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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka neinvazivneho prenatdlneho testovania (medzindrodna klasifikicia GO6F19/10,
GO6F19/24, C12Q1/68). Konkréine ide o sposob ako vyuzt fetdlnu frakciu a chromozémovi reprezentéciu
pri ur¢eni aneuploidného stavu azvy$it’ tak detekénu schopnost’ neinvazivneho prenatalneho testovania.

DoterajSi stav techniky

Ak je fetalna frakcia vy$Sianezdetekénd medza, je mozné pomocou neinvazivineho prenatdlneho testovania
stanovit’ pritomnost’” aneuploidie na ziklade chromozémovej reprezenticie ziskanej celogenémovym masiv-
nym paralelnym sekvenovanim (US2016224724, EP2981921). Ak je vSak fetdlna frakcia nizSia neZ detekEna
medza, tak je analyzovand vzorka prehldsend za nerozhodnu, bez ohl'adu na hodnotu chromozé move;j repre-
zentacie [1].

[1] Tamminga S, a kol. Maternal Plasma DNA and RNA Sequencing for Prenatal Testing. Advances in
clinical chemistry. 2016;74:63-102.

Hlavnym ciel'om tohto vynalezu je poskytnut’ metédu na urCenie aneuploidného stavu v prenatdlnom nein-
vazivnom testovanibeznych anuploidii, ktord berie do tivahy fetalnu frakciu f ako aj chromozémovi reprezen-
taciu t.

Podstata vynilezu

Opisand je metéda, kiora na urCenie aneuploidného stavu v neinvazivnom prenatalnom testovani pouziva
fetdlnu frakciu ako aj chromozomovu reprezentdciu. Podla opisanej metdédy ancuploidny stav nie je mozné
urcit’ vtedy, ked’ fetdlna frakcia fa chromozoémova reprezentécia ¢ patria do Trojuholnika Neurcitosti pre Tri-
zomiu (TNT) alebo do Trojuholnika Neurcitosti pre Monozémiu (TNM). Wsledkom tejto metédy je zvySenie
detekénej schopnostineinvazivneho prenatalneho testovania.

Pojny a definicie

» DNA - deoxyribonukleova kyselina

*  VolIna cirkulujuca DNA (cfDNA) —fragmenty DNA s rdznou dizkou, ktoré sa nenachddzaju v jadre buniek,
ale sulokalizované v telovych tekutindch (mo¢, plazma, sérumy)

»  VoIna citkulujuca fetdlna DNA (cfiDNA) — DNA fragmenty fetalneho pévodu, ktoré sanachadzaju v plaz-
me tehotnych zien

» Fetélna frakcia (f) — nmozstvo cffDNA, ktoré sanachiadzav celkovom mnoZstve cfDNA (vyjadrené v per-
centach)

*  Nukleotid — zdkladna stavebnd jednotka nukleovychkyselin (DNA)

» Sekvenovanie — urCenie primirnej Struktury DNA, t. . presného poradia nukleotidov v DNA

* Masfvne paralelné sekvenovanie (MPS) — siimltdnne, masivne, paralelné sekvenovanie extrénme vel'kého
mnozstva DNA molekul, ktorého vysledkom sutzv. sekvenacné Citania

+  Citanic — tisck DNA pochadzajici z konkrétneho chromozomu, osckvenovany pomocou MPS s urtitou
dizkou

* Chromozém - utvarv bunkovomjadre, pozostavajiciz jednej alebo dvoch molekiill DNA

* Autozém — chromozom, ktory nepatri medz pohlavné chromozémy (u ¢loveka 22 r6znych typov)

» Haploidny stav (n) — poc¢et chromozémov v pohlavnychbunkéch (23 v l'ndskych pohlavnych bunkich)

» FEuploidia — $tandardny po¢etchromozomov v bunke ('udska telova bunka mi 46 chromozoémov)

* Anecuploidia — pocet chromozémov je zmeneny, ¢o ma vo vacSine pripadov za nasledok vznik vaznych
vyvinovych porich

» Urcit’ aneuploidny stav — stanovit’, €i plod je euploidny alebo aneuploidny

*  Monozomia — po¢et chromozémov je 2n-1 (45 chromozémov)

»  Trizdmia — pocetchromozémov je 2ntl (47 chromozomov)

» FEuploidny na chromozéme — dany chromozom je pritonny v bunke v dvochképidch

» Trizomicky nachromozéme — dany chromozém je pritomny v bunke v troch képidch

* Monozomicky nachromozéme — dany chromozém je pritonmy v bunke v jednej kopii

» Bené aneuploidie —trizémia 21 (pritomnost’ troch chromozémov 21), trizomia 18 (pritonmost’ troch chro-
mozémov 18), trizomia 13 (pritomnost’ troch chromozémov 13), monozémia 21 (pritomnost’ jedného chromo-
zomu 21), monozémia 18 (pritomnost’ jedného chromozénm 18), monozémia 13 (pritommost’ jedného chro-
mozémm 13)
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» Chromozémova reprezentécia (r) — pocet Citani, ktoré pochadzaju z konkrétneho chromozom, alebo sub-
regiénov daného chromozémm. Nazyva satieZ chromozomovy pocet Citani

*  Detekénd medza — anglicky, Limit of Detection (LoD). Hodnota fetdlnej frakcie, pod ktorou sa podlaStan-
dardnej metédy na urCenie aneuploidného stavu neda tento stav urCit’. Detekéna medza sa dé stanovit’ napriklad
experimentalne. Typicky sapovazuje za blizku k 4 percentdm

* Nerozhodnd vzorka, nerozhodny pripad, ‘no call’ — to isté Co plod, uktorého sa neinvazivnym prenatalny m
testovanim nevie stanovit’ jeho aneuploidny stav

+  Standardna metoda na urienic ancuploidného stavu — metoda neinvazivneho prenatalncho testovania, pri
ktorej savzorka povazuje za nerozhodni, ak fetalna frakcia je nizSia nez detekéna medza; a to bez ohl'aduna
chromozémovu reprezentaciu.

Hlavnym ciel'om tohto vynalezu je poskytnut’ metédu na urCenie aneuploidného stavu v prenatalnom nein-
vazivnom testovanibeznych anuploidii, ktord berie do uvahy fetdlnu frakciu f ako aj chromozémovu reprezen-
taciu 7.

Tento ciel’ je dosiahnuty pomocou tohto vynalezu, ktory zahfiia stanovenie, ¢i dvojica (f, ¢) patri do Troju-
holnika Neurcitosti pre Trizomiu (TNT), alebo do Trojuholnika Neurcitosti pre Monozémiu (TNM). TNT a
TNM st zalozené na koreSpondencii medzi chromozémovou reprezenticiou a kompoziciou materskej volnej
DNA, ktord je zikladom neinvazivneho prenatdlneho testovania. Ak kompozicia cfDNA je takd, 7 pre trizo -
mické tehotenstvo trojicachromozémov plodutvor f percent, a dvojica chromozomov matky tvori /-f percent,
potomvysledni chromozomova reprezentacia f je

t=0 =) «tE+1.5 *f =tF, (*)
kde t¥ je chromozémova reprezentacia euploidnej matky. V dosledku technickej variability MPS varirujii hod-
noty t& v urditom rozmedz [tZ;,, tE 1. Tato variabilita sa prostrednictvom (*) prenasa do variability trizo-
mickych vzoriek. Z tohto dévodu mbze pre trizomickii vzorku, pre urCité hodnoty fetdlnej frakcie f, lezat jej
chromozémova reprezenticia ¢ v rozsahu [t , tE 1. TakZe, pre urtité hodnoty (£ ¢) nie je mo/né urtil’ ane-
uploidny stav. Tieto hodnoty tvoria TNT. Analogickou uvahousadospejek TNM.

Trojuholnik Neurcitosti pre Trizomiu je tvoreny vSetkymi takvmi dvojicami (f, ¢) hodnotfetdlnej frakcie f
a chromozémovej reprezentacie ¢, pre ktord:

f < fion (la)
t>(1+05*f)=tE (1b)
t < by (c)

Pricom, f7, je detekéna medza pre trizémiu, tZ;, je minimilna hodnota chromozomovej reprezentacic
v euploidnychvzorkach, a tZ ., je maximilna hodnotachromozomovej reprezentécie v euploidnych vzorkich.
Detekéna medza pre trizémiu % ) je stanovend pomocou nasledovného vzorca:
tE
fiop = (—;E‘_‘" - 1) *2 @
min
Trojuholnik Neurcitosti pre Monozémiu je tvoreny vSetkvmi takymi dvojicami (f; 7) hodndt fetalnej frakcie
fachromozémovej reprezentacie f, pre ktoré:

f < fion (5a)
t<(@A—-05x*f)=tE, . (5b)
t >tk (5¢)

Pricom, /M, detekénd medza pre monozémiu, LZ;, je minimilna hodnota chromozémovej reprezentacic
v euploidnychvzorkach, a tZ ., je maximilna hodnotachromozomovej reprezentécie v euploidnych vzorkich.
Detekéna medza pre monozémiu [, je stanovend pomocou nasledovného vzorca:

ity = (G 1) 42 ©

t‘rEnax

Chromozomova reprezentacia sada urCit’ pomocou Citani z celogenémového masivneho paralelného sek-
venovania, ktoré su namapované k referenénému l'udskémm gendénmu, s moznym ndslednym filtrovanim, pred-
spracovanim (napr. pomocou GC korekcie), normaliziciou (napr. podelenim poctom ¢itani nachadzajacich sa
v autozomoch).

Chromozomova reprezentacia samoze tykat’ celého chromozémmu alebo jeho dizjunkinych podusekov,t. .
segmentov. Odhad minimilne] a maximalnej hodnoty chromozémovej reprezentacie v euploidnej populicii je
mozné ziskat’ na zdklade vzoriek z euploidnej populicie. Fetdlna frakcia sa dé stanovit’ laboratéme alebo po-
mocou in silico algoritmov, napriklad seqFF.

Ak st obdrzané nasledovné udaje o vzorke: i}y chromozémova reprezentdcia ¢ chromozému alebo jeho
dizjuntknych podusekov, ii) fetdlna frakcia f, aiii) minimilna a maximalna hodnota chromozémovej reprezen-
tacie vo vzorkich s potvrdenymeuploidnym stavom, tak potom na stanovenie aneuploidného stavu moéze byt
pouzity nasledovny rozhodovaci strom:

Ak (f, t) sttake, Ze:

a) (> tE,.). potomaneuploidny stav je stanoveny ako trizomicky
b) (t> tE;,) potomancuploidny siavje stanoveny ako monozomicky
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c) (f, r)patria do TNT, potom nie je mozné stanovit’ ancuploidny stav,
d) (f r)patria do TNM, potomnic je mozné stanovit’ aneuploidny stav,
e) inac; potom ancuploidny stav je stanoveny ako euploidny na danom chromozome.

TNT je momé ekvivalentne formmlovat’ pomocou z-skore, t. j., Skdlovanej chromozomovej reprezentacie.
Vznikne tak z-skérovy Trojuholnik Neurcitosti pre Trizdémiu (ZTNT), dany sucasnymsplhenim nasledovnych
troch podmienok:

f < fion.z (7a)
z 2 kp * 2y + (kp — 1) * 4 Jo® (7b)
Z < Zpax (7c)

Pri¢om, z je z-skore vzorky, dané ako
z=(t—u")/o"
kde ¢ je chromozomova reprezentacia, uf je odhad polohy rozdelenia chromozomovej reprezentacie (typicky,
priemer alebo median) v populacii euploidnej na danom chromozoéme, a o % je odhad $kaly rozdelenia chromo -
zomovej reprezentacie (typicky smerodajnd odchylka alebo interkvartilovy rozsah) v populacii euploidnej na
danom chromozome. Dalej,
kp =1+ 05 * f,
a z-skorova detekénd medza pre trizomiu na danom chromozone f,, , je
T _ 2% (Zrl;:w.x B Zrl;:u'n)
fioD,z - Zﬁqin +[,LE/O'E

a je minimilna hodnota z-skore na danom chromozome v euploidnych vzorkach, zZ%,, je maximilna hodnota
z-skére na danomchromozome v euploidnych vzorkich.

Obdobne sa da TNM ekvivalentne vyjadrit’ pomocou z-skére. Vznikne tak z-skérovy Trojuholnik Neurci-
tostipre Monozomiu (ZTNM).

Horeuvedeny rozhodovaci strom je mozné ekvivalentne forrmlovat” pomocou ZTNT a ZTNM, a to nasle-
dovnymspdsobom. Ak z-skére z a fetdlna frakcia fsu také, Ze:
a) (z> zE,.), potomaneuploidny stav je stanoveny ako trizomicky,
b) (z < zL,, ), potom aneuploidny stav je stanoveny ako monozomicky,
¢) (f z) patriado ZTNT, potomnie je mozné stanovit aneuploidny stav,
d) (f z) patriado ZTNM, potom nie je mozné stanovit’ ancuploidny stav,
e) inac; potom aneuploidny stav je stanoveny ako euploidny na danom chromozéme.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1: schematické zobrazenie Trojuholnika Neurtitosti pre Trizomiu. Vicholy TNT su: (0, tZ;,), (0,
trl;:w.x )’ (fLTZ)D > trl;:w.x ) .

Obrazok 2: Z-skérovy Trojuholnik NeurCitosti pre Trizémiu. Stvoréekom acdislicou ‘1’ je oznacend vzorka
z Prikladu 1

Obrazok 3: Z-skorovy Trojuholnik Neurditosti pre Trizomiu. Stvoréekom a &islicou 2 je oznatena vzorka,
z Prikladu 2

Obrazok 4: Z-skorovy Trojuholnik Neuritosti pre Trizomiu. Stvoréekom a&islicou 3° je oznadena vzorka
z Prikladu 3

Priklady uskuto¢nenia vynilezu

Priklad 1
Krok 1) Masivne paralelné¢ sekvenovanie, bioinformatické spracovanie: namapovanie Citani, filtrovanie, bin-
ning, chromozdmova reprezenticia
VorI'na cirkulujuica DNA zo vzorky krvi tehotnejZeny bola osekvenovanatechnologiou masivneho paralel-
ného sekvenovania. Wsledné Citania boli namapované k I'ndskémm genému hg19 pomocou algoritmu bowtie2.
Z tychto ¢itani boli nasledne vyfilirované tie Citania, ktoré boli duplikitne, alebo nekvalitne namapované.
Nasledne boli ¢itania rozdelené do binov o velkost 50 kbp (kilo bazovych parov). Celkovy pocet ¢itani vo vy -
branej podmmozine binov bol normalizovany celkovym poctom ¢itani namapovanych na vSetky autozoniy .
Takto bola ziskana chromozomova reprezenticia pre chromozém 21, rovna ¢ = 0.007476537.

Krok 2) Stanoveniec minimilnej a maximilnej chromozémovej reprezentacie v podmnozine euploidnych teho-
tenstiev
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V sade 99 vzorieck s potvidenou euploidiou na chromozéme 21 bola minimilna hodnota chromozomovej
reprezenticie v tej istej podmnoZine binov, ako v Kroku 1, rovna tZ;, = 0.007282826. Maximilna hodnota
bola tZ,. = 0.007416512. Co podlavzorca (2) davadetekénii medzu pre trizomiu 21, f721=0.03671255, t.j.,

max

3.67 %.

Krok 3) Stanovenie fetalnej frakcie
Fetalna frakcia pre analyzované tehotenstvo bolaodhadnutd metédou seqFF, vyvinutou firmou Sequenom.
Hodnotafetalnej frakcie bola /= 0.02899, t.j., 2.9 %.

Krok 4) Ur¢enie aneuploidného stavu

Hodnota fetdlnej frakcie f je niZia neZ detekéna medza f,13! nakolko 0.02899 < 0.03671255. Tak¥e tato
vzorka by podla tradicného postupu na urovanie aneuploidného stavu bola prehlasena za nerozhodnu; ‘no
call’.

Ked pouzijeme rozhodovaci strom, ktory sme zaviedli vysSie, tak zistime, 7e analyzovand vzorka patri do
pripadu a), nakol’ko chromozémova reprezentdcia t = 0.007476537 je vyssianez tE . = 0.007416512. To
mamend, 7e danu vzorku rozhodovaci strom prehldsi za trizomicku.

Ten isty zaver ziskame, v pripade, Ze pouZijeme ekvivalentné vyjadrenie rozhodovacieho stromm, vyuziva-
jlice namiesto chromozomovej reprezentacie z-skore. Kedze #%! =0.007355081 a o521 =2.787415¢ - 05, tak
z-skore uvazovanejvzorky je 4357. Maximilna hodnota z-skére vo vzorkach euploidnych na chromozéme 21
je 2.203878, takZe uvazovanavzorka spita prvii podmienku z > z%,, rozhodovacieho stromu, a teda aneuplo-
idny status vzorky je trizomicky; pozii Obr. 2 a na iom bod oznaceny ‘1°. Poznamenajme, 7 u analyzovanej
vzoiky bola potvrdend trizomia.

Zhrutie. Priklad 1 poukazuje nasituéciu, kedy tradi¢ny sposob rozhodovania o aneuploidnom stave nedo-
kaze odhalit’ chromozémovll abnormalitu, kvoli nizkej fetdlnej frakcii. TradiCny spdsob ale ignoruje informa-
ciu o chromozémovej reprezentdcii. Predkladany vynalezberie tiito informaciu do uvahy, ato prostrednictvom
rozhodovacicho stromm, zaloZeného na Trojuholniku Neurcitosti pre Trizomiu, alebo ekvivalentne z-skérovom
Trojuholniku Neurcitosti pre Trizémiu. U danejvzorky by pouztim tradi¢éného spésobu rozhodovania doSlo
k tomm, Ze by nebol rozpoznany trizomicky stav vzorky. Predkladany vyndlez by tento stav rozpoznal.

Priklad 2

Pre int vzorku bola v Kroku 1) ziskand chromozémova reprezentdcia ¢ = 0.007333882. Fetalna frakcia bola
v Kroku 3) odhadnuta f= 0.0323785. Ked fetdlna frakcia f je nizSia nez fiL3!, ¢o v tradi¢nom postupe na
ur¢ovanie aneuploidného stavu znamenalo, Z danavzorka je nerozhodna.

Ked pouzieme rozhodovaci strom uvedeny vy$S$ie, zistime, Ze nastal pripad e), nakolko ani jedna z moz-
nostia) — d) nie je u tejto vzorky splnend. Nasledne nas rozhodovaci strom stanovi aneuploidny stav vzorky
ako euploidny na chromozome 21.

Tenisty zaver ziskame, v pripade, Ze pouzijeme ekvivalentné z-skérové vyjadrenie rozhodovaciecho stromu.
Ked7e zskore vzorky je z =-0.760519, kr= 1016189, zE  =-2.592162, tak (f z) nepatri do ZTNT; pozri
Obr. 3, na ktorom je analyzovand vzorka oznacend ako 2°. Podobne sa zsti, Z vzotka nepatriani do ZINM.
Takze aneuploidny stav vzorky je euploidnost’ nachromozoéme 21. Poznamenajme, Ze uvzorky bol potvrdeny
euploidny stav nachromozome 21.

Zhrutie: Priklad 2 ukazje situdciu, kde tradiny sposob rozhodovania o aneuploidnom stave nedokéze
tento stav stanovit, kvoli nizkej fetdlnej frakcii. Tradi¢ny spdsob ale ignoruje informiciu o chromozémovej
reprezentacii. Predkladany vyndlez berie tito informaciu do ivahy, a to prostrednictvom rozhodovacieho
stromm, zaloZzeného na TNT, TNM, alebo ekvivalentne ZTNT, ZTNM. U danej vzorky by pouZitim tradi¢ného
sposoburozhodovaniados$lo k tommu, Ze by nebol rozpoznany euploidny stav vzorky. Predkladany vyndlez by
tento stav rozpoznal.

Priklad 3

Pre int vzorku bola v Kroku 1) ziskana chromozdmova reprezentacia ¢ = 0.007355957.

Fetalna frakcia bola v Kroku 3) odhadnuta f= 0.01138656. Ked”e fetalna frakcia f je niZia neZ f;'%" tak
v tradi¢nom postupe naurCovanie aneuploidného stavu plodu by dandvzorka bola nerozhodna.

Ked’ pouzjeme rozhodovaci stromuvedeny vy§sie, tak zistime, Ze nastalpripad c), nakol’ko

f<fin [0.01138656 < 0.03671255], a
t>0+05«)*tE, . [0.007355957 >0.00732429], a
t <th,.. [0.007355957 < 0.007416512].

Takze pre danti vzorku nie je mozné navrhovanou metédu stanovit’ jej aneuploidny stav na chromozome
21.

K tomm isténmu zidveru dospejeme pomocou ekvivalentného, z-skérového rozhodovaciecho stromm. KedZe
z-skore vzorky je z=0.03144595, fL, ,=0.03671255, a kf=1.005693, tak
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f<fls, [0.01138656 < 0.03671255]
E

22l * 2 + (g — 1) x5 [0.03144595 > —1.104649]

z <z, [0.03144595 < 2.203878],

tak vzorka patri do ZTNT, pozri Obr. 4 a na iom bod oznaCeny ako ‘3°. Analyzovanavzorka patr do Troju-
holnika Neurcitosti pre Trizomiu, a preto nie je mozné stanovit’, €i je trizomickd alebo euploidna na chromo-
zome 21. Poznamenajme, Ze analyzovand vzorka bola potvrdend ako euploidnd.

Zhrnutie: Priklad 3 ukazuje situdciu, kde ani tradi¢ny sposob rozhodovania o aneuploidnomstave ani pred-
kladany vynalez nedokazun urCit’ ancuploidny stav. TradiCny spdsob ale ignoruje informiciu o chromozémovej
reprezentdcii. Z toho dovodu je pocetvzoriek, u kiorych nedokaze tradicny sposob s tanovit’ aneuploidny stav
vyrazne vy§§i, nez pocet vzoriek, kioré sa nedaju rozhodnut’ predkladanym vynalezom. V analyzovanej sade
vzoriek tradiCny spdsob zlvhal u 12 vzoriek, zatialCo u predkladaného vyndlezn to boli iba 4 vzorky. Je to
vdaka tommu, 7z predkladany vyndlez berie do uvahy fetdlnu frakciu ako aj chromozémovl reprezentaciu, a to
prostrednictvomrozhodovacicho stromm, zaloZzeného na TNT, TNM, alebo ekvivalentne ZTNT, ZTNM.

Priemyselna vyuZiteI'nost’

Tento vynalez ukamje metddu pouztia fetalnej frakcie a chromozémovej reprezentacie pri stanovovani
aneuploidného stavu v neinvazivnom prenatalnom testovani, zalozenu na Trojuholniku NeurCitosti pre Triz6 -
miu, a Trojuholniku NeurCitosti pre Monozémiu. PouZitie predstavenejmetody moze viest’ k vyraznénm zni-
Zeniu zastupenia nerozhodnych pripadov.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sposob pouzitia fetdlnej frakcie a chromozémovej reprezentacie pri urCovani aneuploidného stavuv ne-
invazivnom prenatilnom testovani, vyznacujuci sa tym, Z za ncrozhodny pripad sa prechlasi
akykolvek pripad, u ktorého chromozémovy pocet Citani, oznaceny , a fetdlna frakcia, oznaCend f, patria do
Trojuholnika Neurcitosti pre Trizomiu na danom chromozome (TNT), ktory je dany sucasnym splnenim na-
sledovnych troch podmienok:

f < fiop

t =1 +05«f)*¢E,,

t S trl;:w.x’

kde £, je detckénd medza pre trizomiu na danomcléromozbme, ur¢end formulou
fiop = (?E#—l) *2;
min

tE;, je minimum chromozémového poétu ¢itani na danom chromozéme v mnoZine vzoriek euploidnych na
danom chromozéme, a tZ,, je maxinmm chromozomového po&tu ¢iiani na danom chromozéme v mmoZine
vzoriek euploidnych na danomchromozome.

2. Spbsob pouzitia fetdlnej frakcie a chromozémovej reprezentdcie pri urCovani aneuploidného stavuv ne-
invazivnom prenatilnom testovani, vyznacujuci sa tym, Z za ncrozhodny pripad sa prechlasi
akykol'vek pripad, u ktorého chromozémovy pocet ¢itani na danom chromozdme, oznaceny ¢, a fetalna frakcia,
oznacend f, patria do Trojuholnika NeurCitosti pre Monozémiu na danom chromozéme (TNM), kitory je dany
sti¢asnymsplnenim nasledovnych troch podmienok:

f < fiop
t<(1—0.5xf)* th,
t >th,
kde fM, je detek&na medza pre monozomiu na danom chgomozéme, urcend formmlou
fiap = (1 —tt,’.;ﬂ)* 2;
max
tE;, je mnimum chromozomového poétu &itani na danom chromozome v mnoZine vzoriek euploidnych na
danomchromozome, a t%,, maxinmm chromozomového poétu itani nadanom chromozéme v mnoZine vzo-
rick euploidnychna danom chromozéme.
3. Sposob podl'a naroku 1, s chromozomilnou reprezcr}z_téciou t nahradenou z-skérom z
t_
= U—E
kde pf je odhad polohy (napr. priemer alebo median) rozdelenia chromozomového poétu &itani v populdcii
euploidnej na danom chromozome, o je odhad $kaly (mapr. smerodajnd odchylka alebo interkvartilovy rozsah)
rozdelenia chromozomového poctu Citaniv populécii euploidnejna danomchromozénme, vyznacujuaci
sa tym, 7 za nerozhodny pripad sa prehlsi akykolvek pripad, u kiorého z-skére z, a fetdlna frakcia f,
patria do Z-skoérového Trojuholnika Neurcitosti pre Trizomiu na danom chromozéme (ZINT), ktory je dany
sucasnymsplnenim nasledovnych troch podmienok:

zZ= fZI;D,Z
23 K+ 2y + (6 = 1)+t fo*
Z < Zmgx
kde
T _ 2% (Zrl;:w.x B Zrl;:u'n)
fioD,z - Zrl;;qin +ME/O'E

kf =1+ 05=*f)
a zE,, je minimilne zskére v mmoZne vzorick euploidnych na danom chromozéme, zZ,, je maximilne z-

-skére v mnozine vzoriek euploidnych nadanom chromozéme.
4. Spoésob podl'a naroku 2, s chromozomdlnou reprezentaciou ¢ nahradenou z-skérom z

kde p” je odhad polohy (napr. priemer alebo median) rozdelenia chromozomového poétu &itani v populdcii
euploidnej na danom chromozome, o je odhad $kaly (mapr. smerodajnd odchylka alebo interkvartilovy rozsah)
rozdelenia chromozémového poctu Citaniv populacii euploidnejna danomchromozénme, vyznacujuaci
sa tym, 7 za nerozhodny pripad sa prehlasi akvkolvek pripad, u ktorého z-skore z, a fetalna frakcia f,
patria do Z-skérového Trojuholnika NeurCitosti pre Monozomiu na danom chromozoéme (ZINM), kiory je
dany suc¢asnymsplnenim nasledovnych troch podmienok:
z< fZ\gD Z
23 ks 2l + (= 1) 4
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E
zZ= Zmax:

kde

2% (Zrl;:w.x - Zrl;:u'n)

](Z\gD,Z = E E E
Zmax T U /0
k' =(1 + 05 * f)
a zE;, je minimilne zskére v mmoZne vzorick euploidnych na danom chromozome, zZ,, je maximilne z-
-skore v mnozine vzoriek euploidnych nadanom chromozéme.

5. Sposob stanovenia ancuploidného stavu v neinvazivnom prenatalnom testovani, vyznacujuci
sa tym, Z ancuploidny stav je urCeny pomocou nasledovného rozhodovacieho stromm: ak fetdlna frakcia
f, a chromozomova reprezentacia ¢, sutaké, Ze,

a) (> tL, ), polomaneuploidny stav je stanoveny ako trizomicky,

b) (¢t < tE, )potom aneuploidny siav je stanoveny ako monozomicky,

c) (f, 1) patria do TNT, potom nie je mozné stanovit’ ancuploidny stav,

d) (f 1) patria do TNM, potomnic je mozné stanovit’ aneuploidny stav,

e) inac; potom aneuploidny stav je stanoveny ako euploidny na danom chromozéme.

6. Sposob stanovenia ancuploidného stavu v neinvazivnom prenatalnom testovani, vyznacujaci
sa tym, Z ancuploidny stav je urCeny pomocou nasledovného rozhodovacieho stromm: ak fetdlna frakcia
f, a z-skore z, st také, Z,

a) (z> zE,.), potomaneuploidny stav je stanoveny ako trizomicky,

b) (z <zE;,), potomancuploidny stav je stanoveny ako monozomicky,

¢) (f, z) patriado ZTNT, potomnie je mozné stanovit aneuploidny stav,

d) (f z) patriado ZTNM, potom nie je mozné stanovit’ ancuploidny stav,

e) inac; potom aneuploidny stav je stanoveny ako euploidny na danom chromozéme.

7. Sposob podlanaroku 1, vyznacujici sa tym, Z nastanovenic detekénej medze pre
trizdmiu nadanom chromozéme, fi,,, sapouije £, ,1t.j., mnimum chromozomového poé&tu &tanina danom
chromozéme v mnoZne vzoriek euploidnychna danom chromozome, a tZ,,.,t.j., maxiomm chromozomového
poctu ¢itani na danom chromozéme v mnozine vzoriek euploidnych na danom chromozéme, a to podla for-
muly

8. Sposob podlanaroku 2, vyznacujuci sa tym, 7 nastanoveniadetekénej medze pre
monozomiu, [, sa pouzije tE;,, t. j., minimum chromozémového poétu &itani na danom chromozo me
v mnoZne vzoriek euploidnychna danomchromozome, a t£, , t. ], maximum chromozomového po&tu&itani
na danom chromozome v mnozine vzoriek euploidnych na danom chromozéme, a to podl'a fornmly

tE,
M _ min
Jop = <1 - ) * 2

E
tmax

9. Sposob podlanicktorcho z predchadzajucich narokov, vyznacdujici sa tym, 7 namicsto
chromozémového poctu ¢itani 7 sapouzije pocet Citani v dizjunktnych subregionoch daného chromozému.

4 vykresy
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