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TEST COMBINATO (NE +PAPPA + 3HCG)
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MIGLIORA SPECIFICITA

Confronto fra NIPT DNA fetale e FTS screening primo trimestre

cifDNA FTS
DETECTION RATE 36/36  (100%) 28/36  (77.8%)
FALSE POSITIVE RATE  9/15050 (0.06%)  818/15050 (5.4%)
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Errata p
aneuploidia,
doppia origine:

1.

Non disgiunzione pos
divergenza feto -
placenta:

sensibilita e specificita
clinica.

Caratteristiche del
campione influenzano la
NGS el’elaborazione:

Risultati del test

RO OMA

Percentuale fetale di cfDNA: 20%

RISUL PROBABILITA RACCOMANDAZIONI

&
&

<1/10.000 1/1.000 1/100 10/100
(0,01%) (0,1%) (1%) (10%)

50/100 90/100 >99/100
(50%) (90%) (99%)

Rischio Basso - Rischio Alto

DESCRIZIONE DEL TEST

Gli Harmony™ Prenatal Test misurano la proporzione relativa dei cromosomi per una maggior precisione
nella determinazione del rischio di trisomie fetali 21, 18 e 13. | test sviluppati in laboratorio eseguono
un'anal tta del DNA libero (cfDNA) nel sangue materno e integrano la frazione fetale di cfDNA nei
risultati dei test. | risultati dei test integrano anche I'eta della madre (o della donatrice) € i rischi correlati
all'eta gestazionale, sulla base dei dati forniti nel modulo el richiesta el test. | test sono stat idato
gravidanze singole e gemellari con almeno 10 settimane di eta gestazionale. | test non sono con
validati per la diagnosi o per |'uso nei casi di gravidanza con pil di due feti, mosaicismo, aneuploidia
cromosomica parziale, traslocazione o aneuploidia materna. Harmony non individua difetti del tubo neurale. |
risultati per gemelli indicano la probabilita che la gravidanza coinvolga almeno un feto affetto. L'analisi del
cfDNA non correla sempre con il genotipo fetale. Non tutti i feti aneuploidi saranno classificati come ad alto
rischio e alcuni eupl vranno un risultato ad alto rischio. I risultati devono essere valutati insieme ad
altri criteri comunicati in un contesto che preveda una consulenza adeguata.

Analisi Y non fornisce alcun dato sul cromosoma X. Il risultato ‘Feto femminile’ indica una mancanza di
sequenze cromosomiche Y significative e non esclude la monosomia X. |l risultato ‘Feto maschile’ non esclude
XXY. Il risultato Y “Aneuploidia’ indica la presenza di due o pill cromosomi fetali Y. Analisi Y & stata validata
soltanto per le gravidanze singole.

DATI CLINICI

[ s |
>99% <0,1%
(1C del 95%: 97,9-99,8%) (1€ del 95%: 0,02-0,07%)
97,4% <0,1%
(1C del 95%: 93,4-99,0%) (1C del 95%: 0,01-0,05%)
8% <0,1%

93,

preitivo nezati
95 1 vakore predittio positiv varia PPV 8 seconds cells prevalenza. Per
informason 2 PPV fare iferimento a: Rta:/fwww ariazad.com

95% g accurstezza per In determinazions del sex30 maschile o femmirite.
(1€ cel 95%: 99,2-100%)

‘Anaiizi Y tiene conto anche della probiabilta i aneuploidia Y non 2 masaico.
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Le tecniche in uso analizzano il ¢cfDNA totale,
senza differenziare quello fetale da quello
materno.

Trattandosi, di fatto, di indagini basate su una
commistione di DNA materno e placentare, il test
su ¢fDNA non é un test diagnostico

Figure 3. Detection of maternal copy number variations (CNVs)



Trisomy 21 risk score (%)
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Fetal fraction of cfDNA

DNA fetale <> DNA materno.

Le tecniche in uso analizzano il ¢cfDNA totale, senza
separare quello fetale da quello materno.

I1 calcolo della FF viene eseguito con SNP, X-CNV, #Y,
DNA fragment size
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Fetal fraction
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CVS trophoblast False positive rate/specificity 0.08% --
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False neg. /detection rate 3.7%
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Ogni test sul DNA del citotrofoblasto ha una sensibilita e specificita (nel confronto placenta<>feto)
clinica fissa. Il test su ¢fDNA aggiunge una sensibilitd e specificita derivanti dal rapporto
cffDNA/maternalDNA. Aumentando il cut off meno FP e piu FN, viceversa diminuendolo.



Principles of Fetal Trisomy 21 Testing From a
Maternal Blood Sample Using DNA Sequencing

Sequencing tells you which
chromosome the ccf fragment e e cnzio
comes from

GACACGGTGGAGCTCECCACACTAGGOCCAGTTGE ey
GGCCCTORGGACATTCTCCAATCCACTAAGTCATET onz10

25 million reads

25 million reads

B GC variazioni/cromosomi
® GC normalizzati/

cromosomi
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cfDNA Isolation to Clinical Report in 2 Days
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2x Hamilton STAR

48-96 =k mamm

SAMPLE BATCHES

NIPT Screen

Highly Sensitive Analysis Workflow H H
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» Stronger alignment i i I

| Fragment length | .

} 1 |,

CGCTAGAAG —  GAAGTCGCG
ATTTCCGCGATCTTCCCGTTCGACTGCAGACCTTCAGCGCGCATATATCGCTAGCATACCGTTATAC

Feal fraction by fragment size

» Fragment size

Used to improve analytical capability of the system and

re-gain performance at higher multiplexing levels < Human Genome >

Alignment

Fragment Siz
Better accuracy agme t Size

More information Maintained accuracy 2 x 36 bp determination



Principles of Fetal Trisomy 21 Testing From a
Maternal Blood Sample Usmg DNA Sequencmg

Sequencing tells you which
chromosome the ccf fragment
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et cfDNA frag

biotinylate,
bind beads

°— bound DNA e—\’ La selezione dei frammenti avviene ibridando sonde fluorescenti a:

— 576 marcatori STR non polimorfi dei cromosomi (21, 18, 13) per la ricerca delle trisomie
o R 192 marcatori STR polimorfi di cromosomi fra 1 e 12 per definire l1a frazione fetale di

ciascun campione.

) Solo i frammenti agganciati alle sonde fluorescenti verranno sequenziati per il dosaggio e la
0— ligation product elaborazione.

elute ligation l
L La profondita di sequenziamento € bassa, 1M di letture per tre comosomi, che equivale a 8M di
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Un whole genome sequencing
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Speciicits = veri negativi/bveri negativiefolsi posifii) = 39/(39+0] = 1 {100%|
Sensbilita = verl positivi/jvert positiviefolsi nagativi) = 82/(82+50] = 0.62 {62%)

d Odds Ratio (rapporto di

orrette con un algoritmo z-score.
e di z-score fra 3 e 4)

ny) - 2012

F“:’:;act:’:. o:::_, Nis% 2ot Algoritmo per definire il valore soglia di rischio trisomia basato su: Multiple sample set

b 11 calcolo su campioni multipli € reso possibile dalle piccole dimensioni del blocchi di lettura di
sequanza (1 milione di reads) che consente ’analisi in una linea di sequenza di 96 campioni che
vengono paragonati fra lori.
1) Ipotesi percentuale con Odds ratio (rapporto di verosimiglianza) fra modelli disomico/trisomico,
(curve normali di distribuzione)
015 ) Calcolo della frazione fetale
3) Montecarlo Simulation che inserisce anche etd materna e epoca gestazionale nel calcolo
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Nondisjunction in mitosis
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SSTM. T+ F) S TR T
VILLI CORIALI e e o o o
e False positive rate/specificity 0.08% 0.06% 0.2%
52000 cases False negative Population rate 0.02% 0.01% NS
(Grati et al.2014) False negative/sensitivity 0.74% 1.59% 0.74%
NIPT total 2013-2015 False positive rate/specificity 0.09% 0.13% 0.13%
(Sl CEEEAI) False neg. /detection rate 0.8% 3.7% 9%

False negative
False negative Population rate

False positive rate/specificity

PRENATALSAFE*
(Fiorentino 2016)

31800 cases

BGlI Nifty
(Zhang et al, 2015)

147000 cases

False negative/detection rt
False negative population rate

False positive rate/specificity

False negative/detection rt.

0.39%
0.03%

0.05%

0.8%

2.08%
0.03%

0.05%

1.76%

0.04%

0.1%
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Casi di Anomalie Popolazione o % Anomalie
. %o prevalence .
Cromosomiche EU Cromosomiche

Totale 10323 4,4

Anomalie 1737 0,7 17 (40< 10)

cromosomiche rare

42% 2,1% 16% 10% 06 28% 08% 06% 0,1% 29% 0,2%
Deletions  Unbalanced Duplications  Markers Other Triploidies Mosaic Mosaic Triploidies  Microdeletion Other
translocations trisomies Trisomies Trisomies syndromes

detected at birth




Casi di Anomalie Popolazione o % Anomalie
' %o prevalence )
Cromosomiche EU Cromosomiche

Totale 10323 4,4

Anomalie strutturali 1737 0,7 17 (40<10)

(<10Mb) 3

Sindromi da delezione

Cri du Chat(5p) | ;
] p36 | l
2G33.1 | .- =i
42% 2,1% 1',6_% 10% 0,6% 2,4 0,8% 0,6‘%
DIGGOI’g e "(]Op] 4) | Deletions ‘::::::'ms Duplications  Markers n-i(s’;':nalres Triploidies T:I‘s?;li:s Trhi‘s?;":s
— ‘prenatally detected | detectedat birth-
16p12.2 |
Jacobsen(119g23) |

ol Microdeletion
syndromes

Van der Woude(1g32.2) |

Prader-Willi/Angelman (15g11.2) |



Casi di Anomalie Popolazione o % Anomalie
%o prevalence

miche
SINDROME POPOLAZIONE

REGIONE ASSOCIATA ALLA GENERALE DELLA

INDAGATA MICRODELEZIONE SINDROME SINOPSI DELLA SINDROME

DELLA REGIONE (%AFFETTI CON LA

INDAGATA MICRODELEZIONE*)

Anomalie cardiache congenite (tetralogia di
Fallot, arco aortico interrotto, difetto del setto
ventricolare, tronco arterioso) (74%),
anomalie del palato (69%), dimorfismi facciali
Sindrome di Di George- tipici, difficolta di apprendimento (70- 90%),

1 disordini autoimmuni, anomalie renali e
1/4.000 scheletriche. In epoca prenatale é frequente il
(95%) riscontro di anomalie cardiache e/o
palatoschisi.

Difetti cardiaci (del setto atriale e

Sindrome di Di George- ventricolare), ipoparatiroidismo,
2 immunodeficienza da cellule T e

caratteristiche peculiari del volto

Stenosi aortica sopravalvolare (>80%),
ritardo mentale (75%) associato ad un
carattere estremamente socievole ed
Sindrome di Williams- 1/7.500 estroverso, ritardo di crescita, invecchiamento

Beuren (95%) precoce, compromissione all'emisfero destro
con difficolta visivo-spaziali e una
dissociazione tra gli aspetti pragmatici,
fonologici e sintattici del linguaggio.

0,6% 0,19 2,9%
= Mosaic Triploidiell  Microdeletion

Sindrome di Prader- 1/10.000 Trisomies syndromes

Willi (70%) i detected at birth

i e piedi piccoli.
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15q11-q12

te, atassia e
e, lingua
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riso e
p - jmentazione,
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Sindrome di 1/15.000
Angelmann (70%)
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Casi di Anomalie Popolazione o % Anomalie
%o prevalence

Cromosomiche EU Cromosomiche
Totale 10323 4,4
Anomalie strutturali 1737 0,7 17 (40< 10)

(>10Mb) 10




Popolazione
EU %o Analisi NIPT Specificita PPV Sensibilita NPV

prevalence

Anomalie
Cromosomiche

Anomalie

> 10Mb 0,4 tutto genoma 99.3-99.9 66/99 89-100 99,9-100
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TABLE 4  Evaluation of the NIPSCCD method in detecting CNVs

Nosinvasive prenatal ONV size ™ P N Sensitivity (%) PPV (%) FNR (%)
testing for >10Mb 1 9167 8462 933

chromosomal anewploidy <SMb 1
by low-pass whole-
< Total CNVs 2 056 2056 1944
genome sequencing
Nove. TP, wroe positive NIPSCCD detected ONVs. 21 CNVs hat wene desected by NIPSCCD while not detoctod
Cong Yo Kl Drang. [ and vang. By amaiocytes teating wene clavifiod an falae ponitine; | NV that were IPSCCD method; PPV, positive pre-
o dictive value: FNR, false negative rate; NA. noc applicable

6842 8128 s

2

subcheomaosomal copy

famber variations and 5 Mb-10 Mb s 2 100.00 7143 NA
3
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2019 WHOLE GENOME VALIDATION 2000 CASES iIIumma‘

Trisomy 21 Trisomy 18 Trisomy 13 RAR! cNV27MD Any anomaly®
 Sensitivay® >00.9%(130130) > 90.9% K141 >88.9% 2026 96.4% 27728 74.1% 20727 95.5% (318333
_ 2-sided 86% CF __SI%N00%  914NI00%  eTIN100K  RINWA% | SINMON | RMII%
Specitiity 90.90%(1982/198%)  99.90% (199511997 99.80% 99.34% (1954/1967)
2-3id0d 96% CF WEIN WITH 96N 0% 0064%00.07%  99.40% 0.02% . 98.87%, 99.61%
a. Seven twin pregrancies reported comectly as T21 not shown in tabio
b. Basic screen performance is reported for T21, T18, and T13 and exciudes 16 samples with known mosaics and an addtional 49 samgples afiected with anomaes
for the gar Y. Que creen i repcrtod for RAAS and CNVs.

PYDP"tﬁ Df €. C1 based on Wilson's score method
Lamberto Camurrt Ph.D. . RAA @xchudes chvomosomes 21, 18, and 13
©. Any anomaly includes samgles Form SCA basic and genome-wide screens.
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Casi di Anomalie = % Anomalie Cvs Cvs

C ich prevalence C ich Cytotrophoblast  Cytotrophoblast cffDNA cffDNA
romosomiche EU romosomiche (direct method) (direct method)
Totale Specificita% Sensibilita% Specificita% Sensibilita%

) 99,5 . 99,5
70 (48<77) ; 98,4 ] 98,4
98,4 98,4

X/Y Trisomies n_ 99,99 99,00 99,98

Anomalie rare 17 (40<10)

Anomalie rare

<10Mb 10 99,94 74/100



Casi di
Anomalie
Cromosomiche

Totale

X/Y Trisomies

Anomalie rare

Anomalie rare
<10Mb

%o
prevalence
EU

Anomalie
Cromosomiche
%

70 (48<77)
17 (40<10)

10

CVsS

Cytotrophoblast
(direct method)

CVsS

Cytotrophoblast
(direct method)

NPV%

cffDNA

PPV%
97,7-92,2

88,7-76,6
82,0-32,8

61,50

100



HARMONY 418/428 2272422727 23155 182/10000
NEOBONA 94/96 5760/5760 5856 161/10000
PRENSAFE 257/263 31536/31537 31800 80/10000
PS KARYO 87/88 11843/11843 11932 80/10000

NEOBONA 17/17 5839/5839 5856
PRENSAFE 47/53 31745/31746 31800
PS KARYO 15/16 11916/11916 11932
HARMONY 147/152 2243/22247 22399

NEOBONA 5843/5843

PRENSAFE 31761/31761
PS KARYO 11919/11919
HARMONY 14208/14210
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aneuploidia,
doppia origine:
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Non disgiunzione pos
divergenza feto -
placenta:

sensibilita e specificita
clinica.

Caratteristiche del
campione influenzano la
NGS el’elaborazione:

Risultati del test

RO OMA

Percentuale fetale di cfDNA: 20%

RISUL PROBABILITA RACCOMANDAZIONI

&
&

<1/10.000 1/1.000 1/100 10/100
(0,01%) (0,1%) (1%) (10%)

50/100 90/100 >99/100
(50%) (90%) (99%)

Rischio Basso - Rischio Alto

DESCRIZIONE DEL TEST

Gli Harmony™ Prenatal Test misurano la proporzione relativa dei cromosomi per una maggior precisione
nella determinazione del rischio di trisomie fetali 21, 18 e 13. | test sviluppati in laboratorio eseguono
un'anal tta del DNA libero (cfDNA) nel sangue materno e integrano la frazione fetale di cfDNA nei
risultati dei test. | risultati dei test integrano anche I'eta della madre (o della donatrice) € i rischi correlati
all'eta gestazionale, sulla base dei dati forniti nel modulo el richiesta el test. | test sono stat idato
gravidanze singole e gemellari con almeno 10 settimane di eta gestazionale. | test non sono con
validati per la diagnosi o per |'uso nei casi di gravidanza con pil di due feti, mosaicismo, aneuploidia
cromosomica parziale, traslocazione o aneuploidia materna. Harmony non individua difetti del tubo neurale. |
risultati per gemelli indicano la probabilita che la gravidanza coinvolga almeno un feto affetto. L'analisi del
cfDNA non correla sempre con il genotipo fetale. Non tutti i feti aneuploidi saranno classificati come ad alto
rischio e alcuni eupl vranno un risultato ad alto rischio. I risultati devono essere valutati insieme ad
altri criteri comunicati in un contesto che preveda una consulenza adeguata.

Analisi Y non fornisce alcun dato sul cromosoma X. Il risultato ‘Feto femminile’ indica una mancanza di
sequenze cromosomiche Y significative e non esclude la monosomia X. |l risultato ‘Feto maschile’ non esclude
XXY. Il risultato Y “Aneuploidia’ indica la presenza di due o pill cromosomi fetali Y. Analisi Y & stata validata
soltanto per le gravidanze singole.

DATI CLINICI

[ s |
>99% <0,1%
(1C del 95%: 97,9-99,8%) (1€ del 95%: 0,02-0,07%)
97,4% <0,1%
(1C del 95%: 93,4-99,0%) (1C del 95%: 0,01-0,05%)
8% <0,1%

93,

preitivo nezati
95 1 vakore predittio positiv varia PPV 8 seconds cells prevalenza. Per
informason 2 PPV fare iferimento a: Rta:/fwww ariazad.com

95% g accurstezza per In determinazions del sex30 maschile o femmirite.
(1€ cel 95%: 99,2-100%)

‘Anaiizi Y tiene conto anche della probiabilta i aneuploidia Y non 2 masaico.
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PAZIENTI 16329 15841

& 51(3.2%) __

FOLLOW UP CONFIRMED  CONFIRMED

PAZIENTI 3628 3318

TRISOMIE 52 (1.4%) __

T21 41 0
FOLLOW UP RECALLO CONFIRMED CONFIRMED

La frequenza di aneuploidie € piu alta in coorti di campioni con cffDNA < 4% (Harmony) e >2<4%
(Illumina, Genoma-algoritmo )




and Reductions in False Positive Results.

Table 1. Algorithm Imp
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A) Copy Number
59
69
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8

9

109
119

Original Result
as Reported in

Sample No.  CARE Study)*

Trisomy 13
Trisomy 13
Trisomy 13
Trisomy 18

Trisomy 18
Trisomy 21

Trisomy 21

Trisomy 21

Trisomy 21

Trisomy 21
Trisomy 21 and 18

New Result
(Current Algorithm) Explanation
Trisomy 13, female infant Complete chromosome 13 gain confirmed on reanalysis
Euploid Maternal copy- ber variant of approxi ly 5 Mb on chr 13q
Euploid Maternal copy- ber variant of approxi ly 8 Mb on chr 13q

Trisomy 18, male infant  Complete chromosome 18 gain confirmed on reanalysis

Difference between fetal fraction determined by chromosomes X and 18
suggests chromosome 18 mosaicismi§

Euploid Maternal copy-number variant of approximately 2 to 3 Mb on chromosome 18p

Euploid Reduced coverage variability given additional normalization steps in the
current algorithm

Euploid Reduced coverage variability given additional normalization steps in current
algorithm

Trisomy 21, male infant  Complete chromosome 21 gain confirmed on reanalysis

Difference between fetal fraction determined by chromosomes X and 21
suggests chromosome 21 mosaicism§

Trisomy 21, male infant  Complete chromosome 21 gain confirmed on reanalysis

Difference between fetal fraction determined by chromosomes X and 21
suggests chromosome 21 mosaicismi§

Trisomy 21, female infant Complete chromosome 21 gain confirmed on reanalysis}

Euploid Reduced coverage variability given additional normalization steps in current
algorithm
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Figure 3. Detection of maternal copy number variations (CNVs)
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Casi di %o VS
Anomalie prevalence Cytotrophoblast
Cromosomiche EU (direct method)

Totale 4,4 accuracy accuracy

T21 99.91 AL AR 99.96
T18 3,1 99.93 Lt 99.97
T13 99.84 ' ) [ 99.82

X-Y Trisomies 0,2 99.94 A R R TREY 99.81

45.X 99.61 T 3w 99.75

Anomalie rare

Anomalie rare




