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Region Uppsala
Upplagg

* Prenatal genetisk diagnostik

* Varfor NIPT?

* Vad ar NIPT? Vilka avvikelser detekteras?
e Hur gar NIPT till? Principen

* NIPT svar: vad innebar negativ/positiv NIPT?
* Tvilling graviditet och NIPT

* Vilka erbjuds NIPT?

* Riktlinjer

* Fragor




Region Uppsala

Prenatal genetisk diagnostik

Invasiv

* Vanligen moderkaksprov eller
fostervattenprov

* Indikation

e Strukturell ultraljudsavvikelse

+ Okad KUB-risk

* Hog alder

* Oro
* Aneuploidi (humerisk avvikelse)
* Mikrodeletion/duplikationssyndrom
e Strukturell kromosomavvikelse

e Riktad

e Kand genetisk avvikelse i familjen

Icke invasiv
« NIPT

* Aneuploidi (humerisk avvikelse)
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Vartor NIPT?

3-5% av alla gravida kvinnor  N|IPT: Ingen nyhet lingre

genomgar invasiv * Forsta testen i Kina, tidigt 2011

fOSterdlagnOStlk * Introducerades i USA, okt 2011
* Moderkaksprov

* Fostervattenprov

Okad missfallsrisk: 0,1-0,5%

Tillgangligt i manga lander i hela
varlden

Framforallt kvinnor med hogrisk
graviditeter prioriteras

Relativt dyrt TEST

NIPT: lika riskfyllt som ett
blodprov
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Vad ar NIPT?

Cell-fritt DNA (cfDNA) i plasma

e Korta DNA fragment
* 80% ar <200bp

Ursprung
* Mamma (ca 90%)

e Fettceller
e Vita blodceller

* Foster (ca 10%)
* Moderkakan (Trophoblaster)

XOOX Placental DNA
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Insufficient fetal DNA in mother’s bloodstream
to generate an accurate result

Sufficient fetal DNA in mother's bloodstream
to generate an accurate result

Vad ar NIPT? ;

MATERNAL o
N BLOODSTREAM

MATERNAL
BLOODSTREAM

Cell-fritt foster

DNA testas

* Utgor ca 10% av
den gravida kvinnans
cellfria DNAiv 10

* Mangd paverkas bl a av den gravida kvinnans BMI
* Bryts ned efter barnets fodsel, t(1/2): 16 min

XX FETALDNA XX FETALDNA

* Cell-fritt foster DNA upptacktes av Dennis Lo et al 1997
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Vilka avvikelser detekteras?

NIPT detekterar:

e trisomi 13 (Patau syndrom)

* trisomi 18 (Edwards syndrom) HH HH HH HH HH HH

* trisomi 21 (Down syndrom) HH HH “H HH ﬁ” ””
1A 1478 1378 KK K

M K KK 1 i T HH H i
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Vilka avvikelser detekteras?

NIPT detekterar konskromosomavvikelser:

* Tripple X

 Monosomi X (Turner syndrom)
e XXY (Klinefelter syndrom)

e XYY

Hit HH HH i Hi HN

HH K HH KK 1
1§ 1N i KK KK R

KK KK 1 s HH Hn

XXX MO X XY XYY
"Illumina Inc. lllumina and verifi®’
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Metoder

* Massiv parallell shotgun sekvensering
(MPSS)
* Hela genomet sekvenseras
* Dyrare
e Lattare att utoka analysen

* Riktad massiv parallell sekvensering (t-
MPS)

* Sekvensering av kromosomer som ar av
intresse

* Billigare

* SNP-baserad riktad massiv parallell
sekvensering (t-MPS)

* Ursprung

harmony

NIFT\;)

rrur

MaterniT 21

verifi

Nnatal [est
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1.

5.

NIPT — principen i korthet

Plasma isoleras fran blodprov

 Cellfritt DNA med maternell och fetalt ursprung

Sekvensbibliotek forbereds och prov
sekvenseras

Sekvenserat prov mappas mot ett
referensgenom

Fetal fraktion estimeras och antalet

sekvenslasningar over varje kromosom

raknas

* Viktigt att estimera fetal fraktion, vid normalt
antal kromosom 21 representerar kromosom 21
ca 1.36% av totala cellfria DNAt, vid trisomi okar

det till ca 1.42% (0.06% skillnad)

* A priori antagandet, mamman ar diploid. Finns fler
lasningar 6ver t.ex kromosom 21, finns det en risk

att fostret har Down syndrom (trisomi 21).

Resultat rapporteras till inremitterande

MATERNAL BLOOD
SAMPLE

MATERNAL AND

FETAL CELL-FREE DNA

CELL-FREE DNA
SEQUENCED VIA
MASSIVELY PARALLEL
SEQUENCING (MPS)

ALIGNMENT AND
COUNTING

CCCTTAGCGCTTTAACGTACGTAAAACCCTT
AACGTACGTAAAAACGGGGTCAAAGGTTCCC
GACTTAAAATCGGAATCGATGCCCAAACTT
GAATCGATGCCCAAACGGGGTCAAAGTTCCC

¥

L B R B N N B
(L A 2 N N B N N aEEEeEeeEe®.
L B B B B BN N § | N B B B N N N |

Chromosome 21

Chromosome 21
No A i Aneuploidy
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Hur gar NIPT till? !
o e 4

* Genetik vagledning — modravard

* KUB eller tidigt ultraljud, faststalla antal E_ H‘S""i-ff‘-_!* i
: L
foster , |
* Blodprov tas i BCT-ror, oftast fran l |
graviditetsvecka 10 h |
 Svar efter ca 10 arbetsdagar b%

* Negativt resultat, ingen avvikelse detekterad
* Positivt resultat, avvikelse detekterad
* Inkonklusivt resultat
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NIPT svar: vad innebar negativ/positiv NIPT?

Flowcell C2JLBACXX, NCV_X and Y

300
& @ ' 250
@
@ .
& 200
L]
@ o gi 2 XYY
-------------------------- 150 + o
Aneuploidy suspected I O @ E -~
-
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. © . 100 ' ', x XY
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.. °
No aneuploidy detected PY © © o 50 XY :
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X0 XX XXX
"Illumina Inc. lllumina and verifi® -5930 T 30 =3 =T =5 ° 5 10

NCV_X
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NIPT svar: vad innebar negativ/positiv NIPT?

* Negativ resultat: negativt prediktivt varde (NPV), sannolikheten att
fostret EJ bar pa avvikelsen vid negativ NIPT, (sann negativ)

* Positivt resultat: positivt prediktivt varde (PPV), sannolikheten att
fostret bar pa avvikelsen vid positiv NIPT, (sann positiv)

* Inkonklusivt, kan ha olika orsaker
* For lag fetal fraktion -> nytt prov
* Annan avvikelse — kan anas vid helgenom NIPT -> invasiv provtagning och
diagnostik
* Tekniska problem (misslyckad lab)
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NIPT svar: vad innebar negativ/positiv NIPT?

* PPV och NPV beror pa flera variabler:

* Forekomst av avvikelsen hos kvinnor i en viss alder.
* Dvs. risken ar hogre for trisomi 21 hos en aldre kvinna mot hos en yngre

* Sensitiviteten och specificiteten for respektive kromosom.
» Sensitiviteten, andelen individer med sjukdom vid positivt test, (true positive rate)
» Specificiteten, andelen individer som ar friska vid negativt test, (true negative rate)

Trisomi 21 >99,9 % >99,8 %
Trisomi 18 97,4 % 99,6 %
Trisomi 13 87,5 % >99,9 %




Region Uppsala

NIPT status Positiv (PPV)

Negativ (NPV)

61 % pos (39 % neg)
21 % pos (79 % neg)
10 % pos (90 % neg)
27 % pos (73 % neg)
41 % pos (59 % neg)
29 % pos (71 % neg)
25 % pos (75 % neg)

93 % pos (7 % neg)
69 % pos (31 % neg)
50 % pos (50 % neg)
45 % pos (55 % neg)
41 % pos (59 % neg)
52 % pos (48 % neg)
25 % pos (75 % neg)

>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)

>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)
>99 % neg (<1 % pos)

 Positivt prediktivt varde (PPV), sannolikheten att fostret bar pa avvikelsen vid

positiv NIPT, (sann positiv)

* Negativt prediktivt varde (NPV), sannolikheten att fostret EJ bar pa avvikelsen vid

negativ NIPT, (sann negativ)
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Sammanfattning av PPV/NPV

* Positiv NIPT bor ALLTID konfirmeras med invasivt prov
(fostervattenprov/moderkaksprov) och diagnostik

 Rekommenderad vagledning av patienter med positiv NIPT som ej vill
genomga invasiv diagnostik

* Negativ NIPT innebar att inget (>99 %) indikerar avvikande antal
kromosom 13, 18, 21 och kdnskromosomer

* Negativ NIPT foranleder ingen uppfdljande analys



Region Uppsala
NIPT vs. KUB (forsta trimester screening)

NIPT vs First Trimester

* 20-29 ar PPV Combined Screening

FTS (KUB): <10%
Trisomy 21 PPVs - NIPT vs First

NIPT: ca 60% Trimester Combined Screening

100%

e 30-39 ar PPV o |
b T21 (95% CI)
FTS (KU B): 10-20% X ;:: . | Sensitivity |  99.2% (C1:98.5-99.6)
50n 99.91% (C1:99.86-99.95)
N I PT: Ca 90% & o | Sensitivity 85.0% (C1:80.0-90.0)
m ~ -
° " Specicity 85.2% (C1:93.0-98.2)
* 40-45 ar PPV e *
i

FTS (KU B) 40-50% 2029 Matema?i;ge o 40-45
NIPT: ca 100%

PPVe cacduted unng seraiivity and speciaty dets fram s NPT mete-arwiyns’ ond 8 wge dudy of fird Irsister corbirmd scruanng’ and pobiarad aalimalas of Faowy 21
prevalancs ot 10 wewts guileton ko dMeret ralene’ sges.’ The polentinl PPY rergss for sach tasl, iust-wiad by emor o, wes calcusited Uang 95% corfdderce miervals (C1) for
sora vty ond agec ficity

1,64 M, Quezada MS, Revelo R Aciavar R, Nodades KH Anghais of cel-free DMA In matemal bicod 0 sreening for fofal areupicities. uodated meta-anayis, Ulrasound Obuol
Gyreocl 2015454066

2. Maione FO, Canick M, Bal RH, of &l Frst invouler of selonddimesiar sireening, o bom, lof Down's syndeowe. N Engl J Med 2006.353(19):2001.2011

3 Gardner RIM. Sutherkend GR, Shafler LG, Parerta) age counielng and wreenng or fetal ey Chvomuscnmes stnummia\les end genelc courselng 4 o Oeford Unnverly Preds
017403416

NIPT ar som test overlagset for att prediktera de vanligaste kromosomavvikelserna
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Begransningar med NIPT

”Confied placenta mosaicim™” (CPM)

Sann fetal mosaicism*

”Vanishing twin”

Maternell malignitet

* Kbnskromosomavvikelse hos modern

 Storre maternell CNV (copy number variations) s

* Organtransplanterad kvinna med organ fran man kan ge utslag for Y-
kromosommaterial (inkl. blodtransfusion senaste manaderna)

*Mosaicism: flera (minst tvd) populationer av celler med olika genetisk uppsattning
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NIPT och duplex (tvilling graviditet)

* Fullt mojligt for duplex graviditeter

* Begransningar: totala mangden cell fritt DNA (cfDNA) analyseras, oklart
vilket foster det kommer ifran vid positiv NIPT

* Total mangd cfDNA férvantas vara hogre vid duplex, kan vara skev
fordelning mellan fostren, totalt lagre andel per foster

e Kan ej berakna PPV vid positiv NIPT vid duplex

* Farre duplex an singletons validerade

* Falsk positiv frekvens 0,2 %
* Inga falsk negativa rapporterade
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Vilka erbjuds NIPT?

* For dyrt att erbjuda alla

* Hog risk efter KUB-test
 Tidigt ultraljud+biokemiskt test

e Regioner har definierat hogrisk
olika

* Hog alder
* Oro (ovanligt att erbjudas NIPT)

* Ultraljudsavvikelse och oro for
invasiv provtagning
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Analys av foster-DNA i kvinnans blod: icke-invasiv fosterdiagnostik (NIPT)

Riktli nj er for trisomi 13, 18 och 21

SFOG riktlinje 2016, framtagen av Ultra ARG tvarprofessionellt

 Enligt rapporten fran SFOG (2016) bedoms det rimligt att erbjuda
kvinnor NIPT med en KUB-risk upp till 1/1000.






