/E LABORATORIO DE ANALISIS
AL ECHEVARMNE

Cribado prenatal no
Invasivo

Deteccidn T13, T18, T21, monosomia X
y sexo fetal en sangre materna.
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Cribado prenatal no invasivo

i o ‘ The American College of
T e ¢ Obstetricians and Gynecologists
A'. -. WOMEN'S HEALTH CARE PHYSICIANS
B, Maternal-Fetal Medicine

Noninvasive Prenatal Testing for Fetal Aneuploidy

ABSTRACT: Noninvasive prenatal testing that uses cell free fetal DNA from the plasma of

pregnant women offers tremendous potential as a screening tool for fetal aneuploidy. Cell
free fetal DNA testing should be an informed patient choice after pretest counseling and
should not be part of routine prenatal laboratory assessment. Cell free fetal DNA testing
should not be offered to low-risk women or women with multiple gestations because it has
not been sufficiently evaluated in these groups. A negative cell free fetal DNA test result
does not ensure an unaffected pregnancy. A patient with a positive test result should be
referred for genetic counseling and should be offered invasive prenatal diagnosis for

confirmation of test results.

Obstet Gynecol. 2012 Dec;120(6):1532-4. doi: 10.1097/01.A0G.0000423819.85283.14.
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Indicaciones para

prueba prenatal no invasivo

de aneuploidias fetales

ACOG Committee Opinion Numero 545, Diciembre 2012

La edad materna 35 afios o mas al momento del parto

Hallazgos ecograficos fetales que indican un aumento del riesgo de
aneuploidia
Historia de embarazo previo con una trisomia

Resultado positivo en test de aneuploidias, incluyendo el primer trimestre,

secuencial o pantalla integrada o una pantalla cuadruple. (Datos ecograficos)

Translocacion parental balanceada Robertsoniana con un mayor riesgo de

trisomia 13 fetal o trisomia 21.

Casos de bajo riesgo: Ansiedad materna/ recomendacion por ginecologo
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Cribado prenatal no
Invasivo: Requisitos

Analisis de cromosomas 13, 18, 21, X,e Y
Deteccion de todos los cromosomas por igual
Sensibilidad y especificidad >99%

Resultados exactos Yy fiables con fracciones bajas de ADN fetal, a

partir de semana 9 de gestacion.

Eficiencia en los resultados (5-6% probabilidad de no obtener

resultados en muestra inicial, y con una segunda muestra <1%)
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Deteccion DNA fetal
(cffDNA) en sangre materna

v' Método de contaje:

Secuenciacion de regiones no polimorficas.
 Secuenciacidn masiva (MPSS Massively Parallel Shotgun Sequencing)

e Secuenciacion dirigida
v Analisis SNPs (Polimorfismos):

Secuenciacion de regiones polimorficas.
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Impacto concentracion
de cffDNAen sangre materna

En la semana 13 , mas del 20% de las embarazadas tienen una fraccién de cffDNA <10% 1

Con una fraccion baja de cffDNA disminuye el % de deteccion en la técnica de contaje

% Fraccion cffDNA

% Deteccion T 21
Metodo de contaje

% Deteccion T 21
Analisis SNPs

>10%
<10%
<8%

>990%, >99%

91% >99%
Pt

4 75% >99%
S -’

-

1 Lo et al. BMJ, Fetal DNA concentration found in maternal plasma among 314 pregnancies with euploid male fetuses. 2011;342:c7401
2 Palomaki GE et al. DNA sequencing of maternal plasma to detect Down syndrome: an international clinical validation study. Genet

Med. 2011 Nov; 13(11):913-20.

3 Zimmermann, et al. "Noninvasive prenatal aneuploidy testing of chromosomes 13, 18, 21, X, and Y using targeted sequencing at

polymorphic loci." Prenatal Diagnosis, 2012.
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Amplificacion y
secuenciacion de
moléculas de ADN

S compara el % de cuentas de los
cromosomas de interés con
cromosomas de referencia

ele loaloslelaloe Se cuentan el nimero
de secuencias para

Cromosoma cada cromosoma
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El método de contaje
no puede distinguir ADN fetal y materno

120

100

Cantidad de ADN detectada (%)

60 -

40 -

20 A

|

80 -

Disomia Trisomia

/ LABORATORIO DE ANALISIS

AL ECHEVARMNE

;-

ADN Materno

Cantidad relativa de ADN asignada al cromosoma estudiado

Laboratorio Echevarne - Tel. 902 525 500 - www.echevarne.com



/ LABORATORIO DE ANALISIS

A= ECHEVARMNE

Meéetodo
analisis de SNPs

Plasma = Genotipo fetal
ADN fetal + + materno
ala

Algoritmo de anélisis de
sefal

Secuenciacio
n SNPs

Sefnal de ADN
fetal

Genotipo fetal

Secuenciacio
. n SNPs
Leucocitos = :
materno

_ Se genera
Algoritmo NATUS < hip6tesis
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Ventajas
analisis de SNPs

ATGGTCACCAT CATTAGC

=7 TACCAGTGGT TGTAATCG - Deteccion de todos los cromosomas por
¥, .«. ATGGTCACCAT CATTAGC

A RN RN R R R AR RRRRY 0u
TACCAGTGGT TGTAATCG * No se necesita cromosoma referencia
* PCR multiplex con 19,5k sondas

Células progenitoras

I

 Resultados exactos y fiables con
fracciones bajas de ADN fetal.

 Realizar a partir de la semana 9 de

gestacion

Cromosomas SNP
materno / paterno
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@ Validacion clinica

Noninvasive prenatal aneuploidy festing of chromosomes 13, 18,
21, X, and Y, using targeted sequencing of polymorphic loci

Bernhard Zimmemann' T, Matthew Hill'T, George Gemelos'T, Zachary Demko' T, Milena Bcnievic”, Johan Baner!, Allison Ryan',
Stymir Sigurjonsson', Nikhil Chopra', Michael Dodd!, Brynn Levy? and Matthew Rabinowitz' *

Conclusions This informatics-based method noninvasively detected fetuses with trisomy 13, 18, and 21, 45,X, and 47,
XXY with high sample-specific calculated accuracies for each individual chromosome and across all five
chromosomes. © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

Natera’s Non-Invasive Prenatal Testing Technology Shows Unparalleled
Specificity, Sensitivity in Clinical Data Presented at American Society of
Human Genetics

Data from Additional Patients Confirms High Accuracy in Detection of Trisomy 13, Trisomy 18,
Trisomy 21, Sex Chromosome Abnormalities

407 maternal blood samples, demonstrated 100 percent specificity and sensitivity when detecting
aneuploidies of five specific chromosomes

American Society of Human Genetics 2012. November 09, 2012 08:00 AM Eastern Time
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Validacion clinica.
Estudio ciego independiente

Independent, Blinded Study of Panorama

Reseacher:
Dr. Kypros Nicolaides, Director of the Fetal Medicine Center

Data Presented:
Advances in Fetal Medicine Course, London, December 1, 2012

Samples were blinded by external researcher and results confirmed via CVS or Amnio.

Results:
D Uty 8 natera

e 100% Accuracy on all Called Cases

e 100% Detection Rate
e No False Positives Cell-free fetal DNA in maternal blood

Maternal blood (n=209, 20mL) and paternal buccal swab (n=123) pre CVS

RESULT

Trisomy 21 17

Trisomy 18 3

Teomy1s 1
Turner 2

Triploidy 1

Normal 173

No result: 12 (5.7%)
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Validacion clinica.
Reunion anual de Society for Maternal-Fetal
Medicine (SMFM).Febrero 2013

C

& Na

v e

Use of targeted sequencing of SNPs to achieve a highly accurate non-invasive

detection of fetal aneuploidy of 13, 18, 21, and sex chromosomes.

Brymn Levy', Zachary Demko?, Salbe McAdoo?, Bemhard Zimmermann’, Matthew HIF, Matthew Rabinownz?
'Department of Pathalogy and CaY Bloiogy, Calmoia Unversty, New York, NY 'Natera inc., San Carlos, CA.

terar

Dmlivemr

763 muestras (111 nuevas muestras de un estudio a ciegas con grupo lider

de opinién en los EE.UU, similar al estudio a ciegas de Kypros).

Trisomias 13, 18 y 21: Sensibilidad y especificidad > 99%.

Monosomia 45,X: Sensibilidad 92% y especificidad > 99%. (1 caso fallido)
Falsos positivos 0% hasta el momento.

Otros test solo reportan 45,X si es positivo, no si el riesgo es bajo o negativo

. La ventaja en fracciones fetales bajas vs método MPSS
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Ratios de deteccion
en diferentes estudios

Secuenciacion masiva y método de contaje écuenciacic’m \
% Deteccion dirigida @
analisis SNP’s
BGI SEQUENOM  VERINATA ARIOSA 2
& ECHEvARMNE
Sernanq ‘de 213 510 >10 >10 >9
gestacion
T(I'S|S(Bm|a 2)1 ~99% 99% 99.9% 100% >99%
. Down
(1;“;3"“3 ;8) 91 ,90/0 100% 97.4% 98% >999,
. Edwards
T(rSlscF)’mthE| 1)3 >99%  91.7% 87.5% 80% >99%
. Fatay
)
45 X Informa si 95% . >.91'7 /o
No Twrs Informa si No Siempre aporta
(S. Turner ) identifica resultados
99.4% 97.5-99.1% 000
Sexo fetal No P No Q9 %o /
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Cribado prenatal no

INvasivo

ECHEVARMNE

Cribado prenatal no
invasivo en sangre
materna

EiTestoe Cr alar €n 03 cromosomas 15,18 21
y X can el fn de descartar el Sindrome de Balay, Edwards, Down y Tumer, respectivamente.
ademas ce hallar el sexo fetalmediante la deleccion delcromosema Y.

¢Como funciona?

Esta prueba analitca no nvasiva se reaiza a parti ce ADN fetal libre presente en el plasma
materna con una alta especificdad y sensbiidad a partr de las § semanas de gestacin
confrmagas ecograficamente.

Este crbade se basa en la secuenciacdn drigida y anales ce SNEs con herramientas
bonformaticas de Gitma generacién.

Prevalencias

Jsemia2l: 1de cadasblnacmentos
Trisomia 18: 1 de cada6.000nacmentos
Triscmia 13: 1 de cada 10.000 nacim enios
ManosamiadX 1 de cada2.500 nitas

Interpretacion de resultados

ALTO RIESGO BAJO RIESGO

En caso de resultado con probabilidad No descarta la posibilidad de

de altoriesgo, se Ia i ica fetal, pero

mttkinci i e ok uged Ios estudios realizados muestran que
finitiva en liquid nidti este cribado puede excluir en mis de

CEPLSAN S D S un 99% Ia probabilidad de estos

(cariotipo convencional o técnica sindromes.

molecular)

tica

Instrucciones

Cribado prenatal
no invasivo en sangre materna

Material
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exsccén de ‘& vesTa.
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Cribado prenatal
no invasivo: Resultado

Riesgo general

Riesgo personal

basado en edad _ _ RESULTADO
derivado del cribado

materna y semana _ _
prenatal no invasivo

gestacional

TRISOMIA 13 Alto/bajo
(%) (%)

Sindrome de Patau

TRISOMIA 18 Sindrome de Alto/bajo
(%) (%)

Edwards

TRISOMIA 21 Sindrome de Alto/bajo
(%) (%)

Down

MONOSOMIA X Sindrome Alto/bajo
(%) (%)

de Turner

Sexo fetal M/F
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@ Cribado prenatal
No invasivo: Interpretacion

0 1 + 99%

{RIESGO BAJO } [ RIESGO ALTO 1

Laboratorio Echevarne - Tel. 902 525 500 - www.echevarne.com 18




