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PraenaTest® | Erlduterungen zu den Ergebnismitteilungen

Untersuchungsmethode und Analyseergebnis

Der PraenaTest® fiir die Bestimmung der untersuchten Chromosomenstérungen basiert auf molekulargenetischen Methoden wie
qPCR und Next Generation Sequencing (NGS) unter Verwendung der CE-gekennzeichneten Software PraenaTest® DAP.plus." Die
Grenzwerte der Analysewerte, anhand derer ein positives von einem negativen Testergebnis unterschieden wird, sind fiir die
Chromsomenstdrungen aufgrund biologischer und analytischer Faktoren unterschiedlich. Fiir die Bestimmung gonosomaler
Aneuploidien werden weitere Bewertungskriterien herangezogen, so dass die genannten Analysewerte allein nicht aussagekraftig
sind. Derzeit wird die qPCR-Methode nur fiir die PraenaTest® Option 1 zur Bestimmung der Trisomie 21 angewendet.

Aussagekraft

Das PraenaTest®Ergebnis sollte im Kontext aller anderen relevanten klinischen Befunde betrachtet werden. Auffallige
Testergebnisse haben eine hohe Signifikanz. Der PraenaTest® ist ein fortgeschrittenes nicht-invasives Testverfahren mit hoher
Aussagekraft, welches derzeit als ,nicht vollstandig diagnostisch” bezeichnet wird.® Es sind internationale und nationale
Empfehlungen bzw. Stellungnahmen zu beriicksichtigen.>®

Aussagekraft bei Einlingsschwangerschaften

Daten zur Leistungsbewertung des NGS-basierten PraenaTest® aus Studien in 2012/2013

Die Aussagekraft des PraenaTest® wurde mittels Studien, an denen die LifeCodexx AG maBgeblich beteiligt war, validiert. Im
Rahmen einer europaischen Validierungsstudie (EVS) wurden insgesamt 468 Blutproben analysiert und ausgewertet. Im Rahmen
einer weiteren Studie mit Proben der Partner-Firma Sequenom Inc., USA, (Sequenom Collective Study, SCS) wurden 340 Proben
analysiert und ausgewertet. Die zusammenfassende Leistungsbewertung umfasste somit die Analyse von insgesamt 808
Blutproben mit 75 Trisomie-21-Fallen (EVS 41, SCS 34), 14 Trisomie-18-Fallen (EVS 8, SCS 6), und 8 Trisomie-13-Fallen (EVS 5, SCS
3). Es wurden 806 der 808 Blutproben korrekt klassifiziert (99,8%) (Tabelle 1). Im Rahmen der EVS war ein Ergebnis falsch-
negativ fir Trisomie 21 und ein Ergebnis falsch-positiv fiir Trisomie 18 (mit auffalligem Karyotyp fiir Chromosom 10). Das ergibt
eine Gesamt-Sensitivitat beziiglich der Trisomie 21 von 98,7% bei einer Falsch-Positiv-Rate von 0% (Tabelle 2). Die Fallzahlen zur
Bestimmung der Trisomien 13 und 18 reichen fiir die Angabe gesonderter Sensitivitdten und Spezifitdten nicht aus.

Tabelle 1: Fallzahlen und Gesamtdetektionsraten der fetalen Trisomien 21, 18 und 13 innerhalb der Studienkollektive

Korrekt klassifizierte Proben 466/468 (99,6%) 340/340 (100%) 806/808 (99,8%)
Trisomie 13 5/5 (100%) 3/3 (100%) 8/8 (100%)
Trisomie 18 8/8 (100%) 6/6 (100%) 14/14 (100%)
Trisomie 21 40/41 (97,6%) 34/34 (100%) 74/75 (98,7%)
Gesamtdetektionsrate 53/54 (98,1%) 43/43 (100%) 96/97 (99,0%)
Falsch-positiv-Rate 1/414 (0,2%) 0/297 (0%) 1/711 (0,1%)

Tabelle 2: PraenaTest® Sensitivitat & Spezifitat fiir die Detektion der fetalen Trisomie 21 bei Einlingsschwangerschaften (Mosaike
sowie strukturelle Aberrationen finden keine Beriicksichtigung).

Sensitivitat 97,6% 100% 98,7%
(unteres einseitiges 95% Kil) (88,9%) (91,6%) (93,8%)
Spezifitat 100% 100% 100%

(99,6%)

(99,0%)

(99,3%)

(unteres einseitiges 95% Kil)
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Daten zur Leistungsbewertung des qPCR-basierten PraenaTest® Option1 zur Bestimmung der fetalen Trisomie 21 (Studie
Dezember 2016)

Die Aussagekraft der neuen PraenaTest® Option 1 wurde im Rahmen einer Leistungsbewertung validiert. Die Studien-ergebnisse
der maternalen Plasmaproben (n=966) zeigen eine positive prozentuale Ubereinstimmung (PPA, positive percentage agreement;
entspricht der Sensitivitdt) von 100% (niedrigeres 1-seitiges 95% -Konfidenzintervall von 91,8%; n=35/35) sowie eine negative
prozentuale Ubereinstimmung (NPA, negative percentage agreement; entspricht der Spezifitdt; n=931/931) von 100% im
Vergleich zum NGS-basierten PraenaTest®. Der negative pradiktive Wert (NPV, negative predictive value war 100% (niedrigeres 1-
seitiges 95% Konfidenzintervall von 99,68%). Der durchschnittliche Anteil fetaler DNA aller untersuchten Blutproben betrug
8,1%. Bei 54 Blutproben mit einem Anteil fetaler DNA von unter 4% bzw. bis zu 2,4% wurde ein korrektes Testergebnis erzielt.

Aufgrund einer 100%-igen positiven sowie negativen Ubereinstimmung der Ergebnisse des validierten qNIPT Konzepts (neue
PraenaTest® Option 1) mit dem PraenaTest® basierend auf Next Generation Sequencing (NGS), bleibt die finale Testgiite fir den
PraenaTest® unverdndert.

Bitte beachten Sie, dass die neue PraenaTest® Option 1 derzeit noch nicht bei Zwillingsschwangerschaften angewendet
werden kann.

Tabelle 3: Testgiite des PraenaTest® Option 1 fiir die Untersuchung des Chromosoms 21 bei Einlingsschwangerschaften

Korrekt klassifizierte Proben 966/966 (100%)
Trisomie 21 positiv 35/35 (100%)
Trisomie 21 negativ 931/931 (100%)
Sensitivitat (unteres einseitiges 95% Kil) 100% (91,8%)
Spezifitdt (unteres einseitiges 95% KI) 100% (-)
NPV (unteres einseitiges 95% Kil) 100% (99,68%)

Aussagekraft bei Zwillingsschwangerschaften

Im Rahmen einer Leistungsbewertung des NGS-basierten PraenaTest® fiir Mehrlingsschwangerschaften wurden 60 Zwillings- sowie
2 Drillingsschwangerschaften untersucht (darunter 16 Proben unserer Partner-Firma Sequenom Inc., USA) (Tabelle 3). Die 6 in den
Zwillingsschwangerschaften enthaltenen und durch Karyotypisierung bestatigten Trisomie-21-Félle (1 x monochorial, konkordant;
5 x dichorial, diskordant) wurden mit dem PraenaTest® korrekt klassifiziert. Alle anderen untersuchten Mehrlingsproben wiesen
unauffillige PraenaTest®-Ergebnisse auf. Eine fetale Trisomie 13 oder 18 trat in keiner der untersuchten
Mehrlingsschwangerschaften auf, so dass keine Riickschliisse auf eine PraenaTest®Genauigkeit hinsichtlich dieser Trisomien bei
Mehrlingsschwangerschaften gezogen werden konnen. Es wurden zu wenige Drillingsschwangerschaften untersucht, um eine
Leistungsbewertung und Angaben zur Testgenauigkeit fiir Drillingsschwangerschaften zu treffen.

Tabelle 4: Ergebnisse der Leistungsbewertung des PraenaTest® zur Bestimmung der fetalen Trisomien 21, 18 und 13 bei
Mehrlingsschwangerschaften (alle positiven und ein Teil der negativen Ergebnisse (SQNM Studie 2013) wurde mittels
Karyotypisierung iiberpriift)

Korrekt klassifizierte Proben 46/46* 16/16 62/62*
Trisomie 21 2/2 4/4 6/6
Trisomie 13/18 0 0 0
Detektionsrate 2/2 4/4 6/6

* inklusive 2 Drillingsschwangerschaften

Aussagekraft bei Gonosomalen Aneuploidien

Der NGS-basierte PraenaTest® fiir die Bestimmung fetaler gonosomale Aneuploidien (Turner-, Triple X-, Klinefelter- und XYY-
Syndrom) wurde an insgesamt 434 Proben von Einlingsschwangerschaften untersucht. Dabei wurden 11 von der 12 betroffenen
Proben korrekt bestimmt. Dariiber hinaus wurden fiinf diskordante, ,falsch-positive"” Ergebnisse erzielt. Aufgrund der geringen
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untersuchten Fallzahlen wird die LifeCodexx AG im Moment keine gesonderten Sensitivitdten und Spezifitdten fiir gonosmale
Aneuploidien ausweisen.

Tabelle 5: Ergebnisse der Leistungsbewertung des PraenaTest® zur Bestimmung gonosomaler Aneuploidien bei
Einlingsschwangerschaften

Korrekt klassifizierte Proben 377/383* (98,4%) 51/51 (100%) 428/434%* (98,6%)
Turner-Syndrom 7/8 (87,5%) 3/3 (100%) 10/11 (90,9%)
Triple-X-Syndrom** 0 0 0
Klinefelter-Syndrom*#* 0 0 0
XYY-Syndrom 1/1 (100%) 0 1/1 (100%)
Gesamtdetektionsrate 8/9 (88,9%) 3/3 (100%) 11/12 (91,7%)
Falsch-Positiv-Rate 5/374 (1,3%) 0/48 (0%) 5/422 (1,2%)

* Drei Proben mit unauffélligem mannlichen Karyotyp wurden als falsch-positiv fiir das Klinefelter-Syndrom klassifiziert. Bei zwei dieser
Proben lag der cffDNA-Gehalt unter 5%. Die dritte Probe zeigte einen auffélligen Chromosom-X-Wert, so dass hier von einem maternalen
Triple-X ausgegangen werden kann, welches mittel konventioneller Karyotypisierung im Rahmen der Studie nicht bestimmt wurde. Bei zwei
weiteren falsch-positiv klassifizierten Proben fiir das Turner-Syndrom kénnte die Ursache neben eines niedrigen cffDNA-Gehalts auch ein
maternales Mosaik sein.

** Das Triple-X- und das Klinefelter-Syndrom wurden unabhéngig von dieser Leistungsbewertung im Rahmen von Forschungsprojekten
untersucht und erfolgreich bestimmt.

Aussagekraft bei der 22q11.2 Mikrodeletion, assoziiert mit dem DiGeorge-Syndrom und dem
Velo-Cardio-Fazialen Syndrom (VCFS oder Shprintzen-Syndrom)

Validierung der Untersuchungsmethode

Es wurden sowohl Daten von kiinstlich hergestellten DNA-Mischproben sowie mehreren Proben von schwangeren Frauen, deren
ungeborenes Kind eine 22q11.2 Mikrodeletion aufwies, mittels Next Generation Sequencing untersucht. In allen Fallen wurde eine
22q11.2 Mikrodeletion korrekt nachgewiesen. Dabei verlief der Validierungsprozess in drei Phasen:

Phase 1

Es wurden vier kiinstlich hergestellte Proben mit jeweils unterschiedlichem cffDNA-Gehalt (16%, 8%, 4% sowie 2%), die eine
22q11.2 Mikrodeletion aufwiesen, mehrfach analysiert. Die 22q11.2 Mikrodeletion der beiden Proben mit einem cffDNA-Gehalt
von 8% und 16% wurde korrekt bestimmt, wahrend die Ergebnisse der Proben mit geringerem cffDNA-Gehalt nicht aussagekraftig
waren.

Phase 2

Es wurden vier Proben von schwangeren Frauen, deren ungeborene Kinder eine 22q11.2 Mikrodeletion aufwiesen, retrospektiv
untersucht und die 22q11.2 Mikrodeletion jeweils korrekt nachgewiesen. Dabei wurde zuvor die 22q11.2 Mikrodeletion bei drei
der Proben mittels invasiver Diagnostik bestétigt. Bei der vierten Probe wurde per Ultraschall ein Herzfehler (DORV; Double outlet
right ventricle), der mit dem DiGeorge- bzw. Velo-Cardio-Fazialen-Syndrom assoziiert ist, bestétigt. Eine invasive Diagnostik
erfolgte in diesem Fall nicht.

Phase 3

In einer abschlieBenden internen verblindeten Studie wurden Proben aus Phase 2 mit einer 22q11.2 Mikrodeletion sowie euploide
Proben untersucht. Alle Proben wurden korrekt klassifiziert. Aufgrund der niedrigen Fallzahl kann eine konkrete Testsensitivitat
und -spezifitat derzeit nicht abgeleitet werden.

Korrekt klassifizierte Proben 16/16
Gesamtdetektionsrate 2/2
Falsch-Positiv-Rate 0/14

Grenzen der Untersuchungsmethode

1. Mit dem PraenaTest® kénnen generell keine Aussagen zu strukturellen Chromosomenverdnderungen, zu Mosaiken oder einer
Polyploidie getroffen werden. Auch sind andere Chromosomenstdrungen, bei denen nicht die Chromosomen 13, 18, 21, X und
Y betroffen sind, sowie andere genetische Erkrankungen, nicht Gegenstand der vorliegenden Untersuchung.
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2. Die im PraenaTest® untersuchte fetale DNA stammt maRBgeblich aus dem Zytotrophoblasten und wird durch Apoptose und
Nekrose von Trophoblastzellen der Plazenta freigesetzt. Somit kann nur anndhernd die diagnostische Sicherheit einer
Direktpraparation bei einer Chorionzotten-Diagnostik erreicht werden. Fetale Mosaike oder fetoplazentare Diskrepanzen der
Trisomien 21, 18, 13 bzw. gonosomaler Aneuploidien sind daher nicht zu erkennen. Im Falle einer fetoplazentaren Diskrepanz
kann das bedeuten, dass das PraenaTest®-Ergebnis fiir das ungeborene Kind nicht reprasentativ ist.

3. Einvorliegender oder nicht erkannter vanishing twin kann ausreichend cffDNA zum Gesamt-cffDNA-Anteil beitragen, um im
Fall eines von einer Aneuploidie betroffenen vanishing twins zu einem auffilligen PraenaTest®Ergebnis zu fithren, welches fiir
die intakte Schwangerschaftsanlage nicht reprédsentativ ist.

4. Ein bestehendes maternales Mosaik kann zu einem auffélligen PraenaTest®-Ergebnis fiihren, so dass das Ergebnis fiir das
ungeborene Kind nicht reprasentativ ist. Diese Mosaike betreffen vorrangig die gonosomalen Aneuplodien. So gehen
beispielsweise Falle von Schwangerschaften bei Frauen mit einem Turner-Syndrom auf einen Mosaikbefund (45,X/46,XX)
zuriick.

5. Eine bestehende maternale gonosomale Aneuploidie wie das Triple X-Syndrom kann zu einem auffélligen PraenaTest®-Ergebnis
fihren, ohne dass das Ergebnis fiir das ungeborene Kind reprasentativ ist. Das bedeutet beispielsweise, dass fiir ein auffalliges
PraenaTest®-Ergebnis mit dem Hinweis auf eine Chromsomenstérung 47,XXY nicht zwingend eine fetale Chromosomenstdrung
vorliegt. Es sollte vielmehr geprift werden inwiefern die schwangere Frau ein Triple X-Syndrom aufweist.

6. Maternale Tumorerkrankungen, Copy Number Variants (CNV, Kopienzahlvariation) sowie seltene Genverdnderungn in
untersuchten Genregionen kdnnen in sehr seltenen Fallen zu einem diskordaten PraenaTest®-Ergebnis fithren, welches fiir das
ungeborene Kind nicht reprdsentativ ist.

7. Esist moglich, dass die Mutter Tragerin der 22q11.2 Mikrodeletion (assoziiert mit dem DiGeorge-Syndrom) ist, nicht aber das
ungeborene Kind’. Dies kann zu diskordanten (falsch-positiven) Testergebnissen fiihren.

8. Bei mehr als 85% der der Betroffenen umfasst die 22q11.2 Mikrodeletion (assoziiert mit dem DiGeorge-Syndrom) eine Region
in der GréRBe von zirka 2,5 Megabasen im Bereich 22q11.2 des Chromosoms 22. Diese Region wird mit dem PraenaTest®
untersucht. Ein geringer Anteil der Betroffenen weist eine noch kleinere Deletion oder Punktmutation in der betroffenen
Region auf, welche mit dem PraenaTest® nicht nachweisbar ist. Dies kann zu diskordanten (falsch-negativen) Testergebnissen
fihren.

Bestimmung des fetalen Geschlechts

Die Bestimmung des fetalen Geschlechts basiert fiir alle PraenaTest® Optionen 1, 2 und 3 auf dem proprietaren qPCR-Assay
QuantYfeX®® sowie ergénzend fiir PraenaTest® Option 2 und 3 auf Next Generation Sequencing. Die Geschlechtsbestimmung
mittels beider Methoden wurde nicht im Rahmen einer klinischen Studie validiert. Ein Ergebnis -mdnnlich- wird berichtet, wenn
mittels QuantYfeX® ein Y-chromosomaler Marker bzw. mittels Next Generation Sequencing eine ausreichende Anzahl von Y-
chromosomalen Sequenzen detektiert werden. Im Fall einer Zwillingsschwangerschaft bedeutet das, dass mindestens einer der
Feten mannlich ist. Ein Ergebnis -weiblich- wird berichtet, wenn mittels QuantYfeX® kein Y-chromosomaler Marker bzw. mittels
Next Generation Sequencing eine geringe Anzahl chromosomaler Sequenzen, die dem Y-Chromosom zugeordnet werden, detektiert
werden. In sehr seltenen Fallen kann mittels des QuantYfeX®-Assays keine Aussage zum fetalen Geschlecht getroffen werden oder
die Aussagen des QuantYfeX® und des Next Generation Sequencing weichen voneinander ab. Dann wird bei den PraenaTest®
Optionen 2 und 3 als Basis fiir die Geschlechtsbestimmung auf den im Rahmen der Sequenzierung der Patientenprobe ermittelten
Anteil Y-spezifischer Sequenzen zuriickgegriffen. Bei der PraenaTest® Option 1 erfolgt in diesem Fall die Angabe -nicht eindeutig
bestimmbar- und die Analyse wird nicht wiederholt.

Bitte bedenken Sie

Die LifeCodexx AG arbeitet nach neuestem Stand der Technik und Wissenschaft. Dennoch ist bei Anwendung des PraenaTest® in
der Praxis eine Aussagekraft von 100% nicht zu erwarten. Es verbleiben Risiken, die auch bei sorgfaltigster Durchfithrung der
genetischen Analyse nie vollig auszuschlieBen sind. Es werden jedoch alle MaBnahmen und Sicherheitsvorkehrungen getroffen, um
diese Risiken und andere Fehler zu vermeiden.
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