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A prenatalis diagnosztika soran nyerheté informaci6 évtizedeken at
valtozatlan volt:

@ Ultrahangvizsgalat a magzati anatémia tanulmanyozasara.

@ Karyotypizalas a magzati kromoszéma-rendellenességek (5Mb-nal nagyobb eltérések) vizsgalatara,
invaziv beavatkozasokat (CVS, amniocentesis) kovetden.

Mivel a beavatkozasok alacsony, de nem elhanyagolhaté, 0,5-1% magzati veszteséggel
jarak, és jelentds pszichés terhet jelentenek a terhesek szdmara, bevezetésre kerlilt a

@ Sziirés a magzati aneuploidiakra: a magas rizikéju csoport elkiilonitése kiilénbodzd
ultrahang-jelek és az anyai szérumban talalhaté bizonyos markerek vizsgalataval.

A magzati Down-kér szlirése és/vagy diagnosztikaja all a prenatalis genetikai diagnosztika k6zéppontjaban.

Az utébbi évek technikai fejl6dése nyoman két uj fejezet nyilt, melyek
alapvetéen megvaltoztatjak a prenatalis diagnosztikai és genetikai
tanacsadasi gyakorlatot. (,paradigmavaltas”)

1. Kromoszémalis mikroarray vizsgalatok, melyek postnatalisan, vagy prenatalis invaziv beavatkozasokkal nyert
minta vizsgalataval lehetdvé teszik a kromoszémak pici eltéréseinek (tobblet vagy hiany) igen érzékeny vizsga-
latat. (5 Mb-nal kisebb eltérések, microdeletiok, duplicatiok)

2. A magzat non-invaziv genetikai tesztelése az anyai vérplazmaban lévé szabad DNS vizsgalataval. E médszer
lehet6vé teszi - tobbek kézott - a magzati Down-kér magas érzékenységii tesztelését egyetlen anyai
vérminta vizsgalataval.

A jové a ketté kombinaciéja: anyai vérmintabdl vizsgalhaté lesz a magzat teljes genetikai allomanya,
illetve annak eltérései!

Non-invaziv prenatalis genetikai tesztelés (NIPT)

A magzat genetikai vizsgalata anyai vérbdl nyert magzati genetikai allomany (DNS) felhasznalasaval.
Megvalésitja az orvostudomany régi vagyat: olyan prenatalis diagnosztikus tesztet talalni, ami
biztonsagos az anydra és a magzatra nézve

ugyanakkor pontos diagnézist ad a terhesség
korai szakaban.



A magzati aneuploididk non-invaziv tesztelésének (NIPT) torténete
@ 1997. Magzati szabad DNS (Y) kimutatdsa anyai vérben (nem-meghatérozas anyai vérbdl).
@ 1997-2007. Technikai lehetdségek kutatasa a klinikai felhasznalashoz.

@ 2007. A DNS-alapl magzati aneuploidia tesztelés lehetésége (digitalis PCR, massively parallel
sequencing - MPSS)

® 2008. Magzati 21-es, 18-as, 13-as triszémia kimutatasa anyai vérbél szabad DNS szekvenalas
segitségével (,proof-of-concent papers” - MPSS)

@ 2008-2010. Technikai lehet6ségek kutatdsa a széles korii alkalmazhatésaghoz.
@ 2010-2012. Klinikai tanulmanyok nagy esetszdamon igazoltak a magzati triszémiak kimutathatésagat anyai

vérbdl, DNS szekvenalassal, a terhesség 10. hetétdl. (,clinical validation studies”)
2011. oktober 17. Genetics in Medicine (Sequenom)

A Sequenom altal kifejlesztett teszt magyar klinikai vizsgalattal is validalt.
Ezt a mddszert hasznalja a Lifecodexx a Magyarorszagon is elérhetd
PrenaTest®-ben.

DNA sequencing of maternal plasma to detect Down syndrome:
An international clinical validation study
Glenn E. Palomaki, PhD', Edward M. Kloza, MS', Gearlyn M. Lambert-Messerlian, PhD',
James E. Haddow, MD’ Louis M. Neveux, BA', Mathias Ehrich, MD?. Dirk van den Boom, PhD?,

Allan T. Bombard, MD, MBA %3* Cosmin Deciu, MSc?, Wayne W. Grody, MD, PhD?,
Stanley F. Nelson, MD®, and Jacob A. Canick, PhD’

Genetics in Medicine * Volume 13, Number 11, November 2011.
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A validalasban részt vevé magyarorszagi kozpontok
(SOTE I. sz. N6i Klinika, POTE Ndi Klinika)

Genetics in Medicine  Volume 13, Number 11, November 2011.

Detecting Down syndrome in maternal plasma

Table 1 Clinical sites enrolled in the study, along with related enrollment and outcome information

Singleton pregnancy

Down Normal Patients
Enrollment site Location Clinical investigator syndrome karyotype Other  enrolled

North York General Hospital Toronto, Canada Wendy S. Meschino, MD 41 651 86 778
Istituto G. Gaslini Genoa, Italy Pierangela De Biasio, MD 27 492 35 554
Hospital Clinic Barcelona Barcelona, Spain Antoni Borell, MD, PhD 24 291 44 359
Centrum Lekarske Genetiky Ceske Budejovice, Czech Republic | David Cutka, MD 14 362 19 395
Hospital Italiano Buenos Aires, Argentina Lucas Otano, MD, PhD 13 68 14 95
Dalhousie University Halifax, Canada Michiel Van den Hof, MD 12 115 18 145
Rotunda Hospital Dublin, Ireland Fergal Malone, MD 12 70 12 94
Semmelweis University Budapest, Hungary Csaba Papp, MD, PhD 10 64 9 83
IMALAB s.r.o. Medical Laboratories Zlin, Czech Republic Jaroslav Loucky, RNDr 9 238 8 255
CEMIC Buenos Aires, Argetnina Maria Laura lgarzabal, MD 8 224 49 281
University of lowa lowa City, IA Kristi Borowski, MD 8 135 30 173
Women & Infants Hospital Providence, RI Barbara O'Brien, MD 6 99 21 126
University of Pécs Pécs, Hungary Béla Veszprémi, MD, PhD 4 172 31 207
University of Alabama at Birmingham | Birmingham, AL Joseph Biggio, MD 4 169 20 193
Rambam Medical Center Haifa, Israel Zeev Weiner, MD 4 133 10 147
Cedars Sinai PDC Los Angeles, CA John Williams, MD 3 192 28 223
Northwestern University Chicago, IL Jeffrey Dungan, MD 3 88 11 102
Henry Ford Hospital Detroit, Ml Jacquelyn Roberson, MD 3 74 14 91

University of Virginia Charlottesville, VA Devereux N. Saller, Jr, MD 3 21 8 32

University of British Columbia Vancuver, Canada Sylvie Langlois, MD 2 67 14 83
Intermountain Healthcare Salt Lake City, UT Nancy Rose, MD 2 67 9 78
Brigham and Women's Hospital Boston, MA Louise Wilkins-Haug, MD 2 21 8 31

Baylor College of Medicine Houston, TX Anthony Johnson, DO 2 20 0 22

Yale University New Haven, CT Maurice J. Mahoney, MD, JD 1 31 9 41

New Beginnings Perinatal Consultans | Providence, RI Marshall Carpenter, MD 1 7 4 12

University of Calgary Calgary, Canada Jo-Ann Johnson, MD 0 52 5 57

Royal North Shore Hospital Sydney, Australia Vitomir Tasevski, PhD 0 7 0 7




A PrenaTest®

Eurépaban egyediilalléan akkreditalt (CE jelzés) non-invaziv, szabad magzati DNS-meghatérozason
alapulé teszt.

Eurépai multicentrikus klinikai vizsgalatokkal validalt.
Random DNS-szekvenalasi technikat (MPS) alkalmaz.

A LifeCodexx Eurépa legnagyobb szekvenalasi cégével, a német GATC-vel k6z0sen végzi a vizsgalatokat,
egyiittm6kodé partnere az amerikai Sequenom.

A PrenaTest® tudomanyos hattere

1997. (Lo et. al.) Magzati szabad DNS-szakaszok azonositasa az anyai vérben

A szabad magzati DNS - észlelhetd a 4. terhességi héttdl
- mennyisége 2-40% (~10% a 11. héten)
- stabilitasa T, <20ra

- fizikai jellemzéi:  rovid szakaszok (80%-a < 200 bp)
a trophoblastsejtek apoptosisa/necrosisa
soran keriil az anyai vérbe

Az anyai vér magzati (lepényi) és anyai szabad DNS-szakaszokat is tartalmaz!

Az anyai vérben talalhaté szabad DNS eredete

apoptotikus

trophoblast sejtek
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A PrenaTest® kivitelezése - attekintés
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2. Plazma preparalas Az anyai és magzati szabad DNS-szakaszok

keverékének vizsgalata az anyai plazmaban
3. Szabad DNS kivélasztasa

A
4. Genom-kdnyvtar képzése 36 bp
AAGCT...
5. Ujgeneracios szekvenalds CTAGT..
TAGGC...
GCATG...
PrenaTest® - a szekvenalt adatok bioinformatikai analizise
Szekvenalas és a szekvenciak azonositasa
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A DNS genom struktirajanak vizsgalataval azonosithaté, hogy az adott fragmentum mely kromoszémardl
szarmazik

A szekvenciak szamlalasa
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A beazonositott DNS-szakaszok rendezésével vizsgalhaté a szambeli kromoszéma-hiba (triszémia) okozta
DNS-tdbblet



A PrenaTest® bioinformatikai analizise

Mintanként (,single read sequencing”)
A program mintegy 14,8 millié, -
36 bazispar hossziisagu DNS-szakasz

leolvasasat végzi (ez a human genom 8 %-a)

(12 plex)

Melybél 6,8 millié leolvasas egyetlen ponthoz -
illeszkedik a referencia genomon (,unique reads")
Ebbél kb. 5,7 millié leolvasas illeszkedik a human -

genomhoz pontosan (,unique without mismatch”)

Ebbdl kb. 70 000 leolvasas tartozik a 21-es
kromoszémahoz euploid magzat esetén és

73 000 leolvasas triszomias magzat esetén

70,000

% chr21 (euploid): 1,25 vs. % chr21 (T21): 1,32 P— 23,000

csak 1,05-szor tobb!

A minéségi kontroll kiilonb6z6 1épései a PrenaTest® végzésekor

Minéségi kontroll biztositasa a vérvétel soran (standard koériilmények)

@ 2 db specidlis Streck cs6 vonalkéddal, névvel, szliletési idével ellatva
® >10 ml vér csévenként

@ teljesen kitoltott és alairt beleegyezd nyilatkozat

@ 9-20. terhességi hét

Mindéségi kontroll biztositasa a genetikai vizsgalat soran

>4 ml plazma izolélasa

az izolalt szabad DNS >4%-a magzati eredet(i legyen

a DNS-szekvenalashoz megfelel6 nagysagu (250-300 bazispar) és mennyiségli (2 nmol) kdnyvtar létrehozasa
mintanként 10-30 millié leolvasas

ennek min. 43%-a illeszkedik hibatlanul a human genomhoz

az illeszkedd leolvasasoknak min. 75%-a kizarélagosan illeszkedik a human genom pontjaihoz



PrenaTest® tapasztalatok 2012. augusztusatél

@ ~ 12000 vizsgalt minta két év alatt

@ 98%-ban negativ eredmény T21-re, T18-ra vagy T13-ra

@ 1,5%-ban pozitiv T21-re, T18-ra vagy T13-ra

® 0,5% nem informativ az alacsony magzati DNS koncentracié miatt
@ fals pozitiv arany = 0,14%; detekciés rata = 99,6%

Mivel Down-kérra magas rizikéju terhesekrél van szd, valamennyi
esetben invaziv beavatkozast tanacsoltunk volna, mig a PrenaTest® 1,5 %

alkalmazasaval csak a terhesek ~2%-aban tortént invaziv vizsgalat! e
5 %

A NIPT alkalmazasanak jogi és technikai szempontjali

Az ujgeneracios szekvenalason alapul6 aneuploidia-tesztelés jogi
szabalyozasa Eurépaban

Az DNS-alapU aneuploidia tesztelés az EU in Vitro Diagnosztikai Direktivaja (98/79,/EG) szabalyozasa ala esik.
Ennek értelmében:

@ az elemezd szoftvernek az arra kijeldlt szervezet altal kiadott CE jelzéssel kell rendelkeznie
@ a vizsgalatot kinalé cégnek rendelkeznie kell egy atfogd eurdpai minéségbiztositasi rendszerrel (EN 1SO 13485)

Eurépaban jelenleg csak a PrenaTest® és az azt forgalmazé Lifecodexx felel meg ezeknek a kovetelmények-
nek, ezért a PrenaTest® az egyetlen, az uniés szabalyoknak megfelel6 non-invaziv prenatalis DNS-alapu
aneuploidia-teszt Europaban.

Eurépai engedéllyel nem rendelkezé vizsgalat elvégzése esetén, a vizsgalatot kérd orvos viseli a felelsséget
egy esetleges téves eredményért!

A fals pozitiv esetek elemzése NIPT esetén

I. Bioldgiai magyarazatok - (az anyai keringésben valdsan jelenlévé kéros mennyiségti DNS+ detektal
a NIPT, de a DNS nem a magzatot reprezentalja)

@ Placentdra lokalizal6dé mozaikossag észlelése (mint CVS esetén)

@ Meglévé, nem ismert anyai kromoszéma-rendellenesség detektaldsa (pl. mozaik aneuploidia, nemi
kromoszéma-rendellenesség)

@ Anyai tumorrdl a keringésbe jutott aneuploid kromoszéma-készletbdl szarmazé DNS detektdldsa NIPT sordn

@ Elhalt iker magzatbél szarmazé DNS detektalasa

Ezekben az esetekben fontos a genetikai vizsgalatot végzé laboratérium és a terhest gondozé klinikus siirgés

konzultaciéja a koriilmények tisztazasa és a sziikséges vizsgalatok megbeszélése céljabél!

I1. Laboratériumi hibak (a feldolgozas, az értékelés sorén)



A fals negativ esetek elemzése NIPT esetén

I. Biolégiai okok

@ Alacsony (<4%) a magzati eredetii DNS ardnya az anyai plazmaban. (Talsulyos terheseknél gyakrabban fordul elé,
mert 1. tobb zsirsejt pusztul el, igy nagyobb a zsirsejtek apoptdzisa altal a keringésbe jutott anyai DNS mennyisége
—> relative alacsony a magzati DNS aranya; 2. nagyobb a vérvolumen, dilutiés hatas.)

Fontos a magzati DNS-frakcié pontos meghatarozasa és sziikség esetén azonnali jelzése a vérvételi kozpontnak!

@ Mozaikossdg (kismértékd, alacsony arany(, magzatra lokalizal6do)

Il. Laboratériumi hiba (?)
a médszer jelenlegi szintjének korlatai, a szekvenalas mélységének novelésével szamuk csékken

A DNS-alapu Down-tesztelés hatasa a prenatalis diagnosztikara .

Jelenlegi sziirés (fenotipikus megkdozelités) - példa

Hagyomanyos DS sziir6teszt —> DR=80%, FPR=5%
100 000 terhesség, prevalencia 1,/500 ( —> 200 DS eset)

160 DS eset (80%) magas rizikdju lenne a szlir6teszt alapjan (DR).

5000 euploid eset (5%) magas rizikéju lenne a sziiréteszt alapjan (FPR)

5160 GAC/CVS térténne, ebbdl 160 +, 5000 -, a PPE=160,/5160=3,1% (1/33).
Az 5000 nem DS esetnél végzett GAC/CVS miatt 50 magzatot (1%) veszitenénk el.
Az invaziv beavatkozasok kéltsége jelentds.

A tovabbi 40 DS eset a 94840 alacsony rizik6ju terhesség koézott lesz.

(DR = detekci6s rata, FPR = fals pozitiv rata, PPE = pozitiv prediktiv érték, DS = Down-syndroma)

A DNS-alapu Down-tesztelés hatasa a prenatalis diagnosztikara .

DNS-alapu sziirés (genotipikus megkozelités) - példa

Uj szlir6teszt —> DR=99%, FPR:0,1%
100 000 terhesség, prevalencia 1,/500 ( —> 200 DS eset)

198 DS eset (99%) magas rizikéju lenne a szliréteszt alapjan (DR)

100 euploid eset (0,1%) magas rizikdju lenne a szlir6teszt alapjan (FPR)

298 GAC/CVS tdrténne, ebbdl 198 +; 100 -, a PPE=198,/298=66,4% (1/1,5=2/3)
A 100 nem DS esetnél végzett GAC/CVS miatt 1 magzatot (1%) veszitenénk el.

Az invaziv beavatkozasok koltsége aranyosan (5160 vs 298 - 17x) kevesebb.

A tovabbi 2 DS eset a 99 802 alacsony rizikéju terhesség kozott lesz.

(DR = detekci6s rata, FPR = fals pozitiv rata, PPE = pozitiv prediktiv érték, DS = Down-syndroma)



A DNS-alapu Down-tesztelés hatasa a prenatalis diagnosztikara lll.
Osszegzés

Pozitiv prediktiv érték: 3,1% ill. 66,4% +—> 22-szeres novekedés
Felismert DS esetek szama: 160, illetve 198 —> 24%-0s novekedés
Invaziv beavatkozasok szama: 5160, illetve 298 —> 94%-o0s csokkenés
Magzati veszteség: 50, illetve 1 —> 98%-0s csokkenés
Beavatkozas/ DS: 33/1, illetve 3/2 (1,5/1) —> 95,5%-0s csokkenés

Hogyan mddositja a NIPT eredménye a kockazatot a magzati Down-kér
eléfordulasara?

A NIPT segit annak eldontésében, hogy legyen-e invaziv beavatkozés a hagyomanyos szlirémédszerekkel magas
kockazattnak itélt esetekben.

Kockazat: 1:10 1:100 1:270
Kockazat NIPT ~ ~ 9.9 1:1000 3:1 1:11 000 1:1 1:13000
eredményével:

NIPT pozitiv NIPT negativ NIPT pozitiv NIPT negativ NIPT pozitiv NIPT negativ

| | | | | |

negativ:
Jelentds kockazat csokkenés - nincs sziikség
az invaziv médszerre

pozitiv:
Az eredmény megerésitése GAC-cal

modified from Benn et al., Ultrasound Obstet Gynecol 2012;39:127-130

Uzenet .

Az anyai vérbdl torténé szabad DNS-meghatarozason alapulé prenatalis diagnosztikai médszer (NIPT) fenti
sajatossagai miatt

@ igen fontos a megfelel6 tanacsadas szerepe (preteszt- és posztteszt tanacsadas) valamint
@ az eurdpai és hazai genetikai torvények, szabalyok figyelembe vétele.

@ pozitiv NIPT esetén sziikség van az eredmény hagyomanyos diagnosztikus médszerekkel (altalaban
amniocentesissel) torténé megerdsitésére.
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Uzenet L.

Mivel a NIPT igen érzékeny médszer,

@ az eredmény értékeléséhez sokszor sziikséges személyes, kozvetlen konzultacié a vizsgalatot végzé genetikai
laboratériummal. (Fontos a szoros, napi kapcsolat.)

@ a NIPT végzése soran magas szintii és mindenre kiterjedé minéségi kontrollra van sziikség.

Osszefoglalas .

@ Az anyai vérbdl torténd szabad DNS-meghatarozason alapulé prenatalis diagnosztika megérkezett a mindennapi
klinikai gyakorlatba.

@ A NIPT a hagyomanyos Down-sz(irés médszereinél Iényegesen pontosabb a leggyakoribb magzati aneuploidiak
jelzésére.

@ A Down-kérra magas kockazatu terheseknél alkalmazva [ényegesen csokken a felajanlott invaziv beavatkozasok
szama, gy a magzati veszteség és az anyai aggodalom mértéke is.

Osszefoglalas II.

@ A NIPT egyarant vizsgalja az anyai és magzati szabad DNS+.

@ A magzati eredet(i szabad DNS tobbsége lepényi eredet.

@ A fals pozitiv' esetek jelentds részében valamilyen - altaldban a magzattdl fiiggetlen - bioldgiai (genetikai)
anomadlia taldlhaté.- Pozitiv NIPT esetén genetikai amniocentesis végzése javasolt.

@ A fals negativ esetek hatterében 4altalaban a magzati eredet(i szabad DNS alacsony aranya all.

@ A technikai fejl6déssel parhuzamosan varhaté arcsokkenés a NIPT elterjedéséhez vezet, indikacios terilete
is szélesedik. ( —> Down-kdrra alacsony rizikéju terhesek, monogénes betegségek, szerkezeti kromoszémalis
eltérések, ritkabb aneuploidiak)

Osszefoglalas 1.

@ Megfelel6 szakember 4ltal adott tanacsadas sziikséges a NIPT el6tt és sziikség esetén az eredmény kdzlésekor is.

@ A késébbi nem kivanatos jogi kovetkezmények elkeriilése miatt fontos az eurépai és hazai genetikai torvények
figyelembe vétele, valamint az, hogy a vizsgalatot végzé laboratérium rendelkezzék a genetikai vizsgalatokra
vonatkozd eurépai engedélyekkel.

@ Fontos, hogy a NIPT-et végz6 genetikai laboratérium rendelkezzen a megfelelé eurépai akkreditaciéval és minden
részletre kiterjedd minéségbiztositassal — jogi felel6sség!

@ Sziikséges a vizsgalatot végzé laboratériummal valé él6 kapcsolat. (pl. a ,varatlan” eredmények okainak gyors
és hatékony kideritése érdekében)



Prenalest’

A j6vO megérkezett
a magzati diagnosztikaba

A PrenaTest® magyarorszagi disztribitora:

" New Era Genetics

1026 Budapest, Gabor Aron utca 74-78.
Telefon: +36 1 273 0794

E-mail: info@prenatest.hu
www.prenatest.hu



