludent
si a doua oara. La calcularea sensibilitatii si specificitatii
bazate si pe rezultatele neconcludente s-a observat o
scidere a sensibilitatii cu 1,7% pentru sindromul Down,
1,6% pentru Edwards si 7,1% pentru Patau®®.

Acuratetea testului nu a fost influentata de tehnica de
testare folositd (MPSS sau SNP).

Indicatiile testarii prenatale neinvazive
In septembrie 2015, Colegiul American de Obstetri-
ca-Ginecologie (ACOG) a formulat o serie de indicatii si
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w22 NER| Comparatie intre principalele teste neinvazive

Panorama Nifty Harmony Verifi Materni 121 plus
(Natera) (BGlI) (Ariosa) (Verinata) (Sequenom)
Trisomii testate 13’18’.21’ . 13’18’.21’ ) 13,18,21 13’18’.21’ . 13’18’.21’ )
cromozomi sexuali | cromozomi sexuali cromozomi sexuali | cromozomi sexuali
Monosomii testate X
Secventiere
Tehnica genetica folosita SNP MPS cromozomiald MPS MPS
selectiva
Sensibilitate 92-99% 99.5% 80-99% 87-99% 92-99%
Specificitate 100% 99.5% 99% 100% 99%
Varsta gesvta;vlonAah minima 9 10 10 10 10
(saptamani)

recomanddri cu privire la NIPT, venind astfel in sprijinul
medicilor pentru o mai buna informare a pacientelor si
o folosire adecvata a acestei noi metode de screening
prenatal.

B NIPT este validat clinic si recomandat ca metoda prin-
cipala de screening doar pentru sarcinile cu risc crescut,
acestea fiind definite de ACOG ca:

1. varsta materna de 35 ani sau peste la nasterea fatului;

2. modificari ecografice relevante pentru o aneuploidie;

3. antecedente personale de sarcina cu malformatii
fetale;

4. screening pozitiv pentru aneuploidie (dublu, triplu test);

5. existenta pe analiza genetici a parintilor a unei
translocatii robertsoniene cu risc crescut pentru triso-
mie 21 sau 13.

B NIPT nu trebuie folosit ca 0 metoda de electie pentru
studiul microdeletiilor.

B NIPT nu este recomandat la sarcinile multiple.

M Orice rezultat pozitiv trebuie verificat printr-o metoda
de diagnostic, astfel incat nicio indicatie de intrerupere
a sarcinii nu va fi formulata fara o verificare prealabila.

B Orice testare care nu produce un rispuns sau acesta
este nedeterminat ori neinterpretabil trebuie tratata caun
raspuns de risc crescut, iar pacienta trebuie sa primeasca
consiliere si indrumare spre o metoda de diagnostic.

B Pacientelor trebuie si li se prezinte beneficiile, ris-
curile si limitérile metodei®®.

Limitarile testarii prenatale neinvazive
Utilizarea clinica a NIPT pentru screeningul malfor-

matiilor fetale devine rapid o metodi larg apreciata si

folosita. Totusi, metoda este, ca urmare a limitarilor pe

care le prezinti, considerata incd o metoda de screening,
cu necesitatea imbundatatirii tehnicilor de testare si a
reducerii de costuri pana la posibilitatea transformarii
in metoda de diagnostic.

B NIPT nu prezinta aceeasi sensibilitate pentru sarcinile
multiple, din cauza imposibilititii de selectare eficienta
a originii ADN-ului.

B NIPT este dependent de fractia fetala, cantitatea de
ADN liber fetal din totalul de ADN liber. Fractia fetali este
cuprinsd, in general, intre 1% si 13%, necesarul minim pen-
tru testare fiind de 4%. Varsta mica a sarcinii si greutatea
mare a mamei sunt principalele cauze pentru o fractie fetald
scazuta si deci un risc mai mare de rezultat neconcludent.

B NIPT a fost validat clinic extins pe populatiile cu risc
crescut de malformatie fetald. In literatura de specialitate
exista insi foarte putine articole pe cohorte de populatie
generald sau cu risc scazut (studii cuprinzand intre 289
si 2049 de paciente), facand astfel imposibila calcularea

B NIPT nu poate, la momentul actual, si redea un re-
zultat specific pe o anumita aneuploidie. Rezultatele sunt
prezentate ca pozitiv/negativ sau ca risc de malformatie
- <1/10000 sau >99%. Totodata, originea aneuploidiei
nu poate fi precizata. De exemplu, NIPT nu poate deter-
mina daca sindromul Down este datorat prezentei unui
extracromozom, a unei translocatii robertsoniene sau a
unui mozaicism inalt. Identificarea mecanismului de pro-
ducere a aneuploidiei este importanta pentru consilierea
genetica si riscul de recurenta.

B NIPT prevede un cariotip matern normal, deoarece
un mozaicism matern sau prezenta unei tumori solide
materne poate influenta rezultatul®. H
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Principalele diferente si asemanadri intre testarea prenatala neinvaziva si metodele

Tabelul 2 o ’
traditionale de screening
. . Biopsie
Screeningul Screeningul opste .
NIPT . . de vilozitati Amniocenteza
de trimestrul | de trimestrul Il .
coriale
Specificitate 91-99% 80-90% 65-81% 99,9% 99,9%
Varsta gestationala
2 gestatlo 10 11-14 15-20 11-13 16-22
(saptamani)
Neinvazivitate X X
Risc de avort spontan X X X 1% 0,5-1%
Tesut testat Sange Sange Sange Placentd Lichid amniotic
Timp pana la validarea
P pana a va 10-14 12 12 1421 1421
testului (zile)
Testare sex fetal X X
Testare trisomii
Testarea aneuploidiilor X X
heterozomale
Testarea microdeletiilor X X
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