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Sammanfattning
och slutsatser

Next-generation sequencing (NGS) 4r en benimning pd de nya metoder som
har utvecklats under senare ar och som gor det mojligt att analysera stora delar
av genetiskt material i samma analys. NGS kan anvindas for att analysera fore-
komst av ett antal pd forhand bestimda kromosomavvikelser, sa kallad riktad
analys. NGS kan dven anvindas for att analysera en individs hela genom, sa
kallad helgenomsekvensering, och kan da identifiera genetiska avvikelser utan
det att det pa férhand bestimts vilken eller vilka avvikelser som eftersoks.

Riktad analys med NGS kan gilla trisomier (en individ har tre kopior av en
kromosom istillet for som normalt tvi), konskromosomavvikelser (d4 det finns
en, tre eller fler konskromosomer istillet f6r tvi), mikrodeletioner (di det saknas
en kopia av en kromosomregion) eller mikroduplikationer (d4 det finns en eller
flera extra kopior av en kromosomregion). Analys av fostrets DNA med NGS
kan goras frin ett blodprov taget frin den gravida kvinnan, si kallad icke-inva-
siv fosterdiagnostik eller NIPT (non-invasive prenatal testing). I Sverige erbjuds
NIPT med NGS-analys av trisomi 13, 18, 21 samt kdnskromosomavvikelser vid
ett fatal platser.

Helgenomsekvensering av fostrets arvsmassa med NGS kan goras pd bade inva-
siva (fostervattenprov eller moderkaksprov) och icke-invasiva prover (blodprov
fran den gravida kvinnan).
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Slutsatser

NGS for riktad analys

P Det saknas tillrickligt vetenskapligt underlag for att bedéma tillforlitlig-
heten av NGS vid NIPT f{6r att uppticka konskromosomavvikelser eller
trisomier andra dn trisomi 13, 18 eller 21. Studierna omfattar fi hindelser
och for monosomi X varierar metodens kinslighet betydligt mellan
studierna.

» P4 grund av olikheter i studiernas uppligg och populationer gir det inte att
viga samman resultaten. De studier som identifierats visar dock att falskt
positiva svar férekommer i storre utstrickning 4n falskt negativa.

P Det saknas tillrickligt vetenskapligt underlag for att bedéma tillforlitlig-
heten av NGS vid NIPT f6r att uppticka mikrodeletioner eller mikrodup-
likationer kopplade till kinda syndrom.
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P Analys av fostrets hela arvsmassa kan ing3 i vissa analyspaket, iven om den
primira frigan giller en specifik avvikelse. Detta kan bli ett etiskt problem
om kvinnan och partnern inte beretts méjlighet att ta stillning till om de
onskar dessa analyser.

NGS for helgenomsekvensering

P Underlaget ir otillrickligt for att dra nigra slutsatser om tillférlitligheten
for NGS vid helgenomsekvensering eller om ytterligare genetiska avvikelser
som paverkar anatomi, funktion eller utveckling kan upptickas med
metoden.

P NGS mojliggér detaljerad undersskning av fostrets hela arvsmassa utifrin
ett blodprov frin kvinnan. Eftersom metoden kan gi in pé detaljnivé, har
den potential att ge mer genetisk information 4n vad som efterfragas.

P Samtidigt som NGS pa sikt kan leda till tidig uppticke och behandling av
olika tillstind, innebir omfattande kartliggning av fostrets alla arvsanlag att
integritetskinslig och till stora delar svirtolkad information erhalls. Det
medf6r svarigheter att avgdra vilka avvikelser man ska leta efter och hur
resultaten ska férmedlas. Dessutom finns viktiga frigor rorande hantering
av genetisk information inom hilso- och sjukvirden samt hos kommersiella
aktdrer. Det finns behov av fordjupad etisk analys avseende samordning
och eventuell reglering av hur den information som metoden genererar ska
anvindas.
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Fragor

NGS for riktad analys

Denna rapport utvirderar hur tillf6rlitliga de resultat som erhalls med NGS
vid NIPT ir, i jimforelse med karyotypering, QF-PCR eller FISH-analys for
utfallen trisomier (andra dn trisomi 13, 18 eller 21), konskromosomavvikelse,
mikrodeletioner och mikroduplikationer.

NGS for helgenomsekvensering

Rapporten utvirderar dven hur tillférlitiga de resultat som erhélls med NGS
vid helgenomsekvensering ir, frin bade invasiva och icke-invasiva prover. Vidare
unders6ks hur manga ytterligare genetiska avvikelser som kan identifieras utover
de som kan upptickas med karyotypering eller mikroarray.

Rapporten belyser dessutom etiska aspekter av NGS inom fosterdiagnostik samt
hur blivande férildrar upplever virdet av informationen. Hilsoekonomiska
aspekter tas inte upp i denna rapport. Utvirdering av fosterdiagnostik med
mikroarray aterfinns i SBU-rapporten med titeln Fosterdiagnostik med mikro-
array for utékad analys av kromosomer [1].

Metod

Denna utvirdering dr genomf6rd enligt SBU:s metod [2].

Etiska aspekter

Fosterdiagnostik aktualiserar frigor om manniskovirde, férildrarnas autonomi
samt fostrets och forildrarnas hilsa. I denna rapport presenteras relevanta etiska
fragestillningar med NGS som analysmetod jimf6rt med karyotypering.

NGS for riktad analys

Den frimsta fordelen med NGS vid fosterdiagnostik ir att den kan anvindas
for att analysera icke-invasiva prover. Analys av icke-invasiva prover diskuteras
utforligare i en rapport fran SBU [3] och en annan frin Statens medicin-etiska
rad [4]. Yteerligare en fordel skulle kunna vara att mikrodeletioner och andra
mindre kromosomavvikelser kan upptickas.

Ett etiskt problem med NGS ir att det tillhandahélls i form av pa férhand
utformade analyser, dir alla inte behdver vara efterfrigade. Det har bland annat
medfért att NGS redan anvinds for att analysera forekomst av konskromosom-
avvikelser i samband med analys for trisomi 13, 18 och 21. Da NGS av icke-
invasiva prover inte innebdr nigon okad risk for missfall kan det f6r de blivande
forildrarna komma att uppfattas som en undersokning som det 4r svért att
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avsta frin. Beroende pd vilka kromosomavvikelser som i framtiden inkluderas

i analysen kan anvindningen av metoden bidra till en indikationsglidning, det
vill siga att hilso- och sjukvarden successivt borjar leta efter vad som idag
uppfattas som mindre allvarliga tillstaind. Det kan ocksd bidra till stigmatisering
av personer med de kromosomavvikelser som metoden kan identifiera.

NGS for helgenomsekvensering

Om metoden borjar anvinds for att kartligga en individs hela arvsmassa upp-
star etiska problem avseende svarigheter kring utformning av information om
metoden samt svirigheter med att avgora vad som ska analyseras och vilken
information som ska férmedlas.
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Inledning

Fosterdiagnostik anvinds rutinmaissigt i Sverige. Med fosterdiagnostik menas de
medicinska undersékningar av fostrets hilsotillstind som utfors nir det ligger i
livmodern. Under 1960-talet borjade ultraljud anvindas for att tidigt identi-
fiera tvillinggraviditeter [5] och med tiden kom metoden dven i bruk f6r att
datera graviditeten och identifiera missbildningar hos fostret. Ungefir samtidigt
introducerades invasiv provtagning i form av fostervattenprov eller moderkaks-
prov for vidare analys av fostrets arvsmassa. I Sverige genomgar ungefir 3-5
procent av alla gravida kvinnor invasiv fosterdiagnostik [6,7]. Dessa prov tas
genom att en nal fors in i kvinnans livmoder vilket medfor en nagot okad risk
for missfall.

Under senare ar har en metod utvecklats som gor att fostrets arvsmassa kan
analyseras fran ett blodprov taget frin den gravida kvinnan. Metoden kallas
icke-invasiv fosterdiagnostik eller Non-invasive prenatal testing (NIPT) och
bygger pd analys av de smé delar av fostrets DNA som licker ut i moderns
blod. Sekvensering 4r en metod for att bestimma ordningen av baserna i arvs-
massans DNA. Med en teknik som kallas Next-generation sequencing (NGS)
ar det nu mojligt att analysera fostrets hela arvsmassa bade frin invasiva och
icke-invasiva prover.

Med NGS kan ett stort antal gener analyseras samtidigt. Det kan innebira att
foraldrar i framtiden kan fa snabbare diagnos av foster med misstinkta kromo-
somavvikelser. NGS kan anvindas for att analysera forekomst av ett antal pa
forhand bestimda kromosomavvikelser, sa kallad riktad analys. NGS kan dven
anvindas for att analysera en individs hela genom, sa kallad helgenomsekven-
sering. Helgenomsekvensering identifierar genetiska avvikelser utan det att det
pa forhand bestimts vilken eller vilka avvikelser som eftersoks.

KAPITEL 1 INLEDNING 9



Kunskapslaget for analys av icke-invasiva prover f6r blodgruppsbestimning
och kénsbestimning i samband med diagnostik av kénskromosombundna
sjukdomar, har redovisats i en SBU-rapport fran 2011 [8]. Ytterligare en
SBU-rapport som utvirderar NGS for att diagnostisera trisomi 13, 18 och 21 i
icke-invasiva prover (NIPT) utkom 2015 [3]. Dessa utfallsmict kommer dérfor
inte att utvirderas hir.

NGS for riktad analys

Denna rapport utvirderar tillforlitligheten hos riktad NGS for att uppticka
forekomst av konskromosomavvikelser, trisomier andra 4n trisomi 13, 18 och
21, mikrodeletioner eller mikroduplikationer.

Konskromosomavvikelser

En konskromosomavvikelse innebir att det finns en eller tre kopior av en
konskromosom istéllet for tva. I sillsynta fall kan dven fler 4n tre kopior fore-
komma. Generellt medf6r konskromsomavvikelser inte lika allvarliga symtom
som trisomi 13, 18 eller 21. For flickor som endast har en X-kromosom
(Turners syndrom) ger det i normalfallet upphov till kortvuxenhet och infertil-
itet [9,10]. En del av symtomen vid Turners syndrom kan idag behandlas vid
de regionala Turnercentra i Sverige. Pojkar eller flickor med en extra X- eller
Y-kromosom, XXX, XXY eller XYY, har en 6kad benidgenhet for att fa vissa
psykosociala problem [8,9]. Precis som flickor med Turners syndrom 4r pojkar
med Klinefelters syndrom (XXY) infertila. Liksom till flickor med Turners
syndrom erbjuds symtomatisk behandling till pojkar med Klinefelters syndrom,
framfor allt i form av hormonbehandling.

Mikrodeletions- och mikroduplikationssyndrom

En individ kan dven ha mindre kromosomavvikelser som kan paverka anatomi,
utveckling eller funktion. Vissa av dessa avvikelser kallas mikrodeletioner (vid
forlust av kromosomfragment) eller mikroduplikationer (vid tillkomst av extra
kromosomfragment) eftersom de ir si sma att de oftast inte kan identifieras
med kromosomanalys i ljusmikroskop (karyotypering) utan kriver andra
metoder. Denna typ av kromosomavvikelser kan vara kopplade till syndrom
och dessa kallas d4 mikrodeletionssyndrom eller mikroduplikationssyndrom.
Exempel pa sex forekommande mikrodeletionssyndrom ir:

1p36-deletionssyndromet (kopplad till deletioner i kromosomregion 1p36)

Wolf-Hirschhorn syndrom (kopplad till deletioner i kromosomregion
4p16, ocksi kallad 4p16-deletionssyndrom eller monosomi-4p syndrom)

Cri du Chat syndrom (kopplad till deletioner i kromosomregion 5p15
ocksa kallad 5p-deletionssyndrom)

William syndrom (kopplad till deletioner i kromosomregion 7q11.23)
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Prader-Willi/Angelman syndrom (kopplad till deletioner i kromosomregion
15q11-q13)

22q11.2-deletionssyndrom (kopplad till deletioner i kromosomregion
22q11.2, tidigare kallad DiGeorge syndrom och CATCH22).

Ungefir 25 av 100 000 barn fods med 22q11.2-deletionssyndrom vilket
betyder att det f6ds ungefir 25 barn érligen med detta syndrom i Sverige.

For 1p36-deletionssyndromet dr motsvarande siffror mellan 10-20 barn per
100 000 fodda [11].

NGS for helgenomsekvensering

Rapporten utvirderar dven tillforlitligheten av NGS vid helgenomsekvensering
for att identifiera genetiska avvikelser pa bade invasiva och icke-invasiva prover.

NGS av hela genomet innebar att DNA-koden f6r hela genomet analyseras och
kan forutom att pavisa mikrodeletioner och mikroduplikationer dven pavisa
avvikelser pd basparsnivi. Med denna metod kan genetiska avvikelser identifi-
eras utan att det pd forhand 4r bestimt vilken eller vilka avvikelser som eftersoks.
Detta kan ge omfattande information om fostrets arvsmassa.

KAPITEL 1 INLEDNING 1






2 Bakgrund

Sjukvardens struktur och organisation

Den fosterdiagnostik som erbjuds gravida kvinnor i Sverige kan variera eftersom
landsting och regioner sjilvstandigt tar stdllning till de metoder som anvinds.
Alla landsting erbjuder dock ett frivilligt ultraljud runt graviditetsvecka 18 for
att identifiera flerbord, datera graviditeten och diagnostisera storre missbild-
ningar. Vissa landsting erbjuder kombinerat ultraljud och biokemiskt test av
blod (KUB) till kvinnor éver en viss alder. Aldersgriinsen varierar mellan de
olika landstingen [12]. KUB-testet dr utformat for att uppskatta sannolikheten
for att ett foster har trisomi 13, 18 eller 21, men har 4ven visat sig indikera
okad sannolikhet f6r andra kromosomavvikelser [13]. Vidare utredning med
invasiv diagnostik erbjuds om KUB pévisar en hég sannolikhet for trisomi eller
om ultraljudsundersékningen identifierat en avvikelse hos fostret. Vad som
anses som hog sannolikhet f6r trisomi hos fostret vid KUB ir vanligtvis virden
hégre dn 1 pa 200 eller 1 pa 250. Omfattande genetisk analys av invasiva prover
erbjuds frimst vid Sveriges sex klinisk genetiska mottagningar. Samtliga erbjuder
kvantitativ fluorescent polymeraskedjereaktion (QF-PCR), karyotypering och
fluorescent in situ hybridisering (FISH-analyser). Vid de fem kan dven analys
med mikroarray erbjudas.

KAPITEL 2 BAKGRUND 13



Beskrivning av den
utvarderade metoden

Invasiv provtagning

Innan inférandet av NIPT anvindes endast invasiva prover fran fostervatten,
moderkaka och i vissa fall navelstringsblod for att analysera férekomsten av
konskromsomavvikelser, mikrodeletioner eller mikroduplikationer. Vid moder-
kaksprov tas en mindre mingd moderkaksvivnad f6r analys, med hjilp av en
tunn ndl genom bukviggen in i livmodern. Provtagningen tar endast ett par
minuter och kan upplevas som obehaglig men vanligtvis inte smirtsam. Provet
kan tas fran graviditetsvecka 10. Fostervattenprov gar till pd ungefir samma sitt
men analysen gors istillet pd celler frin fostervattnet. Provet tas vanligen fran
graviditetsvecka 15. Moderkaksprov liksom fostervattenprov kan leda till oro
och medfér en viss 6kad risk f6r missfall motsvarande 0,1-0,5 procent [14,15].

Figur 2.1

For fosterdiagnostik
tas ett invasivt prov
fran fostervatten eller
moderkaka med en
nal genom bukvaggen
(1) medan ett icke-
invasivt prov tas som
ett blodprov fran
kvinnans arm (2).

MATTIAS KARLEN

S ——

Platser for provtagning

ILLUSTRATOR: M

@ Fostervattenprov, invasiv provtagning

@ Blodprov i armen, icke-invasiv provtagning

Icke-invasiv provtagning

For att komma ifran det obehag, oro och begrinsade risk f6r missfall som
invasiv provtagning medf6r har en annan metod utvecklats som gor att fostrets
arvsmassa kan analyseras fran ett blodprov taget pa den gravida kvinnan.
Blodplasma innehéller cellfritt DNA (cfDNA) det vill siga DNA som inte dr
bundet till cellkirnan. Hos gravida kvinnor hirstammar en del av detta DNA
fran fostret, s kallat cellfritt foster-DNA (cffDNA) och denna del utgdr den
s kallade fetala fraktionen av allt cellfritt DNA i blodbanan. CAFDNA har sitt
ursprung i celler frin moderkakan och kan upptickas redan frin graviditets-
vecka 4, det vill siga tva veckor efter befruktningen [3].
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Mingden cffDNA stiger med graviditetslingden och i genomsnitt utgdr den
fetala fraktionen mellan 10 och 20 procent av allt cellfritt DNA i blodet under
graviditeten. Fran graviditetsvecka 10 berdknas den fetala fraktionen ha nitt
cirka 10 procent hos en stor andel gravida. Aven i graviditeter med en ligre fetal
DNA-fraktion har den i de flesta fall nitt en nivd av mer dn 4 procent vilket
brukar riknas som den ligre grinsen for en NIPT-analys. Dirfor rekommen-
deras NIPT vanligen tidigast efter 9-10 graviditetsveckor. Mingden cffDNA
beror pa flera faktorer och i manga fall har 4 procent cffFDNA natts betydligt
tidigare i graviditeten. En av faktorerna som paverkar den fetala fraktionen ir
den gravida kvinnans vikt. Overviktiga kvinnor har ofta en ligre fetal fraktion
dn normalviktiga kvinnor.

CHDNA bestar av relativt korta DNA-fragment men hela det fetala genomet
finns representerat. Det har en kort halveringstid och ir kort tid efter forloss-
ningen inte sparbart, vilket sikerstiller att analysen gjorts pi DNA fran fostret
i den aktuella graviditeten och inte pd DNA frin foster frin en tidigare
graviditet [3].

NGS for riktad analys

Vid riktad analys undersoks forekomst av ett antal pa férhand bestimda
kromosomavvikelser. Tre olika metoder ingar i begreppet NGS:

Massive parallel shotgun sequencing (MPSS)
Riktad (targeted) Massive parallel sequencing (t-MPS)
SNP-based massive parallel sequencing (Single nucleotide

polymorphisms, SNP).

MPSS

Med MPSS bestims sekvensen f6r miljontals DNA-fragment samtidigt fran hela
genomet och fragmenten matchas direfter mot en etablerad referenssekvens for
det humana genomet. Varje fragment kan knytas till dess specifika kromosom.
Antalet fragment frin respektive kromosom/kromosomregion jimférs sedan mot
antal fragment frin flera referensregioner i hela genomet for att f ett mate pa
over- eller underskottet. Vid riktad analys gors denna jimférelse enbart i vissa
forbestimda regioner av genomet dven om hela genomet sekvenseras.

t-MPS

Med hjilp av ett urvalssteg innan analysen med t-MPS bestims endast sekven-
sen hos fragment frin de kromosomer som ir av intresse. Flera hundra regioner
som dr extra limpade f6r sekvensbestimning fran varje kromosom har da valts
ut i forvig. Liksom med MPSS jimf6rs antalet fragment med referensregioner
for att vid en avvikelse identifiera tillskott eller forlust av fragment fran den
kromosomen.
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SNP

En annan form av riktad NGS anvinder férekomsten av enbaspolymorfier i
genomet, si kallade SNP. Vid SNP-baserad analys viljs fragment fran dessa
polymorfa regioner pi de kromosomer som ir av intresse. Sekvensen for flera
tusen regioner per kromosom bestims och jimfors sedan med sekvensen for
motsvarande regioner i genomiskt DNA fran kvinnan.

De ovan nimnda metoderna har olika for- och nackdelar, till exempel vid
graviditeter med speciella férutsittningar saisom vid tvillingar och dggdona-
tioner. I de allra flesta fall ar dock metoderna i stort sett likvirdiga.

NGS for helgenomsekvensering

For NGS av hela genomet anvinds enbart Massive parallel shotgun sequencing

(MPSS).

Relation till andra metoder

Inom fosterdiagnostiken anvinds NGS i forsta hand for riktad genetisk analys
pa icke-invasiva prover, NIPT. Metoden anvinds f6r analys av trisomi 13, 18, 21,
samt konskromosomavvikelser vid ett fatal platser i Sverige. NGS kan ocksa
anvindas for analys av invasiva prover.

KUB-testet

KUB-testet erbjuds for berikning av sannolikheten for att ett foster har trisomi
13, 18 eller 21. Alla foster har i bérjan av graviditeten en liten spalt av vitska
i nackregionen. Denna vitskespalt mits med ultraljud i graviditetsvecka 11-14
och undersokningen benimns nackuppklarning (NUPP). Ju bredare vitske-
spalten idr desto storre dr sannolikheten for en kromosomavvikelse. Under
graviditetsvecka 9—14 finns ocksa ett samband mellan trisomi och nivéer av
graviditetshormonet beta-hCG och placenta-hormonet PAPP-A i blodet.
Genom att vdga samman kvinnans dlder och resultatet frin KUB-testet kan
sannolikheten for en kromosomavvikelse hos fostret beraknas. Om sannolik-
heten 6verstiger ett bestimt grinsvirde exempelvis 1 pa 200, 1 pa 250 eller

1 pa 300 (gransvirdet skiljer sig mellan olika landsting) erbjuds kvinnan en
genetisk analys pa ett invasivt prov frin moderkaka eller fostervatten.

Karyotypering

Karyotypering anvinds for att undersoka om det saknas eller finns extra kopior
av en kromosom eller storre delar av en kromosom. Med denna metod undersoks
individens kromosomuppsittning (karyotyp) visuellt med hjilp av ljusmikro-
skop. Karyotypering har hég diagnostisk tillforlitlighet for att uppticka storre
avvikelser sisom konskromosomavvikelser, men kan diremot inte uppticka
mindre avvikelser sisom mikrodeletioner.
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Mikroarray

Mikroarray dr en molekylirgenetisk metod. Vid fosterdiagnostik med denna
metod undersdks fostrets arvsmassa och bide kromosomavvikelser som inne-
fattar tillkomst eller forlust av en hel kromosom, savil som mindre avvikelser
som mikrodeletioner och mikroduplikationer, kan identifieras [1].

Andra metoder

Andra metoder med vilka det gér att identifiera kromosomavvikelser ar
Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA), QF-PCR och
FISH-analys. QF-PCR anvinds oftast enbart for att pavisa forekomst av
trisomi 13, 18 och 21 samt kdnskromosomavvikelser till skillnad fran karyo-
typering och mikroarray som analyserar hela arvsmassan. For vissa mikrodele-
tioner och mikroduplikationer kan 4ven riktade analyser goras med MLPA eller
FISH-analys. Med MLPA kan éven vissa monogena sjukdomar péavisas. MLPA,
QF-PCR och FISH-analys har fordelen att de gar att utfora pé tva till tre dagar
till skillnad fran karyotypering och mikroarray som ir mer tidskravande. En
karyotypering tar mellan tva till tre veckor och mikroarray en till tva veckor.

Anvandning av metoden i Sverige

NGS for riktad analys

Inom fosterdiagnostiken anvinds NGS for riktad analys vid NIPT. I dagsliget
erbjuds inte NIPT for identifikation av kromosomavvikelser generellt i svensk
sjukvird, men det kan komma att erbjudas inom en snar framtid som en del av
en fosterdiagnostisk vardkedja. Det som diskuteras ir att riktad NGS-analys vid
NIPT for trisomi 13, 18 och 21 samt kénskromosomavvikelser ska erbjudas till
gravida i de fall KUB visar att fostret har hég sannolikhet (1 pa 50 till 1 pa 1 000)
for trisomi. Till gruppen kvinnor med sannolikhetsvirden hogre 4n 1 pd 50
(1 paltdill1 pa50) kommer troligen invasiv provtagning att erbjudas direkt [16].

NIPT for analys av trisomi 13, 18 och 21 samt konskromosomavvikelser har
redan borjat erbjudas i vissa delar av Sverige. Nir det géller NIPT for analys av
mikrodeletioner kopplade till syndrom forekommer detta i dagsliget endast vid
privata kliniker, som skickar proverna pa analys till foretag som erbjuder denna
typ av tjanst.

NGS for helgenomsekvensering

NGS for analys av fostrets hela genom, fran invasiva eller icke-invasiva prover,
dr inget som i dagsldget erbjuds inom fosterdiagnostik i Sverige.
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Metod for den
systematiska
utvarderingen

Fragor och avgransningar

Utvirderingen har syftat till att besvara foljande fragor:

NGS for riktad analys

Vilken diagnostisk tillforlitlighet har riktad NGS vid NIPT jimf6rt med
karyotypering, mikroarray, QF-PCR eller FISH-analys avseende upptickten
av konskromosomavvikelser samt mikrodeletioner eller mikroduplikationer

kopplade till syndrom?

Hur upplever de blivande f6rildrarna virdet av informationen de far fran

NGS?
Vilka etiska och sociala aspekter bor beaktas?

Vilka kunskapsluckor (omriden dir studier saknas eller visar pa osikerhet)
finns?
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NGS for helgenomsekvensering

Vilken diagnostisk tillforlitlighet har NGS av hela genomet vid NIPT
jamfort med karyotypering/mikroarray/ QF-PCR/FISH-analys avseende
upptickten av genetiska avvikelser?

Vilken diagnostisk tillfrlitlighet har NGS av hela genomet pa invasiva
prover jimfort med karyotypering/mikroarray/ QF-PCR/FISH-analys
avseende upptickten av genetiska avvikelser?

Vilka ytterligare genetiska avvikelser kan identifieras vid anvindning av
NGS av hela genomet jimf6rt med karyotypering/mikroarray/ QF-PCR/
FISH-analys?

Finns en risk att genetiska avvikelser inte uppticks vid anvindning av
NGS av hela genomet jimfort med karyotypering/mikroarray/ QF-PCR/
FISH-analys?

Hur upplever de blivande férildrarna virdet av informationen de far frin

NGS?
Vilka etiska och sociala aspekter bor beaktas?

Vilka kunskapsluckor (omraden dir studier saknas eller visar pd osikerhet)
finns?

Fragestallning enligt PICO

I denna rapport har projektgruppen valt att precisera frigorna om NGS till tvd
PICO och en SPICE. De tva PICO-fragestillningarna har stillts upp for diag-
nostisk tillforlitlighet av metoden dér den ena avser riktad analys med NGS, och
den andra NGS av hela genomet. Upplagget enligt SPICE avser forildrarnas

upplevelse av virdet av informationen.

Diagnostisk tillforlitlighet och informationsmiangd med NGS

NGS for riktad analys

P (Population):
Foster hos gravida kvinnor som genomgar icke-invasiv fosterdiagnostik.

I (Intervention):

Riktad NGS.

C (Kontrollgrupp):
Karyotypering, mikroarray fran invasivt prov, QF-PCR
(for 13, 18, 21 och X +Y) eller FISH-analys (for 13, 18, 21, X, Y och
deletioner inom region 22q11).
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O (Effektmatt, utfallsmatt):

Skillnad i antal foster/barn som fir behandling innan eller i samband
med fodseln.

Sensitivitet och specificitet f6r konskromosomavvikelser, trisomier andra
in'T13,T18, T21, mikrodeletioner samt mikroduplikationer.
Diagnostisk tillf6rlitlighet och reproducerbarhet.

NGS for helgenomsekvensering

P

(Population):
Foster hos gravida kvinnor som genomgir invasiv eller
icke-invasiv fosterdiagnostik.

(Intervention):

NGS av hela genomet.

(Kontrollgrupp):
Karyotypering, mikroarray fran invasivt prov.

(Effektmatt, utfallsmatt):
Skillnad i antal foster/barn som far behandling innan eller i samband
med fodseln.
Skillnad i andel foster som erhiller diagnos.
Skillnad i andel foster dir ovintade fynd uppticks.
Sensitivitet och specificitet, for de diagnoser dir tillrickligt minga
hindelser finns.
Diagnostisk tillf6rlitlighet och reproducerbarhet.

Hur upplever de blivande fordldrarna vardet av informationen

S

(Sammanhang):
Samtliga linder som anvinder metoden.

(Perspektiv):
Gravida kvinnor och deras partner, som genomgir invasiv eller
icke-invasiv fosterdiagnostik.

(Intervention):
NGS for identifiering av konskromosomavvikelser, mikro-
deletioner- eller mikroduplikationer eller NGS av hela genomet.

C1 (Jimforelse 1):

Karyotypering, QF-PCR (for 13, 18, 21, X och Y),
FISH-analys (for 13, 18, 21, X, Y och deletioner inom region 22q11).

C2 (Jimforelse 2):

Inget test.
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E (Utvirdering):
Livskvalitet
Nojdhet
Okad méjlighet till att gora ett informerat val
Patientupplevelse.

Inklusionskriterier

Studier i fulltext pa svenska, norska, danska, engelska eller tyska publicerade
fran 2008 och framdt har inkluderats i denna rapport. Systematiska oversikter,
kontrollerade studier och kohortstudier har ocksa inkluderats, liksom fall-
kontrollstudier och tvirsnittsstudier. For fragestillningarna kring upplevd
nytta/risk av informationen hos de blivande f6rildrarna inkluderades dven
kvalitativa studier.

Exklusionskriterier

Detta projekt har exkluderat fallbeskrivningar, icke-systematiska éversikter,
djurstudier, iz vitro-studier, abstrakt enbart, brev, editorials och studier som
enbart utvirderar trisomi 13, 18, 21. Vidare har inte studier tagits med som
handlar om kénsbestimning eller blodgruppstillhérighet, studier som under-
soker preimplantatorisk diagnostik eller studier ddr provtagning sker pa ett
avlidet foster. Slutligen har sidana studier exkluderats som beskriver kvinnor
som genomgar fosterdiagnostik med riktad fragestillning pa grund av tidigare
kind genetisk avvikelse i familjen.

NGS for att bestimma kon eller blodgrupp hos fostret finns utvirderat
i en SBU-rapport fran 2011 [8]. Projektet inkluderade inte heller studier
som anvinder NSG for att enbart titta pd forekomst av trisomi 13, 18 och
21 hos fostret, di detta finns utvirderat i en SBU-rapport fran 2015 [3].

Metodik for den systematiska
itteraturgenomgangen

Litteratursokning

Litteratursdkningen utférdes i databaserna PubMed, Embase, Cinahl och
Cochrane Library till och med 2015-08-09. For en mer detaljerad beskrivning
av vilka soktermer och begrinsningar som anvints, se Bilaga 1. Litteratursok-
ningen till denna rapport gjordes tillsammans med litteratursékningen till
SBU-rapporten "Fosterdiagnostik med mikroarray for utékad analys av kromo-
somer” [1] varfor termer som ticker upp mikroarrayanalys och andra omriden
som den rapporten tar upp dven dterfinns i sdkstrategin.
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Relevansgranskning

Abstraktlistor som genererades vid litteratursokningen granskades av tva
sakkunniga oberoende av varandra, se Bilaga 2. Studier som bedomdes rele-
vanta for projektets fragestillningar av minst en av de sakkunniga granskades
i fulltext. Fulltextartiklar granskades av tvd sakkunniga oberoende av varandra
med hinsyn till inklusionskriterierna. Studier som vid granskning i fulltext
inte uppfyllde inklusionskriterierna exkluderades med angivande av huvudsak-
ligt skl till exklusion, se Bilaga 3. Vid meningsskiljaktigheter rorande artiklar
som granskades i fulltext bedémdes relevansen av ytterligare en person ur

projektgruppen.

Kvalitetsgranskning

De inkluderade studierna kvalitetsgranskades och bedomdes ha hég, medelhog
eller lag kvalitet. Som st6d for bedémningen anvindes en mall f6r kvalitets-
granskning av diagnostiska studier, QUADAS, se Bilaga 2, en mall for
kvalitetsgranskning av kvalitativa studier och en mall for kvalitetsgranskning av
systematiska oversikter, AMSTAR se Bilaga 5 och 6 i Utvirdering av metoder
i hilso- och sjukvarden: En handbok [2]. Endast studier av medelhdg kvalitet
som finns i Tabell 11.1 och 11.2 ligger till grund for resultaten i rapporten. For
de fragestillningar dir inga eller enbart ett fital studier av medelhdg kvalitet
identifierades tabellerades dven studier av lag kvalitet, se Tabell 11.3. Flodess-
chema over litteraturgranskning, urval av studier och de inkluderade studier-
nas kvalitet visas i Figur 3.1.

Statistik

I de studier ddr det saknats uppgifter om sensitivitet, specificitet och/eller konfi-
densintervall, har SBU riknat fram dessa data i de fall dér det varit mojligt, med
RevMan version 5.2.
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Figur 3.1
Flodesschema 6ver
litteraturgranskning
och urval av studier. 1 969 abstrakt fran
databassokning

26 abstrakt via
handsékning

1 676 abstrakt
exkluderade

319 artiklar ldsta i fulltext

280 artiklar
exkluderade

Lag metodologisk kvalitet: Medelhog metodologisk Hog metodologisk kvalitet:
23 artiklar kvalitet: 16 artiklar 0 artiklar
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4 Resultat

Denna utvirdering omfattar en genomgéng av sammanfattningar (abstrake)
till 1 969 vetenskapliga artiklar, varav 319 artiklar granskades i fulltext se
Figur 3.1). Av de 319 artiklarna inkluderades 16 studier av medelhog kvalitet
som ligger till grund f6r resultaten se Tabell 11.1 och 11.2. Ytterligare 23 stu-
dier bedomdes vara relevanta men exkluderades pa grund av lag kvalitet utifran
projektets fragestillningar se Tabell 11.3 och Bilaga 3.

En sammanfattning av antal studier som identifierades for respektive frage-
stillning samt begrinsningar i de inkluderade studierna finns i Tabell 4.1.

NGS for riktad analys

Riktad analys vid NIPT for identifikation
av konskromosomavvikelser och trisomier
andra an trisomi 13, 18 och 21

Metodologiska begransningar

Tretton studier inkluderades avseende diagnostisk triffsikerhet for trisomier
(andrainT13, T18, T21) och kénskromosomavvikelser med NGS vid NIPT.
I nio av de inkluderade studierna har resultatet jimforts mot ett referenstest,
vanligtvis karyotypering efter invasiv provtagning [17-25].
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Table 4.1
Summary of findings.

Type of samples  Outcome Number of included Comments

studies with low or
moderate risk of bias

NGS for targeted analysis

NIPT Monosomy 9 Few events, inconsistency
X in data, differences in study
design, population and
sequencing method applied

NIPT XXX 4 Few events, inconsistency
in data, differences in study
design, population and
sequencing method applied

NIPT XXY 5 Few events, inconsistency
in data, differences in study
design, population and
sequencing method applied

NIPT XYY 4 Few events, inconsistency
in data, differences in study
design, population and
sequencing method applied

NIPT Trisomies 3 8 cases of other
other than autosomal trisomies
T13,T18, T21

NIPT Microdeletions 1 Only cases identified with
associated (2 studies with high NGS underwent invasive
with known risk of bias) sampling for confirmation
microdeletion
syndromes

NIPT Microduplica- 0 No studies identified
tions associated (0 studies with
with known high risk of bias)
microduplication
syndromes

NGS for whole genome sequencing/whole exome sequencing

NIPT 2 Few events with different
(0 studies with high genetic abbreviations.
risk of bias) Different methods applied
in the two studies
Invasive 0 Highly selected populations.
(3 studies with high Only studies with high
risk of bias) risk of bias identified.

NGS = Next-generation sequencing; NIPT = Non-invasive prenatal testing

I de ovriga fyra studierna [25-28] har enbart ett selekterat urval, oftast de fall
som identifierats som positiva med NGS vid NIPT, konfirmerats med karyo-
typering, medan undersokning av barnet efter férlossningen (fenotypen) har
anvints som referenstest for ovriga. Dessa studier finns tabellerade men har inte
ingétt i analyserna av sensitivitet och specificitet dd projektgruppen bedomde
att barnets fenotyp inte var tillrickligt tillforlitlig for att berikna antalet sant
och falskt negativa fall for utfallsmatt kdnskromosomavvikelse. Majoriteten av

de ingdende studierna 4r genomférda tillsammans med en kommersiell partner,
se Tabell 11.1.
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Vid genomgang av studierna konstaterades att de skiljer sig it i minga avse-
enden, se Tabell 4.2 och Tabell 11.1. Olika typer av studiedesign har anvints
och vissa studier har anvint frysta prover. Aven den undersokta populationen
varierar. En del av studierna inkluderar enbart kvinnor med hog sannolikhet
for kromosomavvikelse medan andra inkluderar en blandning av de som har
hég och lig sannolikhet. Vad som riknas som hog sannolikhet f6r kromosom-
avvikelser kan dven det variera mellan studierna, men i de flesta fall inkluderas
graviditeter med hog sannolikhet vid ett KUB-test, hog dlder hos modern eller
funnen missbildning hos fostret vid en ultraljudsundersékning. De analyserade
proverna ir tagna bide under forsta, andra och tredje trimestern. Aven kvinnor-
nas alder varierar. Exempelvis finns det en studie som enbart inkluderar kvinnor
over 35 ar [24] medan en annan endast inkluderar kvinnor yngre dn 35 ar [25].

I 4 av de 13 inkluderade studierna ingér fler 4n 1 000 gravida kvinnor
[25-27,29] men endast i 1 av dessa studier analyseras hela populationen bade
med NIPT och ett referenstest [29]. Av studierna som har en population pé
firre an 1 000 gravida kvinnor sa analyserar 7 studier hela populationen bade
med NIPT och med ett referenstest [17,24,30-34]. I en av studierna har en
analys med referenstest endast gjorts pd de individer som haft ett positive NGS/
NIPT-svar [28] och i studien av Bianchi och medférfattare har en subgrupp valts
ur den totala kohorten ddr proverna analyserats med bigge metoderna [22].

Redovisningen av bortfall, omkorning och omtagning av prover dr komplex
och i en del fall bristfilligt beskrivet i studierna. I flera studier anges att ett
visst antal prover ir "non reportable” det vill siga att de inte ger ett konklusivt
resultat och de riknar inte med dessa prover nir sensitivitet och specificitet
riknas ut. En viktig faktor vid klinisk anvindning av ett test 4r i hur stor andel
av proverna analysen inte genererar ett slutgiltigt svar och dir provet maste tas
om. Bortfall kan dven ske pa grund av att prover inte uppfyller preanalytiska
kvalitetsparametrar (till exempel for lite blod/plasmavolym, felmirke/felaktigt
provror eller for lang tid fran provtagning till ankomst till laboratoriet). Aven
analytiska kvalitetsparametrar (till exempel f6r lagt DNA-innehill, for lag fetal
fraktion) kan ge bortfall. I medeltal hade fyra procent av proverna bortfall som
beror pa att NGS-analysen misslyckats pa grund av f6r lagt DNA-innehall,
omtagning av prover eller ett icke-konklusivt resultat.
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Table 4.2 Included studies investigating NIPT with NGS for identification of sex chromosomal aneuploidies (SCA).

Author, year
Reference
Country

Study design

Sequencing
method

Time of study

Population

Risk for aneuploidy

Mean maternal age (years)
Mean gestational

age (weeks)

Outcome

Number of
included samples
Number of samples
lost to follow-up

Jiang, 2012 Prospective, multicenter MPSS 2009-2010 High risk SCA 903

[30] (biobanked samples) 20-45 1

China 10-34

Liang, 2013 Prospective, multicenter Not specified 2009-2011 High risk SCAand T9 435

[31] (biobanked samples) 31 23

China Y

Porreco, 2014 Prospective, multicenter, MPSS 2009-2011 High risk SCA 4170

[29] (biobanked samples) 35 969 (892) (different

USA 16 number of non-
reportable result for
different outcomes)

Bianchi, 2012 Prospective, multicenter, MPSS 2010-2011 High risk Monosomy X 532 (selected from 2 882

[22] nested case control 35 samples)

USA (biobanked samples) 15 2

Song, 2013 Prospective cohort Not specified 20M High and low risk SCA 1916

[25] (not biobanked samples) 29 (all less than 35) (not all samples underwent 184

China 17 invasive reference test)

Yao, 2014 Prospective cohort, Not specified 2011-2012 High and low risk SCA 5950

[27] (not biobanked samples) 30 (not all samples underwent 484

China 19 invasive reference test)

Lau, 2014 Prospective cohort, Not specified 2011-2013 High and low risk SCA + other trisomies, 1982

[26] (not biobanked samples) 36 deletions and duplications 1

China 14,5 (median) (not all samples underwent

invasive reference test)

The table continues on the next page



3 Table 4.2 continued
=
E Author, year Study design Sequencing Time of study Population Outcome Number of
IN Reference method Risk for aneuploidy included samples
Country Mean maternal age (years) Number of samples
z Mean gestational lost to follow-up
2 age (weeks)
c
E: Song, 2015 Prospective cohort Not specified 2012-2013 High risk SCA 213
[24] (not biobanked samples) 37 (all over 35) 35
China 10 (only first trimester)
Shaw, 2014 Prospective, MPSS 2012 High and low risk SCAandT16 201
[34] multicenter cohort (not 35 1
China biobanked samples) 17
Comas, 2015 Prospective cohort SNP/ 2013 High and low risk SCA (only high risk 333 (217 analysed for SCA)
[28] (not biobanked samples) 37 pregnancies at NIPT 22
Spain t-MPS 15 underwent the invasive
reference test)
Mazloom, 2013 Prospective cohort MPSS ns High risk SCA 41
[32] (biobanked samples) 36 (median) 21
USA 17 (median)
Nicolaides, 2013 Prospective cohort SNP ns High risk SCA 242
[33] (biobanked samples) 36 (median) 13
United Kingdom 13 (median)
Pergament, Prospective, SNP ns High and low risk SCA 1064
2014 multicenter cohort, (not 30 98
[17] biobanked samples) 14
USA

ns = Not stated; MPSS = Massive parallel shotgun sequencing; SCA = Sex chromosome aneuploidy; SNP = Single
nucleotide polymorphism; T = Trisomi; t-MPS = Targeted massive parallel sequencing
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Antal foster och barn som far behandling

De kromosomavvikelser som kan upptickas med NGS gar i nulidget inte att
behandla, men diremot kan sjukvirden erbjuda behandling som skapar gynn-
sammare forutsittningar for graviditet och forlossning. Det kan innefatta extra
overvakning under graviditeten, forlossning genom kejsarsnitt eller pa specialist-
klinik utifran det férvintade behovet hos barnet.

Vi har inte identifierat nagra studier som undersoker om fosterdiagnostik med
NGS leder till att fler eller firre barn far behandling innan eller i samband med

fodseln.

Sensitivitet och specificitet

D4 de flesta studierna endast identifierar ett fital fall av konskromosomavvi-
kelser med NGS vid NIPT resulterar en utrikning av sensitiviteten i mycket
heterogena resultat (stor variation mellan studierna) och vida konfidensintervall.
Spridningen beror troligen ocksa pa att de ingdende studierna har olika studie-
uppligg samt att olika analysmetoder och populationer har ingatt. Da studierna
i flera avseenden ir olika och resultaten skiljer sig at betydligt, bor resultaten
fran de enskilda studierna inte vigas samman. For utfallsmattet monosomi X
gar sensitivitet och specificitet att berdkna i nio av de inkluderade studierna,

se Faktaruta 4.1 [17,22,24,29-34]. Det ir diremot bara fyra studier som
redovisar data for utfallsmittet XXX och fem for utfallsmitten XXY och XYY
[24,29-32,34]. Endast de prover som har genererat ett resultat har inkluderats i
berikningarna. I Figur 4.1-4.4 visas sensitiviteten och specificiteten som berik-
nats frin de enskilda studierna. Utrikningarna har gjorts i RevMan version 5.2.
I programmet korrigeras celler med nollvirde med 0,5.

En studie inkluderar fall av trisomi 9 [31], en annan fall av trisomi 16 [34] och
ytterligare en fall av andra trisomier samt deletioner och duplikationer [26].
Det var diremot sa fa fall som uppticktes, att en berikning av sensitivitet och
specificitet inte skulle bli meningsfull.

Falskt positiva och negativa resultat
Bade kvinnan och sjukvéirdspersonalen kan uppfatta NGS vid NIPT som ett

sdtt att faststilla diagnos, vilket det inte ér i sin nuvarande form. Det kan ocksa
vara svart att forstd att ett och samma test kan vara tillforlitligt for ett visst
utfallsmatt men kanske mindre tillforlitlige for ett annat. NGS vid NIPT ir
tillforlitlig avseende forekomst av trisomi 13, 18 och 21 hos en population med
hég sannolikhet f6r kromosomavvikelse [3]. Diremot finns det i dagsldget inte
tillrdckligt vetenskapligt underlag fr att bedoma om det ér tillforlitligt eller
inte for konskromosomavvikelser. I de inkluderade studierna aterfinns bade
falskt positiva och falskt negativa provsvar. Ett falskt positivt resultat innebir att
NIPT-svaret visar att fostret har en kromosomavvikelse fast det i sjilva verket
inte har det. Ett falske negativt resultat innebir att analysen visar att fostret inte
har en kromosomavvikelse trots att det har det.
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I Tabell 4.3 redovisas hur ménga studier som inkluderats for de olika utfalls-
mitten, hur manga analyser som genomf6rts och hur manga positiva fall
som identifierats med NGS vid NIPT. Tabell 4.3 och 4.4 inkluderar dven de
studier dir enbart prover som var positiva med NGS vid NIPT analyserades
med referenstest. Projektgruppen har valt att inte kan viga samman data i en
metaanalys och redovisar dérfér enbart ett medianvirde samt minsta respektive
hogsta virde for studierna. Detta innebir att vi inte kan sla fast nagot positivt
prediktivt virde, det vill sdga hur stor andel av dem som identifieras som positiva
med metoden som ir sant positiva, avseende dessa utfallsmétt. Tabell 4.4 visar
en mer detaljerad beskrivning av resultaten fran de studier dir biade sant och
falskt positiva resultat forekom.

I Tabell 4.5 redovisas hur méanga studier som inkluderats for de olika utfalls-
matten, hur minga analyser som genomforts och hur manga negativa fall som
identifieras med NGS vid NIPT. Sammantaget férekommer falskt positiva svar
i storre utstrickning dn falskt negativa i detta material. Vidare ses tydligt att
for utfallsmitten monosomi X, XXX och XXY har det gjorts fler analyser och
identifierats fler fall i de studier som rapporterat bade sant positiva och falskt
negativa. Detta indikerar att dessa resultat i stdrre utstrickning aterspeglar vad
som kan forvintas vid ett klinisk inforande av detta test, in de som kommer
fran studier som enbart har sant positiva eller falskt positiva.

Faktaruta 4.1
Referenstest (Karyotypering) Diagnostiska begrepp.

Kromosomavvikelse finns Kromosomavvikelse saknas

korrekt)

Eo o Sant positiv
S Positivt 4 - P o Falskt positiv
aststaller korrekta
S testresultat : (falskt alarm)
o avvikelser)
= O
3 ]
%8
BE Sant negati
=9 Negativt Falskt negativ Ia " negavllvl
®  testresultat (avvikelser missas) (utesluter avvikelser
%
()]
Z

Testmetodens tillforlitlighet kan bedémas med hjdlp av effektmatten sensitivitet och
specificitet. Testmetoden ska vara kénslig, det vill sdga pavisa befintliga fynd, och
specifik, det vill sdga bara pavisa sanna fynd. Sensitivitet uttrycker sannolikheten att
metoden detekterar ett sant fynd, medan specificitet uttrycker sannolikheten for att
metoden inte detekterar falska fynd.

Dessa raknas ut genom:
Sensitivitet = Sant positiva/alla positiva fynd detekterade med referenstestet = A/(A+C)
Specificitet = Sant negativa/alla negativa med referenstestet = D/(B+D)
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Figur 4.1-4.4 Sensitivitet och specificitet for NIPT med NGS for att identifiera kénskromosomavvikelser.

Figure 4.1 Sensitivitet och specificitet for identifikation av monosomi X.

Studie, ar Sensitivitet Specificitet Sensitivitet Specificitet
(95% KI) (95% KI)
Bianchi, 2012 0,94 (0,70; 1,00) 1,00 (0,99; 1,00) — u
Jiang, 2012 0.75(0,19; 0,99) 1,00 (0,99; 1,00) = L
Liang, 2013 1,00 (0,48; 1,00) 1,00 (0,99; 1,00) u u
Mazloom, 2013 0,94 (0,73;1,00) 1,00 (0,99; 1,00) — L]
Nicolaides, 2013 1,00 (0,03; 1,00) 1,00 (0,98; 1,00) = u
Pergament, 2014 0,92 (0,62; 1,00) 1,00 (0,99; 1,00) —— u
Porreco, 2014 1,00 (0,66; 1,00) 1,00 (0,99; 1,00) —a [ |
Shaw, 2014 0,75 (0,19; 0,99) 1,00 (0,96; 1,00) = -
Song, 2015 0,00 (0,00; 0,98) 0,99 (0,97;1,00) = -
1

Figure 4.2 Sensitivitet och specificitet for identifikation av XXX.

(SDN) DNIDNIND3IS NOILYYINID-1LXIN dIW MILSONDVIAHILSOS

Studie, ar Sensitivitet Specificitet Sensitivitet Specificitet
(95% Ki) (95% K1)

Liang, 2013 1,00 (0,03; 1,00) 1,00 (1,00; 1,00) u

Mazloom, 2013 1,00 (0,03; 1,00) 1,00 (0,99; 1,00) u

Porreco, 2014 1,00 (0,40; 1,00) 1,00 (1,00; 1,00) N

Song, 2015 Inte specificerat 0,99 (0,97; 1,00)
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Figure 4.3 Sensitivitet och specificitet for identifikation av XXY.

Studie, ar Sensitivitet Specificitet Sensitivitet Specificitet
(95% KiI) (95% Ki)
Jiang, 2012 1,00 (0,16; 1,00) 1,00 (0,99; 1,00) ] |
Liang, 2013 1,00 (0,03; 1,00) 1,00 (0,99; 1,00) u L]
Mazloom, 2013 1,00 (0,48; 1,00) 1,00 (0,99; 1,00) B u
Porreco, 2014 1,00 (0,03; 1,00) 1,00 (0,99; 1,00) | [ |
Song, 2015 Inte specificerat 0,99 (0,97;1,00) -
02 04 06 08 1 0O 02 04 06 08 1
Figure 4.4 Sensitivitet och specificitet for identifikation av XYY.
Studie, ar Sensitivitet Specificitet Sensitivitet Specificitet
(95% KI) (95% Ki)
Jiang, 2012 1,00 (0,03;1,00) 1,00 (1,00; 1,00) | |
Liang, 2013 1,00 (0,03;1,00) 1,00 (0,99; 1,00) | [ |
Mazloom, 2013 1,00 (0,16; 1,00) 1,00 (0,99; 1,00) . [ |
Porreco, 2014 1,00 (0,03; 1,00) 1,00 (1,00; 1,00) ] .
Shaw, 2014 1,00 (0,03; 1,00) 1,00 (0,96; 1,00) | -
02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1



Table 4.3 Distribution of positive events in studies using NGS and non-invasive samples (NIPT).

Outcome

Number of
included studies

Only true positive events:
Number of studies
Number of events

(number of successful analyses)

Only false positive events:
Number of studies

Number of events

(number of successful analyses)

Both true and false positive events:
Number of studies

Number of events

(number of successful analyses)

Monosomy X 13 4 2 7
7 2 81
(332) (179) (6379)
XXX 6 3 1 2
4 1 17
(804) (178) (3 280)
XXY 7 3 2 2
8 2 10
(1705) (179) (3 208)
XYY 6 5 0 1
6 1
(5006) (2%)

* Only cases with positive NIPT results underwent confirmation from invasive samling.

Table 4.4 Number of analyses, true and false positive events, and the proportion of false positive events in the studies where both true and false positive event were identified.

Proportion of false
positive events
Median (range)

Number of false
positive events
Median (range)

Number of true
positive events
Median (range)

Outcome Number of Studies Total number of

successful analyses

(SDN) DNIDNIND3IS NOILYYINID-1LXIN dIW MILSONDVIAHILSOS

Monosomy X 7 6379 9 1 16.7%

(3-17) (1-11) (6.3-55%)
XXX 2 3280 55 3 36,4%

(4-7) (3-3) (30.0-42.9%)
XXY 2 3208 2 3 61,9%

(1-3) (2-4) (57.1-66.7%)
XYY 1 2 1 1 50%
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Table 4.5 Distribution of negative events in studies using NGS and non-invasive samples (NIPT).

Outcome

Number of included studies

Only true negative events: Only false negative events
Number of studies

(Total number of
successful analyses)

Both true and false negative events:
Number of studies

Number of false negative events
(Number of successful analyses)

Monosomy X 9 3 0 6
(3911) 5(2870)

XXX 4 4 0 0
(4 250)

XXY 5 5 0 0
(5084)

XYY 5 5 0 0
(5006)




Riktad analys vid NIPT for
identifikation av mikrodeletioner

En studie av medelhog kvalitet [35] (Tabell 11.2) och tva av lig kvalitet [21,23]
(Tabell 11.3) identifierades som utvirderade NGS vid NIPT for detektion av
mikrodeletioner. I studien av Helgeson och medforfattare utvirderas tillforlit-
lighet for att identifiera sju specifika mikrodeletioner i totalt 175 393 prover
[35]. De sju mikrodeletioner som analyserades idr kopplade till foljande syn-
drom: 1p36-deletionssyndrom, 22q11.2-deletionssyndrom, Wolf-Hirschhorn
syndrom, cri du chat-syndrom, Jacobsen syndrom, Langer-Giedion syndrom
och Prader-Willi/Angelman syndrom. Totalt pavisade NGS av NIPT-proverna
55 positiva fall. Av dessa kunde 50 konfirmeras som sant positiva med referens-
testet medan 3 var falskt positiva och 2 inte kunde analyseras. Denna studie
kan inte anvindas for en berikning av metodens sensitivitet och specificitet da
samtliga prover inte har analyserats med bide NGS vid NIPT och referenstest
[35]. Studierna av Jensen och medférfattare samt Wapner och medforfattare
bedomdes ha lag kvalitet framforallt pd grund av att de prover som analyserats
var fa och/eller vildigt selekterade [21,23], till exempel anvindes artificiellt
DNA i studien av Wapner och medférfattare. Resultaten kan dirfor inte
anvindas for att gora en uppskattning av sensitivitet eller specificitet for NGS

vid NIPT i en Kklinisk vardag.

NGS for helgenomsekvensering

Analys av hela genomet med NGS
pa icke-invasiva prover
Tva studier av medelhog kvalitet har utvirderat NGS av hela genomet for att

identifiera kromosomavvikelser i icke-invasiva prover [19,36]. De referenstester
som anvints dr karyotypering respektive mikroarray pa invasiva prover.

En av studierna har en prospektiv kohortdesign dir svar fran icke-invasiva
prover som visar pa forlust eller tilligg av genetiskt material verifieras genom
karyotypering eller mikroarray av invasiva prover fran fostervatten eller moder-
kakan [19]. I denna studie med 1 451 gravida kvinnor upptickte forfattarna fyra
positiva fall med NGS varav tre kunde bekriftas med referenstestet (sant positiva)
samt ett fall som inte kunde bekriftas (falske positiv) [19].

Den andra studien 4r en retrospektiv fall-kontrollstudie baserad pa resultaten
fran tidigare mikroarrayanalyser av invasiva prover [36]. Totalt undersoktes
prover fran 117 gravida kvinnor dér 18 prover visade pa kromosomavvikelser
med mikroarray och 99 var utan. I NGS-analysen uppticktes 10 av 11 stora
avvikelser (>5 Mbp) medan endast en av sju mindre avvikelser (<5 Mbp) upp-
ticktes. NGS-analysen visade dven pa falskt positiva resultat i fyra fall.
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Analys av hela genomet med NGS pa invasiva prover

For denna frigestillning identifierades enbart studier av lag kvalitet (Tabell 11.3).
I en studie av Drury och medf6rfattare analyseras invasiva prover fran foster dir
avvikelser upptickts vid ultraljudsundersokning utan att koromsomavvikelser
identifierats med mikroarray/karyotypering [37]. Syftet var att undersoka om
ytterligare genetiska avvikelser av klinisk relevans kunde identifieras med NGS.
Av de 24 foster som analyserades identifierades ytterligare avvikelser kopp-
lade till diagnoser hos fem, samt en méjlig diagnos hos ytterligare ett foster.
D4 studien baserar sig pa ett begrinsat och vildigt selekterat material, vilket
forfattarna sjilva framhaller, gjordes beddmningen att den inte kan anvindas
som underlag for ndgra slutsatser i frigestillningen [37]. Vidare identifierade
projektgruppen ytterligare tva studier av lig kvalitet [18,20]. Dessa studier kan
mer ses som ~proof of principle”-studier dir enbart ett fatal vildigt selekterade
prover har analyserats. Projektgruppen har inte identifierat nagra studier som
undersoker vilka mojliga kromosomavvikelser som det finns risk att missa,
om NGS anvinds for analys av hela genomet istéllet f6r en alternativ metod.

Upplevelse och vardering av
informationen de blivande
foraldrarna far fran NGS

Det vetenskapliga underlaget 4r otillrickligt f6r att bedéma hur blivande
forildrar upplever virdet av informationen som de far med NGS f6r utfalls-
matten konskromosomsavvikelse eller mikrodeletioner kopplade till kinda
syndrom, eller NGS vid helgenomsekvensering. Darmed behévs fler studier.

For denna fragestillning inkluderades en studie med kvalitativ metodik dar
forskarna med hjilp av fokusgrupper fragat 31 kvinnor om deras uppfattning
kring att analysera for forekomst av och rapportera konskromosomavvikelser
och mikrodeletioner kopplade till kinda syndrom vid anvindning av NIPT
[38]. Studien bedémdes vara av lag kvalitet och har inte tabellerats.
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S Kostnader

Denna rapport inkluderar inte nigon hilsoekomisk analys.

NGS for riktad analys

NGS vid NIPT kostar mer dn en KUB-undersokning men har ddremot en
nagot ligre kostnad 4n invasiv provtagning med efterf6ljande karyotypering,.
NGS vid NIPT utférs endast i begrinsad omfattning i Sverige och kostnaden
dr for narvarande cirka 6 000 kronor per undersékning [3]. Priset forvintas
dock sjunka i framtiden i takt med att metoden utvecklas och blir vanligare.
Om testet kops via privat modravard ligger den pa mellan 8 000 och 11 000
kronor. Kostnaden f6r en KUB-undersokning dr omkring 1 500 kronor

och for en invasiv provtagning och karyotypering beriknas kostnaden vara

6 0009 000 kronor [3].

NGS for helgenomsekvensering

NGS av hela genomet ligger pa en kostnad av cirka 20 000 kronor. I dagsliget
behover i regel 4ven de blivande férildrarnas arvsmassa analyseras tillsammans
med fostrets arvsmassa vid helgenomsekvensering. Kostnaden blir da hogre.
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Etiska och sociala
aspekter

Inledning

Den huvudsakliga malsittningen med fosterdiagnostiska metoder ir att ge de
blivande férildrarna forutsittningar for att kunna fatta ett informerat beslut
samt att virna om kvinnans reproduktiva autonomi [39-41].

En annan mélsittning, som anses mer kontroversiell, ar barnets och familjens
framtida hilsa och livskvalitet [7]. Detta eftersom manga av de kromosom-
avvikelser som identifieras inte dr behandlingsbara och att informationen
snarare fungerar som ett underlag for parets beslut om att fullfslja eller avbryta
graviditeten [42]. Det finns en konflikt mellan autonomi- och hilsomalen
inom fosterdiagnostik. Det 4r inte uppenbart att det sitt som fosterdiagnostik
erbjuds och organiseras for att minimera forekomsten av fédslar med vissa
skador och sjukdomar ocksa dr det sitt som ger forildrarna stérst mojligheter
att bestimma sjilva [43,44].

Oavsett mélsittning bér metoden vara férenlig med de etiska principer som
giller for all vard, sasom respekt fér kvinnans sjilvbestimmande (autonomi-
principen) och vérd pa lika villkor, enligt rittviseprincipen.

Fosterdiagnostik har kritiserats som ett instrument for att “sortera bort” vissa
individer pa grund av skada eller sjukdom [45]. Denna kritik ir giltig endast
om fosterdiagnostik motiveras av och utformas for att undvika pa férhand
bestimda tillstand, det vill siga om ett s kallat preventivt mal sitts i centrum
istillet for autonomimélet [45].
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Fosterdiagnostik virderas vildigt olika av olika individer och grupper [44].
Det 4r méinga personer inblandade: den gravida kvinnan och hennes partner,
fostret, slaktingar och anhdriga, hilso- och sjukvardspersonal, de som lever med
tillstinden som kan identifieras, forsikringsbolag och samhillet i stort.

I denna rapport kommer de etiska fordelar och problem med NGS jimfort
med befintliga standardmetoder, i férsta hand karyotypering, att beroras. For
en allmin diskussion om etiska aspekter av fosterdiagnostik, se rapport frin
Statens medicin-etiska rad 2011 [45].

I dagslidget anvinds NGS for att analysera ett antal p férhand bestimda kromo-
somavvikelser, sd kallad riktad analys.

NGS for riktad analys

Fordelar med riktad NGS

En fordel med NGS ir att den kan anvindas vid icke-invasiv fosterdiagnostik
(NIPT) som, till skillnad frin invasiv fosterdiagnostik, inte medfér ckad
missfallsrisk. Etiska aspekter av NIPT i forhallande till invasiv fosterdiagnostik
diskuteras i SBU Alert-rapport nr 2015-03 samt i SMER:s rapport och kom-
mer inte att ytterligare berdras hir [3,4].

Etiska problem med riktad NGS

Som konstaterats i SBU:s rapport om NIPT bor NGS av ett icke-invasivt prov
inte betraktas som ett diagnostisk test, utan som en metod som alltid bor f6ljas
upp med invasivt prov om NIPT visar en kromosomavvikelse hos fostret [3].

I rapporten om NGS vid NIPT fér att identifiera trisomi 13, 18 och 21
konstaterades vidare att det fanns tillrickligt med data for att bestimma testets
tillforlitlighet f6r kvinnor med 6kad sannolikhet for kromosomavvikelse hos

fostret [3].

Projektgruppen har inte identifierat tillrickligt omfattande och samstimmig
data for att kunna bestimma testets diagnostiska tillforlitlighet avseende
kénskromosomavvikelser eller mikrodeletioner. Det faktum att testets tillforlit-
lighet kan skilja sig at mellan olika utfall samt att det for vissa utfall inte med
sikerhet gar att bestimma tillf6rlitligheten, forsvirar informationen till de
blivande férildrarna. Detta innebir att hilso- och sjukvérden inte enbart ska
forklara de olika fynd som gors, utan ocksé informera om att sikerheten varierar
beroende pa vilket fyndet dr. Detta férsvirar det informerade samtycket [1].

Problem med stigmatisering av barnen brukar tas upp i samband med etiska
diskussioner av fosterdiagnostik. Om vissa tillstind eftersdks och identifieras i
okad utstrickning och graviditeter avbryts pa grund av dem kan de individer
som lever med tillstinden i fraga bli stigmatiserade [1]. Det ir av stor etisk
betydelse att det finns ett bra samhilleligt stod f6r personer med funktions-
nedsittning [3].
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Det finns dven etiska problem kring forskning pa detta omrade och med att
fortsitta med viss typ av studiedesign avseende NIPT med NGS, se Kapitel 8.
Eftersom minga av tillstinden 4r si ovanliga krivs det unders6kning av manga
gravida kvinnor for att uppticka ett fatal fall. Dessutom behévs karyotypering
eller mikroarray pad invasiva prover som referenstest for en del av utfallen vilket
medfor en nigot 6kad missfallsrisk.

Ytterligare ett etiskt problem med NGS pa NIPT-prover ir att foretagen som
siljer testerna i stor utstrickning styr vilka tillstind som analyseras genom att
silja pa forhand utformade analyser. Det innebir att vilka analyser som ska
goras bestims vid upphandlingen snarare 4n vid provtagning och att man pa
plats inte kan styra vad som ska testas for utifrin vad vardpersonalen anser vara
etiskt motiverat. Exempelvis siljs ofta analyser dir test av kdnskromosomer
automatiskt laggs till analys av kromosom 13, 18 och 21.

Redan i dagsldget anvinds alltsd NGS for analys av konskromosomavvikelser.
Ko6nskromosomavvikelser kan idven identifieras med metoder som anvinds i
samband med invasiv fosterdiagnostik, som karyotypering, mikroarrayanalys
och QF-PCR. Fragan uppkommer did om NGS ska erbjudas for att identifiera
konskromosomavvikelser vid graviditeter dér fostret inte varit foremal for en
invasiv fosterdiagnostik. Det skulle kunna anses motiverat om det fanns sirskilda
skil att identifiera kdnskromosomavvikelser utdver de som redan identifieras
med idag etablerade metoder.

Det dr mer problematiskt ur ett etiskt perspektiv att identifiera och informera
om konskromosomavvikelser 4n andra trisomier [46]. Aven om variationen i
penetrans och expressivitet dr mycket stor vad giller kdnskromosomavvikelser,
sa dr generellt symtomen milda i jimforelse med trisomi 13, 18 och 21. Den
nedsatta penetransen och relativa mildheten i symtomen styrks av att en majo-
ritet av dem som har kénskromosomavvikelser formodligen aldrig ens far en
sadan diagnos [46]. Vidare medfor den varierande penetransen och expressivi-
teten en stor osikerhet om vad kromosomavvikelsen kommer att medféra for
det framtida barnets hilsa och livskvalitet, vilket gor det svart att informera
om vad ett beslut om fortsatt graviditet innebar [46]. Detta forsvérar ocksa
for kvinnan att fatta vilgrundade beslut utifrin information om kénskromo-
somavvikelser, med andra ord att ut6va sin autonomi. Skilen att erbjuda NGS
for konskromosomavvikelser ter sig sammantaget svaga.

Ytterligare ett problem med NGS, da det anvinds vid NIPT, ir att testet kan
siljas till privatpersoner av kommersiella foretag, sa kallade ”direct-to-consumer
testing” (DTC). Detta forenklas av att provet som analyseras kan tas med ett
enkelt blodprov, till skillnad fran de analysmetoder som kriver invasiv foster-
diagnostik (som karyotypering och mikroarrayanalys). Svirigheten att tolka
resultaten okar givetvis om det inte sker med stdd av professionell virdpersonal,
liksom risken f6r kommersiella patryckningar att utan tillricklig eftertanke
rekommendera blivande forildrar att géra genetiska analyser av sitt foster. Aven
jamlikheten i tillgdng riskeras. Den etiska litteraturen om problemen med DTC

ir omfattande [43,44].
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NGS for helgenomsekvensering

Fordelar med NSG av hela genomet

En fordel med NSG av hela genomet jimfért med karyotypering ér att denna
metod har potential att identifiera mindre genetiska avvikelser och dérfér har
mojlighet att uppticka sidana avvikelser som inte kan upptickas med karyoty-
pering. Dock bér det framhéllas att kunskapsunderlaget idag ir otillrickligt for
att siaga att NGS av hela genomet vid invasiv eller icke invasiv fosterdiagnostik
ger mer detaljerade och tillf6rlitliga svar, se Kapitel 4.

Etiska problem med NSG av hela
genomet i dagslaget och pa sikt

Anvindning av NGS for analys av hela genomet ger i likhet med anvindning
av mikroarray en mer detaljerad information om individens arvsmassa jimfort
med karyotypering. Etiska problem som ir forknippade med en mer detaljerad
analys av kromosomer diskuteras utforligt i SBU:s rapport om mikroarray vid
fosterdiagnostik [1] och kommer dirmed bara 6vergripande att beroras i denna
rapport. Att NGS ger mer detaljerad information om arvsmassan leder till
etiska problem kring det informerade samtycket, problem som kan forstirkas
ytterligare eftersom metoden har potential att uppticka 4n mer in mikroarray
[47]. Vidare kan NGS leda till att ovintade eller oklara fynd identifieras som
kommer att vara svéra att informera om och sviéra for forildrar att anvinda som
underlag f6r beslut.

Ett problem med NGS av hela genomet 4r att avgora vad man ska leta efter.

I princip kan alla majliga kromosomavvikelser och monogena mutationer
hittas med metoden, vilket sammantaget utgor tusentals tillstdnd. Ett annat
problem som dven giller analys med mikroarray ir att ett stort antal oklara
fynd kommer att identifieras som vi idag inte vet hur vi ska tolka. Dessutom
kommer analysen géra att ovintade fynd, alltsd fynd som inte relaterar till syftet
med undersokningen, identifieras. Det bor podngteras att kunskapsunderlaget
for att metoden skulle vara tillf6rlitlig i detta avseende 4n sd linge ir otillricklig.
Detta kan dock 4ndra sig pé sikt. D4 uppstér frigan om grinsdragning med tvé
vigar att vilja.

A ena sidan kan en grins dras si att endast en begrinsad uppsittning pa for-
hand bestimda tillstind ska eftersokas. Det kan dock ses som problematiskt
utifrin autonomisynpunkt, da forildrars valmajligheter begrinsas. Dessutom
kvarstar invindningen frin méinniskovirdessynpunkt det vill siga att detta kan
uppfattas som ett instrument for att “sortera bort” vissa individer pa grund av
ett visst tillstind eller diagnos. Nir de tillstind som far eftersokas pa forhand 4r
bestimda, kan det uppfattas som en tydlig signal f6r att dessa blivande indivi-
der 4r mindre skyddsvirda och det 4r mer angeldget att uppticka dessa foster.
Denna signal blir sirskilt stark om alla kvinnor ges samma erbjudande om
fosterdiagnostik. I ett sadant lige har screening i praktiken inforts for tillstinden
i fraga, med alla problem ur autonomisynpunkt som detta medfor.

44 FOSTERDIAGNOSTIK MED NEXT-GENERATION SEQUENCING (NGS)



A andra sidan kan man bestimma sig for att lita forildrarna sjilva bestimma
vilka tillstind just de vill efterséka. D4 uppstir dock problemet med att ge ett
adekvat informerat samtycke. Eftersom de mojliga tillstind som kan komma
att identifieras med NGS 4r sa manga och av sa olika slag ir ett informerat
samtycke om var och en av dessa tillstind i praktiken oméjligt. Eftersom det ar
genom informerat samtycke forildrarna kan ut6va sin autonomi ir alltsd dven
detta alternativ problematiskt ur autonomisynpunke.

Ett forslag for att 16sa problemet med informerat samtycke 4r nigon form av
sa kallat generiskt samtycke. Det skulle innebéra att kvinnan eller paret far
ta stillning till om de vill ha reda pa vissa breda kategorier av information
(utdver de som ingar i det uttalade diagnostiska syftet med testet). Forslag till
sddana kategorier ar [48,49]: dodliga/inte dodliga, tidigt debuterande/sent
debuterande, vardkrivande/mindre virdkrivande, lindriga/icke-lindriga, samt
klara/oklara [42]. Aven dessa kategorier kan dock vara svara att ta stillning till,
i synnerhet som samtliga utgdr gradfrigor snarare 4n binira kategorier. Vidare
kan exempelvis lindrigt uppfattas olika av olika par [42,50]. Den varierande
expressiviteten och penetransen som ménga tillstind har forsvarar ocksa still-
ningstagandet om vad som ska anses virdkrivande eller lindrigt.

Pa sikt kan alltsd NGS for analys av hela genomet stilla virden infor ett
dilemma dir alla alternativ innebir problem ur autonomisynpunkt.

Med tanke pa den stora mingd information om individens genom som NGS
ger sa blir integritetsfrigorna aktuella [4]. Vidare kan risken f6r indikationsglid-
ning ocksi 6ka med NGS. Med det menas en utveckling mot att alltmer trivi-
ala tillstind betraktas som grund for analys och medicinska atgirder, inklusive
abort [1]. Denna risk ir sirskilt stor med NGS kombinerat med NIPT. NIPT
har just beskrivits som “ett erbjudande man inte kan tacka nej till” delvis pa
grund av frinvaron av missfallsrisk, men ocksa pa grund av den stora mingd
potentiellt relevant information NIPT kan ge om den kombineras med NGS
av hela genomet [41,51]. Det finns ddrfor ocksa en risk att NGS bidrar till att
oka den upplevda pressen om vikten av att skaffa sig si mycket hilsoinforma-
tion om sitt framtida barn som maijligt [1]. Det bor dock papekas att det ir
ytterst svart att finna beldgg for denna typ av samhiilleliga virdeférandringar
och subtila patryckningar.

Karaktiren av screening 6kar ytterligare nir NGS anvinds for helgenomanalys
jaimfort med mikroarray. Alla genetiska avvikelser, inklusive mutationer pa
enskilda gener, kan potentiellt identifieras med NGS [40]. NGS undergriver
dirmed skillnaden mellan diagnos och screening och blir alltsd mer svirmotive-
rad utifrin autonomimalet [1].
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7 Diskussion

NGS for riktad analys

Genomgéng av litteraturen avseende NGS vid NIPT f6r upptickt av kénskromo-
somavvikelser samt mikrodeletioner visar att det dnnu inte gr att siga hur
tillforlitligt testet dr. Detta beror pé att studierna som identifierats skiljer sig at
avseende population, NGS-metod och uppligg. Det beror ocksi till stor del pa
att utfallsmatten, kdnskromosomavvikelser samt mikrodeletioner 4r si ovanligt
forekommande.

Eftersom NGS vid NIPT ir icke-invasivt dr risken f6r komplikationer liten.

I de delar av virlden didr analysen redan anvinds har bade gravida kvinnor och
véardgivare i vissa fall uppfattat NGS vid NIPT som diagnostiskt och ett upp-
foljande invasivt prov gors inte for att bekrifta fyndet. I en studie frin England
beskrivs att ingen uppfoljande invasiv analys gjordes i 4 av 13 fall, dven nir
analysen visade positivt fynd for trisomi 21 [52]. Studien visar vidare att i en
tredjedel av de fall dir trisomi 21 pavisades valde kvinnorna att fortsitta gravi-
diteten. Da det inte med sikerhet gir att avgora hur tillforlitlig analysen ir for
utfallsmitten konskromosomavvikelse eller mikrodeletioner, finns det en risk
for att kvinnan avbryter sin graviditet baserat pa ett felaktigt beslutsunderlag.
Ett fynd behéver, av den anledningen, bekriftats med analys av ett invasivt prov.
Beroende pa hur NGS vid NIPT kommer att erbjudas i hilso- och sjukvérden,
kan det komma att utforas ett stort antal analyser som resulterar i uppfoljande
invasiva prover i de fall testet indikerar att en avvikelse foreligger. Detta kan i
sin tur, aterigen beroende pd hur manga som genomgéir NGS vid NIPT, gora
att antalet invasiva prover inte minskar utan istillet 6kar, jimfort med idag. Det
kan darfor vara onskvirt att de gravida kvinnor som erbjuds NGS vid NIPT ir
de med en hogre sannolikhet for tillstinden som kan identifieras, till exempel de
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som har en hog sannolikhet efter KUB-test. Berakningar visar att den invasiva
provtagningen troligen minskar med 43 procent om NGS vid NIPT inf6rs i
kombination med KUB-testet [52].

For att kunna erbjuda NGS vid NIPT pa kvinnokliniker och médravards-
centraler, behovs en stor utbildningsinsats sd att alla har den baskunskap

som krivs. En sddan utbildningsinsats bor innehalla bide kunskap om foster-
diagnostik och NIPT och de genetiska avvikelser som ar aktuella. De gravida
kvinnorna och deras partners som vill genomgé fosterdiagnostik behéver fa
information om bland annat vilka genetiska avvikelser testet kan pévisa och att
ett uppfoljande invasivt test behovs efter att en avvikelse pavisats. De bér dven
fi mojlighet att stilla fragor och diskutera vilken typ av undersokning som ér
mest relevant, samt fa tydlig information och stdd frin personal som ir utbildad
inom genetisk vigledning, nir de fir testresultaten.

Idag registreras de flesta KUB-underskningar i en nationell fostermedicinsk
databas vid namn Nationellt kvalitetsregister for graviditets- och fosterdiag-
nostik. Det gor att kvaliteten avseende KUB kan f6ljas upp. Om hilso- och
sjukvirden viljer att inféra NGS pad NIPT-prover for utfallen konskromosom-
avvikelser/mikrodeletioner eller mikroduplikationer, vore det limpligt att alla
analyser f6ljs upp pad ett motsvarande sitt oavsett om proverna tas pa en offent-
lig eller privat mottagning. Detta ir extra viktigt dd det i dagsldget inte finns
tillrickligt med data f6r att avgora tillforlitligheten f6r dessa utfall.

De icke-invasiva prover som tas i framtiden kan komma att analyseras med
NGS f6r utfallen avvikande antal konskromosomer eller mikrodeletioner
kopplade till syndrom dven om detta inte 4r den primira fragestillningen.

I dagsliget erbjuds denna typ av utdkad analys for mikrodeletioner enbart privat
och kvinnan som undersoks stir sjilv f6r kostnaden. Kvinnan kan sjilv vilja om
hon vill fa information om alla de utfall som analyseras eller enbart nagot/nagra
av dem.

Redan idag finns svirigheter med att informera kvinnan och partnern om
metoden pé ett korreke sitt. Aven att avgéra vilka kromosomavvikelser som ska
ingd i analysen och hur resultaten ska férmedlas ir svart.

Sammanfattningsvis ir det mycket viktigt att en kvinna som genomgar NGS

vid NIPT ir inforstddd med att det inte 4r ett diagnostiskt test och att testet
kan ha olika tillférlitlighet beroende pé utfallsmatt.
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NGS for helgenomsekvensering

Genomging av litteraturen avseende NGS for analys av hela genomet visar
att det dnnu inte gir att siga hur tillforlitligt testet dr. Det gér heller inte att
siga vad det kan identifiera ytterligare jimfort med andra fosterdiagnostiska
metoder eller hur blivande forildrar upplever virdet av informationen. Vid en
genomgang av litteraturen identifierades endast ett fatal studier dir ett vildigt
selekterat material analyserats.

Anvindningen av NSG inom fosterdiagnostik aktualiserar flera viktiga etiska
aspekter. Tekniken méjliggor detaljerad undersdkning av fostrets arvsmassa
enbart utifran ett blodprov frin kvinnan. Samtidigt som tekniken pa sikt kan
leda till tidig uppticke och behandling av olika hilsoproblem, innebar omfatt-
ande kartldggning av fostrets arvsanlag att ytterst integritetskinslig och en till
stora delar svartolkad information erhélls. Den svartolkade informationen som
erhalls kan i virsta fall kan leda till oro, svira etiska problem och beslut pa
felaktiga grunder.
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Overvigande for
forskning, policy
och praktik

|dentifierade kunskapsluckor

Ett flertal vetenskapliga kunskapsluckor har identifierats inom ramen for
detta projekt eftersom ingen av frigorna har kunnat besvaras. Det beror pi att
det vetenskapliga underlaget dr otillrackligt for att bedéma den diagnostiska
tillf6rlitligheten av NGS vid NIPT for att identifiera konskromosomavvikelser,
mikrodeletioner och mikroduplikationer och andra kromosomavvikelser. Det
vetenskapliga underlaget r dven otillrickligt for att bedéma hur de blivande
forildrarna upplever kunskapen de fir med denna metod avseende dessa
utfallsmatt.

I den hir delen har projektgruppen valt att lyfta fram orsakerna till kunskapsliget
samt nigra metodologiska problem kopplat till denna typ av forskningsfragor.

En av orsakerna till att det dr svirt att fa fram underlag for att besvara dessa
fragor 4r att tillstinden 4r sa ovanliga och att det krévs studier pa vildigt stora
populationer for att fa tillrickligt med data. Det krivs ocksa for vissa av denna
rapports utfallsmétt (framfor alle kdnskromosomavvikelser) att kontrollen dr
gjord pd invasiva prover och inte baserar sig pa fenotypen hos fodda barn, di
det helt enkelt inte ir en tillrickligt tillforlitlig kontroll f6r dessa utfallsmatt.
D4 invasiv provtagning av foster innebir en nigot 6kad missfallsrisk kan det
anses etiskt tveksamt att genomfora studier med invasiv provtagning som kon-
troll pa stora populationer. Ett alternativ till att anvinda fenotyp eller invasivt
prov som kontroll skulle dd kunna vara att ett blodprov tas pa fodda barn efter
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forlossning och analyseras med karyotypering, FISH-analys eller mikroarray.
Ett problem med detta uppligg ir att risken for bortfall 6kar pa grund av att
studien pdgar en lingre tidsperiod. Nir provtagningen gors i diagnostiskt syfte
kan resultaten dven anvindas i forskningssyfte.

Man kan ocksa tinka sig studier som enbart syftar till att kunna faststilla testets
positiva prediktiva virde. I detta fall krivs det enbart att de som far ett positivt
svar gar vidare med invasiv provtagning och karyotypering, FISH- eller mikro-
arrayanalys. Det skulle pa sikt kunna besvara frigan hur stor sannolikhet det ar
att testsvaret dr sant om ett svar frain NIPT som indikerar kromosomavvikelse
erhélls (positivt prediktivt virde).

Det dr ocksa mycket angelidget att studera hur blivande férildrar upplever
metoden. Forstir de vad testet och testresultaten innebir och kinner de att
resultaten ir av virde for dem?

Om dessa analyser infors i virden och resultat av NGS analyser vid NIPT for
konskromosomavvikelser eller mikrodeletioner formedlas vidare till blivande
foraldrar dr det av mycket stor vike att f6lja upp resultaten.

Pagaende studier

SBU identifierade fem pagiende studier som anvinder NGS f6r att under-
soka en eller flera av kdnskromosomsavvikelserna i NIPT-prover, i databasen
clinicaltrials.gov (NCT01545674, NCT01966991, NCT01852708, NCT 02278536,
NCT02278874). Projektgruppen hittade tre studier (NCT01852708,
NCT02381457, NCT02109770) som anvinder NGS och NIPT-prover for att
uppticka mikrodeletioner.
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Externa granskare
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O Ordlista

Amniocentesis (eng)
Amniotic fluid (eng)

Aneuploidi
(eng aneuploidy)

Arvsanlag

Autosomal

Blodplasma
(eller enbart plasma)

cffDNA
(eng cell-free fetal DNA)

CNV
(eng copy number variation)

Cvs
(eng chorionic villus sampling)

DNA
(eng deoxyribonucleic acid)

Duplikation

Enbaspolymorfi (eng single
nucleotide polymorphism, SNP)

KAPITEL10 ORDLISTA

Fostervattenprov
Fostervatten

En avvikelse av antalet kromosomer fran det
normala hos en individ, vilket i regel orsakar
sjukdom. Ménniskan har 46 stycken kromosomer,
varje avvikelse fran detta innebéar aneuploidi, till
exempel att det istéllet finns 47 kromosomer

Gen/gener

De 22 kromosompar, totalt 44 kromosomer,
som inte dr konskromosomer kallas autosomer.
Om arvsanlaget for sjukdomen sitter pa
autosomerna, dr sjukdomen autosomal

Det som aterstar av blodet nér alla celler har
avldgsnats. Blodplasma bestar till 90 procent
av vatten och innehéller bland annat speciella
plasmaproteiner med olika funktioner

Fritt cirkulerande DNA som under graviditeten
avges fran moderkakan till mammans blodplasma

Kopietalsvariation i genomet
Moderkaksprov
Deoxiribonukleinsyra dr det kemiska

dmne som arvsmassan bestar av

Extra kopia av en del av en kromosom

En bas i arvsmassan som kan skilja mellan olika individer



Expressivitet

Falskt negativ

Falskt positiv

Fenotyp

FISH (eng fluorescent in
situ hybridization)
Genom

Karyotyp
Karyotypering

Kromosom

KUB

Mikrodeletionssyndrom

Mikroduplikationssyndrom

MLPA (eng multiplex Ligation
dependent Probe Amplification)
Monogena sjukdomar

Monosomi

Mosaicism

NIPT
(eng non-invasive prenatal test)

Oklara fynd
(eng variant of uncertain
significance, VOUS)

Ovintade fynd
(eng secondary findings)

Penetrans

QF-PCR

Screening

Sekvensering

Om ett sjukdomsanlag har varierande
expressivitet innebar det att svarighetsgraden
skiljer mellan olika individer

Falskt negativ betyder att testet utfoll
negativt, trots att referenstestet visar att
individen bar pa sjukdomen/egenskapen

Falskt positiv betyder att testet utfoll positivt
trots att referenstestet visar att individen
inte bar pa sjukdomen/egenskapen

Egenskaper uppkomna genom samverkan

mellan arvsanlag och miljé

En molekylarbiologisk teknik som utnyttjar
fluorescenta prober, som binder till
specifika platser pa kromosomerna

En individs totala arvsmassa
En organiserad profil av en individs kromosomer
Cellernas fullstindiga kromosomuppsattning faststalls

Mikroskopiskt synliga strukturer i cellkiarnan
dar arvsmassan finns lagrad i form av DNA

Kombinerat ultraljud och biokemiskt test

Syndrom som &r kopplat till avsaknad
av en mindre del av kromosomen

Syndrom som &r kopplat till fler &n tvé kopior
av en mindre del av kromosomen

En ligeringsbaserad metod fér FISH

Sjukdomar som beror pa avvikelser i en enda gen

En form av kromosomavvikelse som
innebdr att en individ har en kopia av en
kromosom istéllet fér som normalt tva

Kromosomsekvenserna skiljer sig at i olika
cellpopulationer fran en och samma individ

Icke-invasiv fosterdiagnostik som gérs
pa ett blodprov frin modern

Awvikelsen innefattar en gen eller gener ddr valdigt
lite &r rapporterat i databaser och litteratur om
genens funktion, men dar den till exempel kan
associeras till hjdrnans eller andra organs utveckling

Ett fynd som inte relaterar till den avvikelse
som unders6kningen primart avser, men som
ar sjukdomsorsakande. Kan till exempel vara
att en avvikelse pavisas i BRCA1-genen som
dr en vanlig orsak till drftlig brostcancer

Nar det &r skillnad i penetrans uppvisar vissa
individer med en specifik genetisk avvikelse en
sdrskild fenotyp, medan andra inte gor det

Kvantitativ fluorescent polymeraskedjereaktion

En undersokning av en stor grupp individer som syftar
till att fanga upp risk for hélsoproblem utan att det pa
forhand finns misstanke om eller symtom pa sjukdom

Metod fér att bestimma ordningen
av baserna i arvsmassans DNA
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Sensitivitet

SFOG

Specificitet

Trimester

Trisomi

KAPITEL10 ORDLISTA

Andelen sjuka/positiva som
metoden identifierar korrekt

Svensk forening for Obstetrik och Gynekologi

Andelen friska/negativa som
metoden identifierar korrekt

En tidsperiod pa cirka tre manader. En graviditet
bestar av forsta, andra och tredje trimestern

En form av kromosomavvikelse dér en individ har tre
kopior av en kromosom istéllet for som normalt tva
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Table 11.1 Next-generation sequencing from NIPT sample to detect sex chromosome aneuploidies and trisomies other than T13, T18 and T21.

First author Study design

Year

Reference

Country

Bianchi Study design

2012 Nested case control
[22] study within a

USA prospective multicenter,

observational cohort
Blinded
Time of study

June 2010to
August 2011

Population

Population

High risk for fetal aneuploidy
n=2 882 (cohort)

n=534 (selected)

Successful samples n=433

Samples
Biobanked samples

Inclusion criteria

Age 38 years or older

Prior aneuploid pregnancy
Anomaly detected by USS
Positive maternal serum screen

Exclusion criteria
Ineligible samples, no karyotype
recorded or multiple gestation

Gestational age at sampling
10-23 weeks

Maternal age
Mean 35 years

Drop-outs

Did not pass quality control n=2
No fetal DNA detected n=16
Censored complex karyotype n=37
Unclassified =49 (when checked
number should read 46)

Index test platform

Reference test

Platform
NIPT
MPSS

Reference test
Karyotype

Results for diagnosed trisomy
or sex chromosome aneuploidies

Study quality
Comments

Monosomy X Moderate

TP 15

FP1 Commercial partner
FN1 Verinata

TN 416

Sensitivity: 93.8 (95% Cl, 69.8; 99.8)
Specificity: 99.8 (95% Cl, 98.7; 99.9)

The table continues on the next page



Table 11.1 continued

First author
Year
Reference
Country

Study design

LL 73LI1dVX

Comas Study design
2015 Prospective
[28] cohort study
Spain

Not blinded

Time of study
January to December
2013

¥ISLVSLINTS HOO LVLTINSIH ¥O4 ANNYD T1IL ¥3IDDIT WOS ¥3ldndts

Population Index test platform

Reference test

Population Platform
Mainly low risk for fetal NIPT
aneuploidy (84%) SNP/T-MPS

n=333 (total)
n=311 (analysed) Reference test
Karyotype or
Samples neonatal data

Not biobanked Karyotyping only in
patients with high
Inclusion criteria risk in NIPT analysis
Singleton pregnancies

Pregnancies referred by anxiety

or high risk in maternal serum

screen combined with nuchal

translucency

Exclusion criteria
Anomaly detected by USS
Pregnancies at high risk of
other genetic conditions

Gestational age at sampling
9-23 weeks

Maternal age
Mean 37 years (21-46)

Drop-outs

No test result n=4

Repeated sampling and analysis n=6
Lost to follow up n=18 (pregnancies
that were still in progress)

Results for diagnosed trisomy or
sex chromosome aneuploidies

Monosomy X

(1 identified with NIPT,

1 analysed with karyotype)
TPO

FP 1

Lost to follow-up: O

Study quality
Comments

Moderate

Commercial partner
Natera

€9

The table continues on the next page
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First author Index test platform Results for diagnosed trisomy or Study quality

Study design

Population

(SDN) DNIDNIND3IS NOILYYINID-1LXIN dIW MILSONDVIAHILSOS

Year Reference test sex chromosome aneuploidies Comments
Reference
Country
Jiang Study design Population Platform Monosomy X Moderate
2012 Multicenter prospective  High risk for fetal aneuploidy NIPT TP3
[30] cohort study n=903 (total) MPSS FP1 Commercial partner
China n=903 (analysed) FN1 BGI
Blinding unclear Reference test TN 898

Time of study

Samples
Biobanked samples

Karyotype

Sensitivity: 75%

June 2009 to Specificity: 99.9%
August 2010 Inclusion criteria
Pregnant women undergoing invasive test XXY
TP 2
Exclusion criteria FPO
Not specified FNO
TN 901

Gestational age at sampling
10-34 weeks

Maternal age

Sensitivity: 100%
Specificity: 100%

Range 20-45 years XYYy
TP1

Drop-outs FPO

1 due to failure in gender FNO

classification (calculated as ITT) TN 902

Sensitivity: 100%
Specificity: 100%

The table continues on the next page
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Table 11.1 continued

First author Study design
Year
Reference
Country
Lau Study design
2014 Prospective cohort
[26] single center study
Hong Kong
Blinded
Time of study
August 2011
to February 2013

Population

Population
n=1982 (total)
n=1981(analysed)

Samples

Not biobanked samples

1929 singleton, 30 twin fetuses, 23 internal
controls (anomaly detected by USS)

Inclusion criteria
Physician request of NIPT,
pregnancy >12 weeks

Exclusion criteria
Major anomaly detected by USS

Gestational age at sampling
Median 14.5 weeks

Maternal age
Mean 36 years (20-46)

Drop-outs

Failed analysis n=1

Repeat blood sample n=23
Lost to follow-up 14.4%

Index test platform
Reference test

Platform
NIPT
Not specified

Reference test
Karyotype, QF-PCR
or CMA (only NIPT
positive & on 23
internal controls)

NIPT negative cases
were contacted within

3 months after expected
delivery for a clinical
outcome follow up

Results for diagnosed trisomy or
sex chromosome aneuploidies

Study quality
Comments

Monosomy X Moderate

(1 identified with NIPT,

1 analysed with karyotype) Commercial interests
TP1 BGlI

FPO

Lost to follow-up: 0

XXX

(4 identified with NIPT, 2
analysed with karyotype)
TP2

FPO

Lost to follow-up: 2

XXY/XYY

(3 identified with NIPT,

2 analysed for karyotype)
TP 2

FPO

Lost to follow-up: 1

Autosomal trisomy

4/6 detected trisomies with NIPT
were analysed with karyotyping
TPO

FP 4

Triple trisomy
1 detected with NIPT but confirmed
confined to placental mosaicism

Deletion/duplication

1 partial trisomy 18

1 partial monosomy 18

Confirmed for fetal or maternal origin

The table continues on the next page
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First author

Study design

Population Index test platform Results for diagnosed trisomy or Study quality

(SDN) DNIDNIND3IS NOILYYINID-1LXIN dIW MILSONDVIAHILSOS

Year Reference test sex chromosome aneuploidies Comments
Reference
Country
Liang Study design Population Platform Monosomy X (3 mosaic 0X Moderate
2013 Multicenter prospective  High risk for fetal aneuploidy NIPT treated as diploid: 1 detected and
[31] cohort study n=435 (total) Not specified 2 mosaic missed in sequencing) Commercial partner
China n=412 (analysed) TPS Berry Genomics
Blinded Reference test FP1
Samples Karyotype FNO
Time of study Biobanked samples TN 406
March 2009 to Sensitivity: 100%
June 2011 Inclusion criteria Specificity 99.8%
Positive maternal serum screen n=217
Anomaly detected by USS n=67 XXX
Prior aneuploidy pregnancy n=4 TP1
AMA >35 n=84 FPO
More than one indication n=63 FNO
TN 411
Exclusion criteria Sensitivity and Specificity: 100%
Not specified
XXY
Gestational age at sampling TP1
Median 21 weeks (11-39 weeks) FPO
FNO
Maternal age TN 411

Mean 31 years

Drop-outs
n=11 karyotypes missing
n=12 failed sequencing

Sensitivity and Specificity: 100%

XYY

TP1

FPO

FNO

TN 411

Sensitivity and Specificity: 100%

Trisomy 9

TP1

FPO

FNO

TN 411

Sensitivity and Specificity: 100%

The table continues on the next page
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Table 11.1 continued

First author
Year
Reference
Country

Mazloom
2013
[32]

USA

Study design

Study design
Prospective
cohort study

Blinded

Time of study
Not reported

Population

Population

High risk for fetal aneuploidy
Validation set only population n=411
Successful samples n=390

Samples
Biobanked samples

Inclusion criteria
Invasive sampling for karyotyping due
to high risk for fetal aneuploidy

Exclusion criteria

Multiple gestation, mosaicism for
sex chromosomes; no documented
karyotype reported

Gestational age at sampling
8-29 weeks

Maternal age
Median 36 years (19 to 47)

Drop-outs
Non reportable results n=21 (5%)

Index test platform
Reference test

Platform
NIPT
MPSS

Reference test
Karyotype/FISH or both

Results for diagnosed trisomy or
sex chromosome aneuploidies

Monosomy X
TP17

FP 1

FN1

TN 371

XXX
TP 1
FPO
FNO
TN 389

XXY
TP5
FPO
FNO
TN 385

XYY
P2
FPO
FNO
TN 388

Study quality
Comments

Moderate

Commercial partner
Sequenom Inc

The table continues on the next page
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Table 11.1 continued

First author Study design Population Index test platform Results for diagnosed trisomy or Study quality
Year Reference test sex chromosome aneuploidies Comments
Reference
Country
Nicolaides Study design Population Platform Monosomy X Moderate
2013 Prospective High risk for fetal aneuploidy NIPT TP2
[33] cohort study n=242 (total) SNP FPO Commercial partner
United Kingdom n=229 (analysed) FNO None reported (personal
Blinded Reference test TN 227 communication)
Samples Karyotype
Time of study Biobanked samples Triploidy
Not reported TP1
Inclusion criteria FPO
AMA FNO
Prior aneuploid pregnancy TN 228

Positive maternal serum screen

Exclusion criteria
Not specified

Gestational age at sampling
11-14 weeks

Maternal age
Median 36 years (18-47)

Drop-outs
n=13 failed quality control

The table continues on the next page
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Table 11.1 continued

First author
Year
Reference
Country

Pergament
2014

(171

USA

Study design

Study design
Prospective cohort
multicenter study

Blinded

Time of study
Not reported

Population Index test platform

Reference test

Population Platform
n=1 064 (total) NIPT
n=966 (analysed) SNP

Reference test
Karyotype or FISH

High risk for fetal aneuploidy
n=543 (total)

n=492 (analysed, mosaic
monosomy X cases included)

Low risk for fetal aneuploidy
n=521 (total)

n=474 (analysed, mosaic
monosomy X cases included)

Samples
Not biobanked samples

Inclusion criteria
>18 years
Singleton pregnancy >7 weeks

Exclusion criteria
Confirmed sex chromosome aneuploidy,
triploidy or fetal mosaicism

Gestational age at sampling
Median 14 weeks (7-40)

Maternal age
Median 30 years (18-47)

Drop-outs
Did not pass quality control n=85
Fetal mosaic monosomy X n=2

Results for diagnosed trisomy or
sex chromosome aneuploidies

Monosomy X
TP9

FP1

FN1

TN 953

Sensitivity: 90 (95% Cl, 55.5; 99.8)
Specificity: 99.9 (95% Cl, 99.4; 100)

Monosomy X including
mosaic karyotypes

TP 11

FP 1

FN1

TN 953

Sensitivity: 91.7 (95% Cl, 61.5; 99.8)
Specificity: 99.9 (95% Cl, 99.4; 100)

Study quality
Comments

Moderate

Commercial partner
Natera

The table continues on the next page
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Table 11.1 continued

First author
Year
Reference
Country

Porreco
2014
[29]
USA

Study design

Study design
Prospective multicenter
observational study

Blinded
Time of study

September 2009
to April 2011

Population Index test platform
Reference test

Population Platform

High risk for fetal aneuploidy NIPT

n=4 170 (total), n=3 430 (selected) MPSS

Successful samples for outcome of X

or XXX n=3 278 Reference test
Successful samples for outcome Karyotyping

of XXY or XYY n=3 201

Samples
Biobanked samples

Inclusion criteria

AMA, Personal or family history
Positive maternal serum screen
Anomaly detected by USS , Singleton
pregnancy >18 years of age

Exclusion criteria

Inability to give written informed consent,
multiple gestation, fetal demise of additional
embryo during current pregnancy
Insufficient sample volume

Outside time window for

laboratory processing

Gestational age at sampling
Mean 16 weeks (9-37)

Maternal age
Mean 35 years (18-50)

Drop-outs

Low quantity of fetal DNA

or complex karyotypes:

Outcome X or XXX n=152 (4.6%)
Outcome XXY or XYY n=229 (7.1%)

Results for diagnosed trisomy or
sex chromosome aneuploidies

Monosomy X
TP9

FP 11

FNO

TN 3258

Sensitivity: 100 (95% Cl, 66.4; 100)
Specificity: 99.7 (95% Cl, 99.4; 99.8)

XXX
TP4
FP3
FN O
TN 3271

Sensitivity: 100 (95% Cl, 39.8; 100)
Specificity: 99.9 (95% Cl, 99.7; 100)

XXY
TP 1
FP 2
FNO
TN 3198

Sensitivity: 100 (95% Cl, 2.50; 100)
Specificity: 99.9 (95% Cl, 99.8; 100)

XYY
TP 1
FPO
FN O
TN 3 200

Sensitivity: 100 (95% Cl, 2.5; 100)
Specificity: 100 (95% Cl, 99.9; 100)

Study quality
Comments

Moderate

Commercial partner
Sequenom

The table continues on the next page
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Table 11.1 continued

First author Study design
Year
Reference
Country
Shaw Study design
2014 Prospective multi-
[34] center cohort study
Taiwan

Blinded

Time of study
June to December 2012

Population

Population
n=201 (total)
n=200 (analysed)

High risk
n=100 (total and analysed)

Low risk
n=101 (total)
n=100 (analysed)

Samples
Not biobanked samples

Gestational age at sampling
High risk: Mean 17 weeks
Low risk: Mean 16 weeks

Inclusion criteria
High risk: Risk of 1:30, NT >3.0 mm
Low risk: Risk of 1:1 500

Exclusion criteria
Not specified

Maternal age
High risk: Mean 35 years
Low risk: Mean 35 years

Drop-outs
Due to early gestational age n=1

Index test platform
Reference test

Platform
NIPT
MPSS

Reference test
Karyotype and
phenotype at birth

In the high risk group all
samples were analysed
with karyotype

Results for diagnosed trisomy or
sex chromosome aneuploidies

High risk group
Monosomy X
TP3

FPO

FN 1

TN 96

XYY
TP 1
FPO
FNO
TN 99

Trisomi 16
TP1

FPO

FNO

TN 99

Low risk group 45X,
47XYY or Trisomi 16
TPO

FPO

FNO

TN 100

Study quality
Comments

Moderate

Commercial partner
Berry genomics

The table continues on the next page
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Table 11.1 continued

First author
Year
Reference
Country

Song
2013
[25]
China

Study design

Study design
Prospective
cohort study

Not Blinded

Time of study
April to December 2011

Population Index test platform

Reference test

Population Platform
High risk for fetal aneuploidy NIPT
n=1916 (total) Not specified

n=1741 (analysed by
DNA sequencing)
n=202 (karyotype)

Reference test
Karyotyping

Samples
Not biobanked samples

Inclusion criteria

Singleton pregnancies
Maternal age less than 35 years
Positive maternal serum screen

Exclusion criteria
Not specified

Gestational age at sampling
Mean 17 weeks (11-21)

Maternal age
Mean 29 years

Drop-outs

Failed sequencing quality control
n=73

Lost to follow-up, birth outcome
n=111

Results for diagnosed trisomy or
sex chromosome aneuploidies

Monosomy X

(2 identified with NIPT,

2 analysed with karyotype)
TP2

FPO

Lost to follow-up: O

XXY

(1 identified with NIPT,

1 analysed with karyotype)
TPO

FP1

Lost to follow-up: 0

Study quality
Comments

Moderate

Commercial partner
None reported

The table continues on the next page
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Table 11.1 continued

First author
Year
Reference
Country

Song
2015
[24]
China

Study design

Study design
Prospective
cohort study

Blinded
Time of study

May 2012 to
August 2013

Population Index test platform

Reference test

Population Platform
High risk for fetal aneuploidy NIPT
n=213 (total) Not specified

n=178 (analysed by both methods)
Reference test
Samples Karyotype

Not biobanked samples

Inclusion criteria
AMA >35 years
Singleton pregnancy

Exclusion criteria
Not specified

Gestational age at sampling
8-12 weeks

Maternal age
Mean 37 years (35-45)

Drop-outs
Failed quality control n=1
No karyotype results n=34

Results for diagnosed trisomy or
sex chromosome aneuploidies

Monosomy X

TPO

FP 1

FN 1 (mosaic 45X/47XXX)
TN 176

XXY

TPO

FPO

FN 1 (mosaic 45X/47XXX)
TN 177

XXX
TPO
FPO
FN1
TN177

Study quality
Comments

Moderate

Commercial partner
Berry Genomics Co, Ltd

The table continues on the next page



(SDN) DNIDNIND3IS NOILYYINID-1LXIN dIW MILSONDVIAYILSOS

Table 11.1 continued

First author
Year
Reference
Country

Yao
2014
[27]
China

Study design

Study design
Retrospective analysis,
cohort study

Not blinded
Time of study

June 2011 to
December 2012

Population Index test platform

Reference test

Population Platform
High risk for fetal aneuploidy NIPT
n=5 950 (analysed by DNA sequencing) Not specified

n=24 (karyotyping)

n=5 466 (pregnancy outcome) Reference test

Karyotyping or
Samples pregnancy outcome

Not biobanked samples

Inclusion criteria
Singleton pregnancy
Pre-test counseling

Exclusion criteria
Not specified

Gestational age at sampling
Mean 19 weeks

Maternal age
Mean 30 years

Drop-outs

Lost to follow-up, pregnancy outcome n=408
Of the 33 with a positive NIPT result for SCA
8 declined invasive confirmatory test

One karyotype which was indicated

as monosomy X failed

Results for diagnosed trisomy or
sex chromosome aneuploidies

Monosomy X

(7 identified with NIPT,

5 analysed with karyotype)
TP2

FP3

Lost to follow-up: 2

XXX

(14 identified with NIPT,

10 analysed with karyotype)
TP7

FP3

Lost to follow-up: 4

XXY

(9 identified with NIPT,

7 analysed with karyotype)
TP3

FP 4

Lost to follow-up: 2

XYY

(3 identified with NIPT,

2 analysed with karyotype)
TP1

FP 1

Lost to follow-up: 1

Study quality
Comments

Moderate

Commercial partner
BGI-Shenzehen

AMA = Advanced maternal age; Cl = Confidence interval; CMA = Chromosomal microarray analysis; CNV = Copy number variations; DNA = Deoxyribonucleic
acid; FISH = Fluorescent in situ hybridization; FN = False negative; FP = False positive; ITT = Intention to treat; MPSS = Massive parallel shotgun sequencing;

n = Number; NIPT = Non-invasive prenatal testing; QF-PCR = Quantitative fluorescence polymerase chain reaction; SCA = Sex chromosome; SNP = Single
nucleotide polymorphism; T-MPS = Targeted massive parallel sequencing; TN = True negative; TP = True positive; USS = Ultrasound screening
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Table 11.2 Studies with moderate risk of bias investigating Next-generation sequencing on microdeletion/duplications or whole genome coverage.

First author
Year
Reference
Country

Chen
2013
[19]
China

Study design

Study design
Cohort study

Blinded

Time of study
Not reported

Population

Population

Total n=1 451

140 control samples with normal
karyotype to develop algorithm
Tested n=1311

Samples
Biobanked
NIPT

Gestational age at sampling
Mean 21 weeks (10-28)

Inclusion criteria

Women undergoing invasive prenatal
diagnosis after maternal blood
samples had been collected

Exclusion criteria
Not specified

Maternal age
Mean 32 years

Drop-outs
Not specifed

Index test platform Results Study quality
Reference test Comments
Verification test

Platform Diagnosed CNV Moderate
FCAPS of >10 kb

TP3 Commercial partner
Reference test FP1 BGI-Shenzehen
Karyotype

Sensitivity: 100%
Specificity: 99.92%

The table continues on the next page
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Table 11.2 continued

First author
Year
Reference
Country

Helgeson
2015
[35]

USA

Study design

Study design
Prospective
cohort study

Not Blinded
Time of study

October 2013 to
October 2014

Population
Reference test
Verification test

Population Platform
n=175393 Not specified
n=123 096 analysed for deletions associ- Verification

ated with 22g11.2 deletion syndrome,
Cri du chat syndrome, Prader Willi
and Angelman syndrome only

Samples
High risk for fetal aneuploidy
(NIPT)

Inclusion criteria

High risk pregnancies including
AMA, anomaly detected by USS,
positive maternal serum screening,
personal or family history

Exclusion criteria
Not specified

Gestational age at sampling
Not specified

Maternal age
Not specified

Drop-outs

Of the 55 that received a diagnosis
based on the NIPT test, 2 were
lost to follow-up. The number of
dropouts and analysis failures from
the entire cohort is not reported

Index test platform

CMA or FISH, clinical findings

Results Study quality
Comments

Diagnoses n=55
1p36 deletion n=5
(TP3,FP1,1 lost
to follow-up)

Moderate

Commercial partner
Authors employees at

Sequenom laboratories
Wolf-Hirschhorn

(4p16.3) n=1 (TP 1)
Cri du chat (5p15) n=6
(TP4,FP2)

Prader Willi/Angelman
(15911.2-q13) n=9
(TP 8, 1 positive based
on clinical findings)

22q11.2 deletion n=32
(both of maternal and
fetal origin)

(TP 23, 8 positive based
on clinical findings 1
lost to follow-up)

Jacobsen (11qter) n=1 (TP 1)
Langer-Giedion (8g24.1) n=1

(1 positive based on
clinical findings)

The table continues on the next page
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Table 11.2 continued

First author
Year
Reference
Country

Li
2016
[36]
China

Study design

Study design
Retrospective
cohort study

Blinded
Time of study

September to
December 2014

Index test platform
Reference test
Verification test

Population

Population Platform
n=117 (total) lon Proton sequencer
n=117 (analysed) (Life Technologies)
Samples Library
NIPT on biobanked samples CMA lon Plus Fragment Library
on invasive samples Kit (Life Technologies)
CVS n=20
AF n=67 Reference
Cord blood n=38 CMA

Cytoscan 750K Affymetrix
Inclusion criteria reporting threshold 100kb

Women where invasive samples
were analysed using CMA
Anomaly detected by USS
AMA

Maternal anxiety

Exclusion criteria
Twin pregnancies
Fetuses with common trisomies or SCA

Gestational age at sampling
Mean 21.3 weeks (12-34)

Maternal age
Mean 30 years (19-40)

Drop-outs
n=0

Results Study quality

Comments

Diagnosed CNV =1 Mb Moderate

TP 11

FP 4 Commercial partner
TN 95 None reported

FN7

Sensitivity: 61.1%
Specificity: 95%

False positive rate
5%

AMA = Advanced maternal age; AF = Amniotic fluid; CMA= Chromosomal microarray analysis; CNV = Copy number variations; CVS = Chorionic villus sampling;
FCAPS = Fetal copy number analysis through maternal plasma sequencing; FISH = Fluorescent in situ hybridization; FN= False negative; FP = False positive;
n = number; NIPT=Non-invasive prenatal testing; SCA = Sex chromosome aneuploidies; TN= True negative; TP = True positive; USS = Ultrasound screening
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Table 11.3 Studies with high risk of bias investigating Next-generation sequencing on microdeletion/duplications or whole genome coverage.

First author Study design
Year
Reference
Country
Drury Study design
2015 Proof of principle
United kingdom cohort study
[37]

Blinded

Population

Population
n=24 (total)
n=24 (analysed)

Samples
Invasive samples AF or CVS

Inclusion criteria
Anomaly detected by USS,
including NT >3.5

Exclusion criteria

Not sufficient DNA, abnormal karyotype,

fetuses were CNVs had been identified
by CMA

Gestational age at sampling
Not specified

Maternal age
Not specifed

Drop-outs
Outcome of pregnancy:
2 cases lost to follow-up

Index test platform
Reference test
Verification test

Platform

HiSeq 1 000 or HiSeq 2 500
(Illumina) or outsourcing

to BGI Genomics

Library

TruSeq Exome (lllumina),
Nextera Rapid exome kit
(lumina) or SureSelect All
exon V (Agilent Biosystems)

Reference
Karyotype, CMA

Verification
Sanger sequencing

Results Study quality
Comments

Diagnoses Low
5 definitive diagnoses
Commercial partner
(Milroy disease, Not reported
hypophosphatasia,
achondrogenesis type 2,
Freeman-Sheldon
syndrome and Baraitser-
Winter Syndrome)

1 plausible diagnosis
(orofaciodigital
syndrome type 6)

The table continues on the next page
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First author Study design Population Index test platform Results Study quality
Year Reference test Comments
Reference Verification test
Country
Fan Study design Population Platform Diagnoses Low
2012 Proof of principle Case 1 GAll and Hiseq (lllumina) 22g11.2 microdeletion
[20] case control study Normal karyotype Commercial partner
USA Library BGI-Shenzehen
Case 2 SeqCap EZ Human Exome
22q11.2 microdeletion Kit v2.0 (Roche)
Maternal plasma and cord blood
Reference test
Gestational age at sampling Karyotype
Patient 1: First, second and third trisemester
Patient 2: Third trimester
Jensen Study design Population Platform Diagnoses Low
2012 Proof of principle Cases Hiseq 2 000 (lllumina) 22911.2 microdeletion
[21] case control study 2 fetuses with known 22g11.2 Both affected fetuses Commercial partner
USA microdeletions Library were detected Sequenom laboratories
Not Blinded TruSeq (lllumina)

Time of study
Not reported

Control
14 fetuses low risk for chromosomal
aberration

Samples
NIPT

Gestational age at sampling
Not specified

Maternal age
Not specified

Drop-outs
Not reported

Coverage
3.1-fold, 4.4-fold

Repeated
15.87-fold, 16.77-fold

Reference test
Karyotype one of the
two cases only

The table continues on the next page
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Table 11.3 continued

First author Study design
Year
Reference
Country
Wapner Study design
2014 Proof of principle
[23] case control study
USA

Blinded

Population

Population

n=469 (total)

Cases n=6

Control n=352

Artificial DNA n=111
(both cases and controls)

Samples
Biobanked maternal plasma or artificial DNA

Drop-outs
Did not pass quality control n=23

Index test platform
Reference test

Verification test

Platform
PCR based, using SNPs,
NATUS algorithm

Results Study quality
Comments

Diagnoses Low
1p36 microdeletion n=1
TP1,FPO Commercial partner

Natera
Cri du chat (5p15) n=24
TP 24,FP1

Prader Willi/Angelman
(15911.2-g13) n=36
TP36,FPO

22qg11.2 deletion n=46
TP 45 FP3

The table continues on the next page
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Table 11.3 continued

First author
Year
Reference
Country

Yu

2013

(18]

Hong Kong

Study design

Study design
Proof of principle
case control study

Not blinded

Population

Samples
6 cases (3 post-invasive, 3 pre-invasive)

Case 1
Post-invasive,cordocentesis
22q11.2 microdeletion, FISH

Case 2
Post-invasive, cordocentesis
22q11.2 microdeletion, FISH

Case 3
Post-invasive amniocentesis 22q11.2
microdeletion, QF-PCR and FISH

Case 4
Pre-invasive Chorionic villus sampling 22q11.2
microduplication (2.4 Mb) Array CGH

Case 5
Pre-invasive Amniocentesis 22q11.2
microduplication (2.4 Mb) Array CGH

Case 6

Pre-invasive amniocentesis 3929
microduplication (5.1 Mb); 4932.1-g35.2
microdeletion (32.9 Mb) Array CGH

8 controls

Index test platform
Reference test
Verification test

Platform
HiSeq 2 000 (lllumina)

Library
TruSeq (lllumina)

Coverage
3 Mb Resolution

Reference test
Karyotype

CMA

FISH

QF-PCR

Results Study quality
Comments

Diagnoses Low

All 6 cases detected
Commercial partner
None reported

AF = Amniotic fluid; CGH = Comparative genomic hybridization; CMA = Chromosomal microarray analysis; CNV = Copy number variations; CVS = Chorionic villus sampling; DNA =
Deoxyribonucleic acid; FISH = Fluorescent in situ hybridization; FP = False positive; Mb = Megabases; n = Number; NIPT = Non-invasive prenatal testing; NT = Nuchal translucency; PCR
= Polymerase chain reaction; QF-PCR = Quantitative fluorescence-polymerase chain reaction; SNP = Single nucleotide polymorphism; TP = True positive; USS = Ultrasound screening
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