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/ FRUHZEITIG UND ZUVERLASSIG RISIKEN
EINSCHATZEN KONNEN

DARUM GEHT*S

e Den zuverlassigsten Ansatz zum
Erkennen von Chromosomen-
anomalien in der Frihschwanger-
schaft bieten derzeit NIPTs mit
der Analyse von cffDNA aus
mutterlichem Blut.

e Kennzahlen fir die Qualitat eines
NIPT sind dabei Sensitivitat und
Spezifitat fur die drei relevanten
Trisomien sowie Ausfallrate und
Befundlaufzeit (Turnaround-Time)

¢ In all diesen Kennzahlen
schneidet der Veriseq-Test
auf der lllumina-Plattform
im Branchenvergleich am
besten ab.

NICHT INVASIVE BLUTTESTS

Nicht invasive vorgeburtliche Bluttests
bieten seit vielen Jahren die Moglichkeit,
ohne Eingriffsrisiko fur Mutter und Kind
die Wahrscheinlichkeit fur eine Chromo-
somenanomalie in Einzel- oder Zwillings-
schwangerschaften ermitteln zu kénnen.

Die verschiedenen Verfahren unterschei-
den sich in Methode und Zuverlassigkeit.
Biochemische Serum-Screeningverfah-
ren fordern mit ihrer Falsch-positiv-Rate
von etwa 5% eine bestatigende invasive
Diagnostik.! Diagnostische Verfahren,
wie die Amniozentese, gelten als zuver-
lassigste Nachweise flr Aneuploidien.
Doch bei etwa zwei bis zehn von 1.000
Schwangerschaften flhren invasive Ein-
griffe zu Fehlgeburten. Daher werden
sie nur angewandt, wenn ein hohes Risi-
ko fur eine Trisomie vorliegt.

Seit 2012 erweitern nicht invasive Pra-
nataltests (NIPT) das Angebot der vorge-
burtlichen  Screeningoptionen. NIPTs
weisen auch im Vergleich zu herkdmm-
lichen Screening-Methoden sehr zuver-
lassig die haufigsten fetalen Aneuploidien
der Chromosomen 21, 18, 13, X und Y
nach. Die hohe klinische Genauigkeit
wurde durch mehrere Studien belegt.? 3

Eine Studie kommt zu dem Ergebnis,
dass NIPT, wenn als primares
Screening-Verfahren eingesetzt, die Zahl
der bestatigenden invasiven Verfahren
um 89 % reduzieren konnte.*

Insbesondere wegen der niedrigen
Falsch-positiv-Rate im Vergleich zu den
biochemischen Screening-Tests, emp-
fehlen immer mehr medizinische Institu-
tionen NIPT fur alle schwangeren Frau-
en: Die International Society for Prenatal
Diagnosis, das American College of Obs-
tetricians and Gynecologists (ACOG), die
Society for Maternal Fetal Medicine
(SMFM), das American College of Medi-
cal Genetics and Genomics (ACMG), die
Europaische Gesellschaft fir Humange-
netik und die American Society of Hu-
man Genetics.® Die Fachgesellschaften
raten dartber hinaus stets zur Beratung
schwangerer Frauen vor einem nicht in-
vasiven Pranataltest.®

Auch der Gemeinsame Bundesaus-
schuss (G-BA) und das Institut flr Quali-
tat und Wirtschaftlichkeit im Gesund-
heitswesen (IQWiG) bewerten NIPT als
zuverlassigen Screeningtest, insbeson-
dere flur die Bestimmung von Trisomie
217

Der Bundestag hat am 19.09.2019 posi-
tiv dartber beschlossen, dass der NIPT
auf de Trisomie 21, 18 und 13 in begrun-
deten Fallen auch von den gesetzlichen
Krankenkassen ubernommen wird (ver-
mutlich ab Ende 2020).
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VERISEQ - NICHT INVASIVER PRANATALTEST

Mittels Gesamtgenom-Sequenzierung zell-
freier fetaler DNA-Fragmente (cffDNA),
weist VeriSeq aus einer Blutprobe
(7-10 ml) von Schwangeren ab der 10.
Schwangerschaftswoche fetale Aneu-
ploidien der Chromosomen 21, 18, 13, X
und Y nach.

Fur NIPT gibt es verschiedene Testver-
fahren auf dem Markt. Eine etablierte
und sichere Methode ist die Next-Gene-
ration Sequenzierung (NGS).8

VeriSeq nutzt dieses Verfahren in einem
PCR-freien Whole Genome Sequencing
(WGS)-Ansatz und wendet dabei die
leistungsstarke Technologie von Illumina

an:  Weltweit werden 99,7% aller
NGS-basierten NIPTs mit den Systemen
und Technologien von lllumina durchge-
fahrt.®

Die klinische Genauigkeit und Zuverlas-
sigkeit von VeriSeq ist intensiv getestet
worden. In einer Studie analysierte
VeriSeq 3107 mutterliche Blutproben.

Die Testergebnisse fur Trisomie 21, 18
und 13 waren durch invasive Diagnostik
oder korperliche Untersuchung des Neu-
geborenen durch einen Arzt bekannt und
stellten die klinische Referenz dar, mit
der die VeriSeq-Ergebnisse verglichen
wurden.

Die Resultate bestatigen eine ausge-
sprochen hohe Sensitivitat sowie Spezi-
fitat (Tabelle 1).1°

In einer weiteren realen klinischen Stu-
die mit mehr als 86.000 Patientenproben
wurden weitere Leistungsmerkmale
untersucht (Tab. 2)."" Im Rahmen dieser
Erhebung zeigt VeriSeq die niedrigste
Testausfall-Rate im Branchenvergleich
(Abb. 1) Diese Rate beschreibt den
Anteil an Proben, die wegen technischer
Gegebenheit, zum Beispiel Anteil der
fetalen DNA in der mutterlichen Blut-
probe, nicht auswertbar waren.

SENSITIVITAT UND SPEZIFITAT VON VERISEQ FUR DEN NACHWEIS DER TRISOMIEN 21,18 UND 13.

ABSOLUTE ZAHLEN IN KLAMMERN.

TRISOMIE 21

TRISOMIE 18

TRISOMIE 13

SENSITIVITAT

98.9 % (90/91)

90.0 % (18/20)

100.0 % (8/8)

ZWEISEITIGES 95-%-KI*

94.0 %, 99.8%

69.9%, 97.2%

67.6 %, 100.0 %

SPEZIFITAT

>99.9 % (2965/2966)

99.9 % (3034/3037)

99.9 % (3045/3049)

ZWEISEITIGES 95-%-KI’

99.8 %, 100.0%

99.7 %, 100.0%

99.7 %, 99.9 %

*Konfidenzintervall (KI) basiert auf der Score-Methode nach Wilson.
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VeriSeq NIPT 2

NIPT 3

ABB.1  Testausfall-Rate von nicht invasiven Préanataltests im Vergleich.

VERISEQ LEISTUNG IN EINER REALEN KLINISCHEN POPULATION VON MEHR ALS 86.000 PATIENTENPROBEN.

Gesamtzahl Patientenproben 86.658
Durchschnittliche Bearbeitungszeit (Werktage) 3,3
Technische Ausfalle 0,1 %
Erkannte Aneuploidien 2,2%
Vermutete Aneuploidie 0,3%
Gesamtzahl der entdeckten oder vermuteten Aneuploidien 2,5%
Beobachtete Falsch-Positive* 0,12 %
Beobachtete Falsch-Negative* 0,02 %

* FP Berechnung basiert auf klinischer Charakterisierung, die fiir jede Probe vorlag..
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ANALYTISCHE HERAUSFORDERUNG: NIEDRIGE FETALE CFDNA

Die cfDNA des Fetus ist ein entscheidender Faktor fiir ein valides NIPT-Ergebnis. Deswegen verwenden einige NIPT-Anbieter einen
strengen Schwellenwert fiir die fetale Fraktion von min. 4% (untere Nachweisgrenze). '°' Ab der 10. SSW ist ausreichend fetale DNA
im mitterlichen Blut vorhanden. Doch neben dem Schwangerschaftsalter gibt es weitere Einflussfaktoren, die die cffDNA reduzieren:
Das miitterliche Gewicht, die fetalen Trisomien 13 und 18 sowie plazentare Mosaiken. In diesen Fallen liefern einige Tests kein inter-
pretierbares Ergebnis. VeriSeq weist auch bei cffDNA von < 4% fetale Aneuploidien nach.?? Dadurch gibt es weniger Testausfélle und
damit verbundene Testwiederholungen mit VeriSeq. Fiir eine eventuelle Testwiederholung reicht dann in der Regel das Volumen der
eingesendeten Blutprobe aus, sodass in den allermeisten Féallen keine erneute Blutentnahme bei der Schwangeren ndtig wird.

WGS-ANSATZ UND SOFTWARE-AUSWAHL BEEINFLUSSEN ZAHL DER TESTAUSFALLE

Die Ausfallrate bei den nicht invasiven
Pranataltests variiert zwischen den ver-
schiedenen Anbietern, abhangig von
dem zugrunde liegenden Verfahren.

NIPTs, die sich nur auf ausgewahlte
Gen-Regionen beziehen, haben das Risi-
ko, nicht alle vorhandenen Variationen
abzudecken. Diese sogenannten ,Targe-
ted Approaches” weisen dadurch hohe-
re Testausfallraten auf als solche, die die
komplette DNA sequenzieren.'?

Ursachlich fur Testausfallraten konnen
inharente Verzerrungen (Bias) im Testde-
sign sein, wie sie bei gezielter Sequen-
zierung und Array-basierten Verfahren
durch komplexe Laborprotokolle und
PCR-Anreicherung entstehen. Die un-
vollstandige Abdeckung des Genoms
kann bei Proben mit einem niedrigen An-
teil fetaler Fraktion ein Problem darstel-
len: In diesen Fallen sind die Informatio-
nen nicht so eindeutig, dass der Test
aussagekraftig ware.

Damit gelten Ergebnisse als nicht inter-
pretierbar und der Test als fehlgeschla-
gen. Invalide Ergebnisse erfordern
Test-Wiederholungen und kénnen zu in-
vasiven Untersuchungen fuhren.

Um das zu vermeiden, nutzt VeriSeq
NIPT einen PCR-freien NGS-Ansatz, der
einen umfassenden Blick in das genomi-
sche Material ermdglicht.

Durch Abdeckung des gesamten diploi-
den Genoms entsteht eine analytische
Referenz, mit der assay- und probenspe-
zifische Verzerrungen reduziert werden.
Diese Normalisierung anhand des diploi-
den Genoms ermaoglicht auch die Bear-
beitung von Proben mit geringem feta-
lem DNA-Anteil.”

Zudem enthélt die VeriSeq NIPT Assay
Software den individualisierten fetalen
Aneuploidie-Vertrauenstest (iIFACT) zur
Beurteilung der Probenqualitat. iFACT
zeigt an, ob das Sequenziersystem eine
ausreichende Sequenzierabdeckung und
Datenqualitat erzeugt.'*'¢ Diese dynami-
sche Cutoff-Funktion ermaoglicht es der
VeriSeq NIPT Assay Software, Uber Pro-
ben mit niedrigem Fotusanteil zu berich-
ten, was zu einer weiteren Reduktion
von Testausfallen im Vergleich zu ande-
ren NIPT-Technologien fihrt.’s-8

VOR-ORT-ANALYSE

Die Datenanalyse erfolgt auf einem in
Europa lokalisierten dedizierten VeriSeq
Server mit der CE-IVD-gekennzeichne-
ten VeriSeq NIPT Assay Software.

Der Server verarbeitet automatisch
Sequenzierungsdaten. Mehrere Proben-
chargen konnen zur Analyse auf einem
einzigen Server in die Warteschlange
gestellt werden. Es ist nicht erforder-
lich, Daten zur Analyse zu versenden,
was Zeit spart und Sicherheit bietet.




MOGLICHKEITEN UND GRENZEN

VeriSeq weist fetale Aneuploidien der
Chromosomen 21, 18, 13, X und Y in Ein-
zel- und Zwillingsschwangerschaften
nach. Das Geschlecht des heranwach-
senden Kindes kann bei Einlingsschwan-
gerschaften ermittelt werden. Bei Zwil-
lingsschwangerschaften kann die
Analyse ein Y-Chromosom erkennen,
aber nicht die individuellen Geschlechter
beider Foten zuordnen.

Neben den fetalen Aneuploidien der Au-
tosomen koénnen Schwangerschaften
mit anderen Chromosomenstorungen,
Geburtsfehlern oder Komplikationen ein-
hergehen, welche VeriSeq nicht erfasst.
Fur strukturelle Aneuploidien liegen bis-
her unzureichend klinische Daten vor, so-
dass sich die Auswahl der Testoptionen
von VeriSeq bei Bioscientia auf die nu-
merischen Chromosomenanomalien be-
schranken.

Das Angebot und die Technologie wer-
den entsprechend den wissenschaftli-
chen und technischen Fortschritten
stetig weiterentwickelt und bei ausrei-
chender klinischer Evidenz an medizini-
sche Indikationen und Patientenbedtrf-
nisse angepasst.

Die ausfuhrliche Information der schwan-
geren Frau Uber einen nicht invasiven
Pranataltest sollte idealerweise in einer
genetischen Beratung erfolgen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Der nicht invasive VeriSeq ist ein se-
quenzbasierter Pranataltest zum Nach-
weis von fetalen Aneuploidien aus mut-
terlichen peripheren Vollblutproben der
bei Schwangeren ab der 10. Schwanger-
schaftswoche angewendet  werden
kann. VeriSeq ist ein Screening-Test; er
ist nicht diagnostisch. Die Testergebnis-
se durfen nicht als alleinige Grundlage
fir die Diagnose verwendet werden.
Weitere Bestatigungstest sind notwen-
dig, bevor eine irreversible Entscheidung
Uber eine Schwangerschaft getroffen
wird.
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