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Den genteknologiske udvikling har i de seneste &r
gjort det muligt at undersgge et fosters kromosomer
ud fra en blodprgve fra den gravide kvinde [1], hvil-
ket er et gennembrud inden for praenatal screening.
Allerede i 1969 fandt man fgtale celler i moderens
blod [2], og i 1997 fandt man cirkulerende fragmen-
teret cellefrit fgtalt DNA, som stammede fra placenta,
i det maternelle blod [3, 4]. Cellefrit fgtalt DNA ud-
gor ca. 10% af det totale frie DNA i moderens perifere
blod ved en gestationsalder pé ca. 10 uger [5]. Dette
materiale har vist sig at veere meget velegnet til pree-
natal screening [1, 4]. Frit fotalt DNA elimineres me-
get hurtigt og er forsvundet fra moderens blod 1-2
dage post partum, hvilket betyder, at man ikke risike-
rer interferens med frit fotalt DNA fra en tidligere
graviditet [4]. I bl.a. USA har man siden 2011 kunnet
tilbyde kvinder med hgj risiko for at fa et barn med
bl.a. Downs syndrom (trisomi 21) screening ved un-
dersogelse af cellefrit fgtalt DNA [6]. Testen bliver
udbudt af private laboratorier, og i flere andre lande
—herunder Danmark — er der igangsat initiativer med
henblik pé snarlig ibrugtagning af metoden. Det er
dog ikke fuldt afklaret, hvilken gruppe af gravide
kvinder der bgr tilbydes denne noninvasive prena-
tale test (NIPT), eller hvordan man med metoden
bedst kan supplere de eksisterende screeningstilbud.

Formaélet med denne artikel er at beskrive de
mest brugte teknikker til anvendelse af cellefrit fgtalt
DNA til screening for kromosomafvigelser. Ydermere
vil vi diskutere den mulige fremtidige anvendelse af
NIPT i relation til det eksisterende preenatale scree-
ningsprogram i Danmark.

NUVZARENDE PRZANATAL SCREENING

| FORSTE TRIMESTER | DANMARK

I Danmark tilbydes alle gravide screening for kromo-
somanomalier i form af en méling af den frie B-keede
af humant choriongonadotropin (hCGp) og preg-
nancy associated plasma protein-A (PAPP-A) i den gra-
vide kvindes blod ved en gestationsalder pé 8-14 uger
(doubletesten) og en ultralydskanning med méling af
fosterets nakkefold ved en gestationsalder pa 11-14
uger. Der foretages en risikoberegning ud fra mode-
rens alder, nakkefoldens tykkelse og doubletesten.
Hvis man ved denne undersggelse péviser, at kvinden

har en forhgjet risiko for at veaere gravid med et foster
med trisomi 21 (Downs syndrom), trisomi 18 (Ed-
wards syndrom) eller trisomi 13 (Pataus syndrom),
tilbydes hun en invasiv diagnostisk undersggelse i
form af en moderkageprgve (chorion villus-sampling)
ved en gestationsalder pa 11-14 uger eller en foster-
vandsprgve (amniocentese) fra fulde 15 ugers gesta-
tionsalder. Ulempen ved de to invasive teknikker er
en procedurerelateret abortrisiko pé 0,5-1% [7]. Den
nuverende screening har en forholdsvis hgj screen-
positiv rate (ca. 5%) og en hgj falsk negativ rate (ca.
10%) [7]. Der udferes i Danmark mere end 2.000 in-
vasive procedurer hvert ir, uden at fostrene har kro-
mosomfejl [8]. Ca. 10% af de gravide far ikke foreta-
get screeningsundersggelsen i fgrste trimester. I
Danmark fgdes der hvert ar ca. 20 bgrn med Downs
syndrom.

DNA-TEKNIKKER TIL NONINVASIV PRANATAL TEST
Som beskrevet i indledningen kan cellefrit DNA isole-
res fra det maternelle blod, og DNA’et kan benyttes til
analyse allerede fra en gestationsalder pa syv uger
[9]. Oftest venter man dog til uge 10 for at undga
falsk negative test, idet fraktionen af cellefrit fotalt
DNA stiger med stigende gestationsalder [10].

Selve testen bygger pa next generation sequencing
[1, 4], hvor man opformerer millioner af mindre styk-
ker DNA, som er isoleret fra blodet (Figur 1).
Derneest bestemmes den pracise rakkefglge af ba-
serne i DNA’et, ogsé kaldet sekventering. Alle disse
stykker af DNA-basepar — sékaldte reads — sammen-
lignes med et humant referencegenom (det samlede
genmateriale fra et menneske), og pga. den unikke
reekkefglge af basepar sorteres DNA-stykkerne sva-
rende til de forskellige kromosomer. Antallet af reads
for hvert kromosom sammenholdes med det antal,
man finder hos en gravid kvinde med et foster med
normal kromosombesatning, og hvis antallet af reads
for et bestemt kromosom overstiger det normale —
f.eks. for kromosom 21 — tyder det pé overskydende
kromosommateriale.

Det er vigtigt at kende fraktionen af frit fotalt cir-
kulerende DNA. Er fraktionen for lille, vil det ikke
vaere muligt at detektere stigningen i antallet af reads
for det pagaldende kromosom. En forklarende grund
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Next generation sequencing/noninvasiv preenatal test- A.
eksempel pa detektion af trisomi 21. A. Ca. 10% af frit
cirkulerende DNA i det maternelle blod er cellefrit,

fgtalt DNA (markeret med rgd). B. En blodprgve fra

den gravide tages, DNA'et oprenses, og millioner af Frit Maternelt DNA <
mindre DNA-stykker — sakaldte reads —opformeresog | ...
sekventeres (den eksakte baseraekkefglge bestem-
mes). Bioinformatik benyttes til at placere reads kor-
rekt (mapping) i forhold til kromosomerne fra et hu- B
mant referencegenom. C. Antallet af reads tzelles for )
udvalgte sekvenser. | det viste eksempel er der yderst
til hgjre overskydende DNA-materiale svarende til kro- Reads romosorm 5
mosom 21, der indikerer, at fosteret har trisomi 21.  a-eeaeeeaaaa- ATGGCAGT... Kromosom 8
............. o
""""""" CAACTGGT... Kromosom 18
------------- AGTTCCCA.. Kromosom 21
Kromosom X
Kromosom Y

Reference
kromosom 21

Overskud af DNA
fra kromosom 21

Normalt Trisomi
kromosom 21 21

Frit Fgtalt DNA

til en for lille fraktion er overveegt hos den gravide, li-
gesom rygning og etnicitet kan influere pé niveauet
[11]. Kromosom 21 udggr 1,5% af det humane
genom. Hvis den fgtale fraktion af frit cirkulerende
DNA udggr 10%, vil DNA fra kromosom 21 stige til
ca. 1,58% i graviditeter med trisomi 21. Denne lille
stigning kan pévises med next generation sequencing-
teknologien [1].

Der er principielt to forskellige sekventeringstek-
nikker: massively parallel shotgun sequencing (MPSS),
hvor man benytter sekventering, sdledes at hele gen-
omet reprasenteres, og targeted sequencing, hvor der
specifikt sekventeres bestemte regioner af interesse i
genomet. For at opnd et validt resultat kraeves der for
begge teknikker, at genmaterialet daekkes af et mini-
mum af sekventerings-reads. Med MPSS-teknikken
kraeves der 20-25 mio. reads fra hele genomet, for at
analysen for trisomi 21 er palidelig [1]. P4 nuvae-
rende tidspunkt udggr de kromosomer, som primeert
undersgges ved NIPT (trisomi 21, 18 og 13) kun en
lille del af den totale MPSS-datamangde. Alligevel
foretraekkes MPSS til screening for trisomi. Dette
skyldes, at man forventer, at MPSS p4 sigt vil kunne
anvendes til undersggelse for andre former for kro-
mosomale abnormiteter (store insertioner og deletio-
ner). Sammenlignes laboratorie- og analysetid med

pris pr. prgve for henholdsvis targeted sequencing og
MPSS, er der ikke den store forskel. Pris pr. prgve i of-
fentligt regi vil formentlig blive pa ca. 5.000 kr. og
analysetiden veere ca. en uge. Pris og svartid forven-
tes begge at falde.

ANVENDELSE AF NONINVASIV PRANATAL TEST

TIL SCREENING

Som tidligere naevnt anvendes NIPT primeert med
henblik pa screening for autosomale trisomier
(trisomi 21, 18 og 13). Teknikken kan ligeledes an-
vendes til screening for kgnskromosomaneuploidier
som Klinefelters syndrom (47, XXY) og Turners syn-
drom (45, X) [12], men med en dérligere detektions-
rate. Fosterets kon kan ogsa bestemmes ved denne
metode, idet tilstedevarelsen af genmateriale fra Y-
kromosomet i moderens blod vil betyde, at hun beerer
pé en dreng. Dette kan have klinisk betydning ved ar-
velige kgnsbundne sygdomme, eksempelvis Duchen-
nes muskeldystrofi [13]. Teknikken forventes snart at
kunne benyttes til detektion af arvelige sygdomme,
hvor faderen berer en sygdomsfremkaldende muta-
tion [14]. Endvidere er der inden for de seneste par ar
rapporteret om succesfuld brug af teknikken til detek-
tion af recessive sygdomme [14] og til sekventering af
hele fosterets genom [15, 16]. Disse analyser er dog
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Oversigt over fgrste trimester-test til prenatal screening.

Tidspunkt for test, uger
Procedure

Risiko for foster
Detektionsrate, %
Falsk positiv rate, %

Maternel alder + doubletest
+ nakkefoldsskanning
(kombineret screening)

Noninvasiv preenatal test pa
cellefrit fgtalt DNA

8-14 >10
Maternelt blod + ultralydskanning  Maternelt blod
Ingen Ingen

Ca. 90 for trisomi 21 [7]
Ca. 5 for trisomi 21 [7]

99,2 for trisomi 21 [21]
0,09 for trisomi 21 [21]

a) Inklusive efterfglgende invasiv test til hgjrisikogruppen.

=l

Testkarakteristika for noninvasiv praenatal test til screening for trisomier og kgnskromosomaneu-

ploidier.

Detektionsrate, %
Falsk positiv rate, %

Turners  Andre kgns-
Trisomi  Trisomi  Trisomi syndrom kromosom-
21 18 13 (45,X) aneuploidier  Reference
99,2 96,3 91,0 90,3 93,0 [21]
0,09 0,13 0,13 0,23 0,14 [21]

vanskeligere, idet de kraever mere avanceret bioinfor-
matik og en hgjere sekventeringskapacitet, men de
kan formentlig blive klinisk mulige i fremtiden.

Der er gennem de senere ar udfort en del stgrre
studier, hvor man har evalueret NIPT til screening for
trisomier. I hovedparten af disse studier har man te-
stet kvinder, som har haft en hgj risiko for, at der hos
fosteret var kromosomale aneuploidier (hgj alder,
positiv screening vha. serologi/skanning eller tidli-
gere graviditet med aneuploidi) [4], men der er for
nylig publiceret studier, hvori der ogsé er inkluderet
kvinder med lav risiko for aneuploidier, dvs. en stan-
dardscreeningspopulation [6, 17-20]. I en metaana-
lyse af Gil et al er resultaterne af studier fra perioden
januar 2011-januar 2015 af NIPT til screening for
trisomi 21, 18 og 13 samt kgnskromosom aneuploi-
dier sammenfattet [21]. Detektionsraten for trisomi
21 var 99,2%, og falsk positiv raten var 0,09% (Tabel
1). Detektionsraterne for trisomi 18 og 13 var hen-
holdsvis 96,3% og 91,0%, og tilsvarende falsk posi-
tive rater henholdsvis 0,13% og 0,13% (Tabel 2).
Detektionsraten for Turners syndrom var 90,3%
(falsk positiv rate 0,23%) og for andre kgnskromoso-
maneuploidier 93,0% (falsk positiv rate 0,14%). Der
findes endnu kun fa studier, hvori man har undersggt
testens vaerdi hos tvillinger, men det tyder p4, at de-
tektionsraten for trisomi 21 er noget lavere i tvillinge-
graviditeter end i singletongraviditeter [21].

Analysen er mest robust til screening for trisomi
21, hvilket kan heenge sammen med, at basesammen-
setningen (iseer GC-indholdet), kromosomstgrrelsen
og antallet af repetitive DNA-sekvenser varierer for
de forskellige kromosomer [22]. Desuden er de fleste
trisomi 21-fostre meiotisk opstaet, og confined placen-
tal mosaicism (placentamosaicisme) for trisomi 21 er
sjeelden. Placentamosaicisme kan generelt udggre et
problem ved NIPT. Ved denne tilstand har fosteret et
normalt antal kromosomer, men en procentdel af cel-
lerne i placenta har trisomi, hvilket kan medfgre et
falsk positivt svar ved NIPT.

IMPLEMENTERING AF NONINVASIV PRANATAL TEST

| DEN PRANATALE SCREENING OG STATUS | DANMARK
Det er endnu ikke afgjort, hvorledes denne nye scree-
ningsmetode kan indfgres i det eksisterende scree-
ningsprogram. Den nuvarende fgrste trimester-scree-
ning, der ogsd inkluderer en nakkefoldsskanning,
giver nogle flere kliniske informationer og mulighed
for tidligt at pavise andre lidelser eller misdannelser,
hvilket ikke er muligt med NIPT alene. NIPT er for
nuverende kun anvendelig til screening for trisomier,
og et abnormt resultat skal fglges op med en diagno-
stisk, invasiv test [23]. Det er vigtigt, at den gravide
rédgives om dette, og om at testen kan veere falsk po-
sitiv eller falsk negativ. I et nyligt publiceret dansk
studie har man undersggt, hvor mange genetiske
anomalier ud over trisomier man ville have overset,
hvis man kun havde udfgrt NIPT i stedet for den nu-
veerende screening [8]. Over en firedrsperiode i Dan-
mark blev 193.638 gravide screenet, og heraf fik
10.205 (5,3%) udfert en invasiv test pd baggrund af
alder, doubletest og nakkefoldsskanning. Ud af disse
havde 1.122 (11%) fostre genetiske anomalier,
hvoraf igen 262 (23,4%) ikke ville vaere blevet pavist
med NIPT, idet de ikke var trisomier. De »atypiske«
anomalier var seerligt hyppige blandt kvinder over 45
ar, ved nakkefoldstykkelse = 3,5 mm eller ved ab-
norme niveauer af hCGp eller PAPP-A. Forfatterne
konkluderede pa baggrund af dette, at NIPT pa nuvee-
rende tidspunkt vil vaere uegnet som eneste scree-
ningstest til alle gravide og ikke bgr anvendes ved
graviditeter, hvor risikoen ved den nuverende scree-
ning er meget hgj (> 1:100). En diagnostisk invasiv
test vil fortsat vaere det bedste tilbud til disse gravide.
En mulighed kunne vare at tilbyde NIPT til de kvin-
der, der har en intermedizer risiko for trisomier i det
nuverende screeningsprogram (f.eks. 1:300 til
1:1.000), en gruppe, der i dag ikke tilbydes yderli-
gere undersggelser. Endelig kunne NIPT tilbydes til
de kvinder, der har en hgj risiko ved den kombine-
rede screening, men som ikke gnsker en invasiv pro-
cedure. Det er i denne situation vigtigt at informere
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Next generation sequencing-apparatur fra lllumina pa Hvidovre
Hospital.

om, at NIPT ikke er en diagnostisk test som de nuvee-
rende undersggelser (kromosomundersggelse og ar-
ray-CGH). Den for tiden faldende pris for NIPT vil
formentlig betyde, at man pé et tidspunkt vil overveje
at tilbyde NIPT til alle gravide som supplement til de
nuverende undersggelser.

Forelgbig bliver screening for autosomale triso-
mier (trisomi 21, 18 og 13) med NIPT-teknikken ikke
udfert pé danske laboratorier, men pa flere private
fertilitets- og ultralydklinikker i Danmark tilbyder
man NIPT, hvor selve analysen foretages pé laborato-
rier i udlandet. Flere initiativer, der kan bane vejen
for indferelse af testen i Danmark, er pa vej, bl.a. pa
Hvidovre Hospital (Figur 2).

KONKLUSION OG PERSPEKTIV

NIPT pé cellefrit fotalt DNA i moderens blod er et
gennembrud inden for preenatal screening og vil uden
tvivl blive implementeret i det danske screeningstil-
bud for trisomier. Teknikken har endvidere poten-
tiale til i fremtiden at kunne benyttes til undersggelse
for andre genetiske lidelser. I studier har man fast-
sldet, at NIPT har en hej detektionsrate i forbindelse
med screening for seerligt trisomi 21. Det er dog vig-
tigt at informere den gravide om, at NIPT ikke er en
diagnostisk test, og hvis resultatet indikerer, at foste-
ret har trisomi, skal testen fglges op af en invasiv
prgve.

Den aktuelle praenatale screening for trisomier i Danmark i fgrste tri-
mester er baseret pa en doubletest (blodprgve, hvor pregnancy asso-
ciated plasma protein-A (PAPP-A) og den frie B-kaede af humant cho-
riongonadotropin (hCGB) males) kombineret med en
nakkefoldsskanning. Risikoen for specielt trisomi 21 (Downs syn-
drom) kan beregnes pa grundlag af kvindens alder, doubletesten og
stgrrelsen af fosterets nakkefold.

Detektionsraten for trisomi 21 med det nuvaerende screeningspro-
gram er ca. 90%, med en falsk positiv rate pa ca. 5%. Der udfgres ar-
ligt ca. 2.800 invasive procedurer i Danmark pa baggrund af dette.

Noninvasiv praenatal test (NIPT) foretages pa fragmenteret frit fgtalt
DNA, der cirkulerer i den gravides blod.

Cellefrit fgtalt DNA udggr ca. 10% af det totale frie DNA i moderens
perifere blod ved en gestationsalder pa ca. ti uger.

Fremskridt inden for genteknologi og bioinformatik har muliggjort
udvikling af meget praecise og sensitive metoder (next generation se-
quencing), der kan differentiere andringer i det fgtale DNA pa trods
af prgvens store mangde DNA fra moderen.

Teknikken benyttes for nuvaerende primaert til screening for trisomi
21, 18 og 13, men er ligeledes anvendelig til kgnskromosomaneu-
ploidier, dog med en ringere detektionsrate.

Detektionsraten for trisomi 21 med NIPT er i flere udenlandske stu-
dier rapporteret at vaere ca. 99%, med en falsk positiv rate under
0,1%.

Det er vigtigt at informere den gravide om begraensninger ved te-
sten, herunder at den kan vaere falsk negativ eller falsk positiv, og at
et abnormt resultat skal fglges op af en diagnostisk invasiv test.

SUMMARY

Louise Stig Hornstrup, Louise Ambye, Steen Sgrensen
& Finn Stener Jgrgensen:

Non-invasive prenatal testing is a breakthrough
in prenatal screening

Ugeskr Lzeger 2015;177:V09140465

Non-invasive prenatal testing (NIPT) using cell-free fetal DNA
from the peripheral blood of the pregnant woman has become
a possibility within recent years, but is not yet implemented in
Denmark. NIPT has proven to be very efficient in the screening
for especially trisomi 21. This article summarizes the basics
behinds the most used NIPT techniques and describes which
genetic conditions this method may detect. Finally, the future
aspects of implementing NIPT in the prenatal screening
programme in Denmark are discussed.
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