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Harmony® Prenatal Test
Die Technologie



Fetale zellfreie DNA im mutterlichen Blutkreislauf

Miitterlicher ' é &

Blutkreislauf

Plazenta

Wahrend der Schwangerschaft ist die Plazenta (Mutterkuchen) mit dem
Blutkreislauf der Mutter verbunden und versorgt den Fetus mit den
notwendigen Nahrstoffen. Die Plazenta setzt sich aus embryonalem
und  motterlichem  Gewebe zusammen und gibt DNA in den
mutterlichen  Blutkreislauf  frei.  Die  zirkulierende  zellfreie  fetale
DNA (cffDNA) stammt aus den Trophoblasten!”, die den groRten Teil
der Plazenta ausmachen. Der Harmony® Test verwendet die zellfreie DNA,
um  haufige  Chromosomenstorungen des  Fetus zu  untersuchen.
Der  Anteil  zellfreier  fetaler  DNA im  mutterlichen  Blutkreislauf

betragt in der Schwangerschaftswoche 10+0 durchschnittlich 10 % [,

cfFDNA (cell free fetal DNA) = AuRerhalb von Zellen im Blut zirkulierende fetale DNA
Trophoblasten = Die dulRere Zellschicht der Keimblase in einem frihen Zellstadium



Zellfreie DNA im mutterlichen Blutkreislauf
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Blutkreislauf

Die genetischen, nicht-invasiven Pranataltests aus dem mutterlichen Blut basier-

é % en auf der Isolierung und Untersuchung fetaler und mutterlicher zellfreier DNAEI,

Der Harmony® Test analysiert die cfFDNA der Chromosomen 21, 18, 13 sowie der

y % § Geschlechtschromosomen X und Y[*l. DNA-Fragmente von anderen Chromo-

| ' 4 somen werden teilweise fir die Auswertung als Referenz verwendet (Referenz-
* é @@ XXX chromosomen).

XDDX Fiir den Harmony® Test
nicht relevante cFDNA

cFDNA (cell free DNA) = AuRerhalb von Zellen im Blut zirkulierende DNA



Isolation maternaler und fetaler cFDNA

Mutter befullt. Die in den Rohrchen vorhandene Flissigkeit stabilisiert die

l Fir den Harmony® Test werden zwei Blutréhrchen mit vendsem Blut der

Blutbestandteile fir einen Zeitraum von 7 Tagen und verhindert dadurch die

Blut Plasma Freisetzung von mitterlicher DNA aus den Leukozyten. Nach Eintreffen im
Labor wird das Plasma isoliert und groRe Fragmente zellfreier DNA durch GroRen-
+ selektion abgetrennt. Da zellfreie DNA fetalen Ursprungs (cffDNA) im Mittel
kirzer ist als zellfreie DNA mdtterlichen Ursprungs [, wird durch diesen Arbeits-
D>t D> schritt der Anteil an zellfreier fetaler DNA in der zu untersuchenden Probe erhoht.
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DANSR-Assay
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IO IO DANSR-DNA

Bei der DANSR-Technologie des Harmony® Tests handelt es sich
um ein Verfahren, bei dem ausgewahlte Abschnitte des Genoms analysiert
werdent3l Hierfir lagern sich DNA-Primer an fetale und motterliche
cfDNA an wund initiieren eine Vervielfaltigung der zuvor ausgewahlten

Bereiche. Die vervielfaltigte DNA wird im Folgenden "DANSR-DNA" genannt.

DANSR = Digital analysis of selected regions
DNA-Primer = Kurze DNA-Stiicke, die den zu vervielfaltigten Bereich festlegen



Microarray-Analyse

Parallele Analyse von 96 Patientenproben
(1 Microarray pro Patient)

Bindung der vervielfaltigten et DANSR-DNA
DANSR-DNA auf dem Microarray (einzelstrangig)
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Markierung der gebundenen
DNA mit Fluoreszenzfarbstoff i

Fluoreszenz-Messung

Der Harmony® Test verwendet die Microarray-Technologie - eine besonders
schnelle und prazise Quantifizierungsmethode!”. Ein Microarray enthalt
viele Tausend Positionen, die mit komplementaren Zielbereichen (DNA-Sonden)
besetzt sind. Die hinzugefiigte DANSR-DNA bindet an diese DNA-Sonden
und  wird anschlieBend mit  einem  Fluoreszenzfarbstoff — markiert.
Das dabei entstehende Signal wird gemessen und so die Menge CcfDNA
quantifiziert.  Bestandteil ~ des  Harmony® Tests ist  weiterhin  eine
sogenannte "SNP-Analyse". Diese ermdglicht Uber das Erkennen von
Unterschieden einzelner Basen zwischen Mutter und Kind unter anderem
eine sehr genaue Quantifizierung des Anteils an zellfreier fetaler DNA.

Dadurch wird die hohe Zuverldssigkeit des Harmony® Tests gewahrleistet(7),

komplementar = sich miteinander paarende DNA-Basen (A-T, G-C)
SNP = Single Nucleotide Polymorphisms sind Unterschiede in Form einzelner abweichender
DNA-Basen. Sie stellen die haufigsten genetischen Variationen zwischen Individuen dar &9,



Ergebnisauswertung

Referenz-Chromosom

Die Quantifizierung der fetalen Chromosomen 21, 18 und 13 erfolgt durch den
Vergleich mit Referenzchromosomen. Der Harmony® Test verwendet den

proprietaren FORTE-Algorithmus, der fur die individuelle Risikoberech-
maternale

fDNA 90% nung unter anderem den Anteil fetaler cfDNA, das mitterliche Alter und die

Schwangerschaftswoche berucksichtigt. Bei einem Anteil von 10% fetaler

cfDNA weist eine 5%-ige Zunahme der Menge an genetischer Information

von Chromosom 21 auf das Vorliegen einer fetalen Trisomie 21 hin.
Der Harmony® Test liefert in diesem Fall ein Ergebnis mit hohem Risiko.
Chromosom 21 Chromosom 21 Bei einem zu geringen Anteil fetaler cfDNA (<4%) ist die Unterschei-

— e —— dung zwischen euploidem und aneuploidem Zustand nicht prazise genug

moglicht™®. Deshalb findet in diesem Fall keine Ergebnisauswertung statt.

5 % Zunahme

Hohes Risiko fir|
Trisomie 21
FORTE = Fetal-fraction Optimized Risk of Trisomy Evaluation

- Euploid = Zellen enthalten vollstandig diploide Chromosomensatze
ie 21 Aneuploid = Zellen enthalten von der Norm abweichende Chromosomensatze
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cfDNA
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Einfluss des Gestationsalters auf den Anteil der fetalen cFDNA

Wang et al., 2013 [2]
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— 30- Der Harmony® Test ist ab der Schwangerschaftswoche (SSW) 10+0 durchfihrbar.
|°\_°, Der Anteil an fetaler cfDNA im Blut der Schwangeren steigt mit zunehmender
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Fetale Fraktion [%]
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Einfluss des Korpergewichts auf den Anteil der fetalen cFDNA

Miitterliches Schwangerschaften

Gewicht (kg)
<70
270 &< 80
>80 &< 90
290 & < 100
2100 & < 110
2110 & < 120
2120 & <130
2130 & < 140

2140

mit FF > 4 %
>99%
98 %
97 %
94 %
9%
86 %
78 %
4%
3%

Mdtterliches Gewicht [kg]

Die Darstellung beinhaltet die Daten von 43.639 Harmony® Test-Analysen der Cenata GmbH.
Der hellgrin markierte Bereich umfasst Proben mit einer fetalen Fraktion von unter & %.

180

Der Anteil an fetaler cfDNA im mutterlichen Blut nimmt im Durchschnitt
mit zunehmendem mdutterlichen Gewicht ab. Die Wahrscheinlichkeit einer
Nicht-Auswertbarkeit des Harmony® Tests durch eine zu geringe Menge an

cffDNA  erhoht sich bei hoherem Kérpergewicht der  Schwangeren.

Gegebenenfalls ist die erneute Einsendung einer Blutprobe zu einem etwas

spateren  Zeitpunkt sinnvoll, da der Anteil an fetaler cfDNA im

mitterlichen  Blut  mit  zunehmender  Schwangerschaftswoche — steigt!?.
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Frihe Sicherheit

bereits ab Schwangerschaftswoche 1040 durchfihrbar

Schnelle Befundibermittlung
Ergebnisse in durchschnittlich 3 Arbeitstagen

Prazise und zuverlassig
Erkennungsrate Trisomie 21: 99,3 %
Falsch-Positiv-Rate Trisomie 21: 0,04 %*

Klinisch validiert an Gber 148.000 Schwangeren jeden Alters
in durchweg verblindet durchgefihrten Studien*

Hochqualifiziertes Arzteteam
Arzte fiir Humangenetik, Labormedizin und Gynékologie fiir Befundung und Beratung



