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Non-invasiv praenatal test
for fotale trisomier

Non-invasive praenatale screeninger er et felt i rivende udvikling. Screeningen mindsker

brugen af moderkagebiopsier og fostervandsprever og derved den medfplgende abortrisiko,

ved at underspge en blodprgve fra den gravide.

de i moderens blod under graviditeten (1). Det fptale DNA i

den gravide kvindes blod stammer dog ikke direkte fra fo-
stret, men fra det yderste cellelag af moderkagen (cytotropho-
blastlaget) (2) side om side med frit DNA fra den gravide selv.
Det cellefrie DNA (cfDNA) i plasma er allerede nedbrudt til
kortere stykker. Endvidere er det fgtale DNA kortere end det
maternelle med middelleengder pé 150 bp og 180 bp respektivt
(3). Man kan derfor ved hjeelp af en simpel blodprgve fra den
gravide underspge for unormale bidrag fra fosters kromoso-
male DNA og derved screene for fgtale trisomier, uden at den
gravide skal underga et invasivt indstik samt den medfplgen-
de abortrisiko.

]:1997 blev det bevist, at der findes frit fgtalt DNA cirkuleren-

NIPT i Region Hovedstaden

Non-invasiv preenatal test (NIPT) er taget i brug i Region
Hovedstaden fra 1. september 2015, og der er pa nuveerende
tidspunkt kert flere end soo analyser. I Danmark tilbydes alle
gravide en fgrste trimester screening (omkring graviditetsuge
12) af deres foster. Screeningen bestér af en maling af nakke-
foldens tykkelse ved ultralyd samt niveauet af proteinerne
Pregnancy Associated Plasma Protein A (PAPP-A) og Chori-
ongonadotropin beta-kzede (B-hCG)i en blodprgve. Kombine-
ret med den gravides alder bruges malingerne til at estimere
risikoen for Downs syndrom hos fostret. Viser resultatet for-
hpjet risiko, tilbydes den gravide en moderkagebiopsi for at
klarleegge fostrets kromosomer neermere. Hgjrisikogruppen er
defineret ved en fptal trisomi risiko > 1:300 baseret pa fgrste
trimester screeningen. NIPT bliver tilbudt som alternativ til
moderkagebiopsien til gravide med en hgj risiko for fptalt
Downs syndrom samt til enkelte mindre grupper som gravide
med tidligere trisomi 13, 18 eller 21 undtagen gravide med seer-
lig hoj risiko (ved fptale misdannelser, nakkefold > 3,5 mm, me-
get lav PAPP-A eller B-hCG, meget hgj B-hCG, kvinder > 45 ar)
som tilrddes en invasiv prgve. NIPT har dog den ulempe i for-
hold til invasive prgver, at man analyserer en blanding af mo-
derens DNA og DNA frigivet fra fostret/moderkagen, hvor mo-
derens bidrag typisk udggr 9o %. Det giver nogle helt szerlige
udfordringer, da man ikke kan adskille de to komponenter, og

Q2 n

NIPT baserer sig derfor pa “opteelling” af hvert kromosoms bi-

drag til den samlede prgve. Er der f.eks. en statistisk relevant
forhgjelse i meengden af data observeret pa kromosom 211 en
prove i forhold til referencen (figur 1), ma man konkludere, at
der er en vaesentlig forhgjet sandsynlighed for, at det ekstra
materiale kommer fra moderkagen, og at der derfor er en
steerk indikation for, at fostret har Downs syndrom (trisomi
21).

Implementering af NIPT pa Rigshospitalet

P4 Rigshospitalet har vi valideret og implementeret NIPT for
fgtal trisomi 13, 18 og 21, som er de mest hyppigt observerede.
Da metoden baserer sig pa screening af det samlede DNA, vil
man ogsa kunne identificere trisomier fra andre kromosomer,
men da disse er yderst sjeeldne er en egentlig validering ikke
mulig. Validering og implementering samt en detaljeret be-
skrivelse af vores analyse er publiceret for nylig (4). Selvom
man leenge har vidst, at der i plasma findes frit (ikke cellebun-
det) fotalt og maternelt DNA, er det den teknologiske udvik-
ling med massiv parallel sekventering eller next-generation
sequencing (NGS), der har drevet udvikling af analysen.
Sekventering benyttes til at bestemme basesammensaetnin-
gen i DNAet, og NGS har efterhdnden overtaget den traditio-
nelle Sanger-sekventering pa mange afdelinger. Forskellen er,
at man i stedet for kun at kunne sekventere et eller to gener
ad gangen, nu kan sekventere flere hundrede af gener eller
hele genomet samtidigt. Metoden kom frem i 2004 og var re-
volutionerende, da man med denne metode pludseligt kunne
kortleegge det fulde humane genom pa ca. et dpgn, hvor det
fgrhen tog ar. Med NGS kan man bestemme basesammensaet-
ningen af de millioner af maternelle (ca 180 bp) og fptale

(ca 150 bp) cfDNA-fragmenter, og de enkelte kromosomers
bidrag til den samlede prgve kan derfor bestemmes. En typisk
NGS datafil vil indeholde ca. 15.000.000 fragmenter (reads), og
vi har derfor en stor meengde observationer, der kan benyttes
til den videre analyse.

Provegang

Arbejdet fra modtagelsen af prgven til sekventering er tids-
kreevende (Figur 2). Forberedelsen af prgverne deles op i for-
skellige trin, som kort gennemgas her.
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Figur 1 Oversigt over princippet bag NIPT. Bla repraesenterer det ma-
ternelle bidrag. Red repraesenterer det fotale. Hvis man til slut obser-
verer en vaesentligt forhejet maengde af observeret kromosom 21,
konkluderes det, at fostret har hgj sandsynlighed for trisomi 21.

Blanding af materrzlt og fetalt DNA

Sekventering

ACCATASTCATTCCTITC CAACALACTI CLASS OO TS OCCTCOTATE
AT GRTT G RANG CTAGACTC LA TRTATACGTCAAATCOCTTATE
LR TATLCCAAC A C T AACACCAAAATALG TTLGLICAACAGLAGG A
S CTCTATATATEAITCARCATTACCTTC CETSACTAS GLCTCTS 0OT
CTGRCAALCTTTC COlL GO TG TR TG FLAL COTAAG CTTCCTTCTTRAA,
FCNGLOATETCTGG TGO CATGA T AAL CODLAC RO TG LGS A TCCTC
COLGLLGARS T AATLRG TEAGTE AL TOG TALGL TTACCETACG GAAALK
THATAGTAT CAGAGLE TE EARA LGS ATTTALAATGRATCATL GAGACTEA
ATAAGACAGACGARAATTTCTAATCGTSLLCCAMRTATATAGICGAGTT
A ARG TTGG G LA GG TATACCCTAC CAS A CAAC CATGTCTACGT

ARAAAGGG A B TG TG LG TATIE GAALTCAGG LALCA L CDGL G ALATEY

CACRAGCTETATTOITACT ASTAGATICCTE O SCANTARGIATIRROL
T AR T T TG T AT T CAA T L AR TR O TUG GG ARAG TATARAL
TEAL LT TG CG T T TG AL LA AT T LA TATL T L TALG DG GAGSTT
SEEETALLGITITT G TAATCAALTICTAS CATTOC CTT R A DA A AL
AT G GG AT AR T TATC S TS G TATTATGGCTO S GOGCAC AL CE
LLAGLAGGG ILAT G IO T LA GO CRAAA LA G AL COATT 2GAGLT G
TG AT AT AT G AGI TR LC CITCTCTETCCTE A A A LT
TG AT Ak A GG T L LS L TAA CRACCCAL TTGAACTGA
ACACTAL GAGA MGG GLa TCALTU T AL LG OATALT A TG CLAGG AAGTGT
CACCATTAC TOS TATOCATCAAAACTAC AT AAACARE T SO D DO CTCHACT
T A AL TAS TR CRTATCTTCTAT AR TALATICOGTRTALTRSTT
ATTGIGEOGC AT AL CTCITCCODG ATALTITTATATRGLABALT AAG
TES OCTACALCTTT RIS CTICCTOCATG TITS AACACTOCARATOTCACE
AT RAA G AT A TATAL L RAAGTOCG I TACTITTC T REATRAGE

TEACTCACTCCTATTTCCCTCAATATTCTCACATATTTOO CRASAASTOC
BTAATGOCAAL T TORTETAS CICTGOCACAGTTARACTC CATC OCAALA
TEAICTTT GaeEATI GTCALGCATT AGTGTRAATGATLAGATECTCOEALG
AATCEACCAT CATTTICACCO DOCACGS OCTOOACACCTOAARACARATA
OTAGTAG FATAGGRCATITATAG L G AL G OO TT GAGALGACICACTEG
AT AL AT CTAGSATTGCALTAGTCTT T OGCTTCGCTGOECAATCTA
CCALCTADDCAR L O T LARCI CATA T LA T LA TG LEN ICCCICAAL

U AL AL G AL AT T CAG AT TOG ETHTACTAATCAARATICACAAGT
TOTGAT CTAATGEATCTALTT CATTETT AN TT G GIACTALETCCATTA
T AL R T AAL GALCATATATATACAGAT AL TORCECACALCACCTATA
CETAGAGATGAGTALAGLCTGAGT TUGFATCAGLAGLG GRARGEGATTLA
TETACTEE OCALTTAAGAAACTASTAT COCTTGA S OO TR IGATARES
SO T GG T T T AAAGAL TG TT CIGETAGSCASCARTATAAATCLG
CTTTRAT AL CEARTTC OO TT AL DGATGLALTO ALLALICOGAIDTO GGAG
ATATCTCAGCCATCADGTTTACTACCAS AR CTCTCOATALATSAAOTOS
AT LT RAG AL TCATATGTAACTE ARG GARS AL CAACGICCTTLARGGL
CALAG LG ATAGLAASTTTTAMAGTTTTARAA TG CTOASCLAALTAT GG
ATAATCTACTTGITOGAACTCNGRLTAAGRTACTTTOOORAAAG CATGLCT
A AL LA T e T AGT T T L AL TTAGATCCAGTARATATTGATIC
TOCGATAT GALMCATDGAGTATI CRAAAGAGL CLTTATTTANI G I E LG
CTATETTCCACO TCAATAACCOCTACCATAC CT CASATITCS CLOCOARE
T AT AL AR AR AT CTAGTGRATTTTCAT T TAGL BATCTRACCTAGE
AGTAGRAGGTT GLLACCTTG TG TGAAML G ORI COANT GITAAL GG EGET
AT CHTT AT TA RIS I TR AL CCATE T CEL GO CTOIE
BCR T AT AR GOCRACCTT LS BT RRALTOORTACAGOLCTTORACARGE

Filtrering af data
Data analyse og "kramosomtazlling™

chr 21 (normal) chr 21 (trisomi 21)

Plasmaisolering: Blodprgver pa de gravide tages ito 10 mL
Streck ror. Til disse rgr er der tilsat et cellestabiliserende stof,
der stabiliserer cellefrit DNA (cfDNA) og holder leukocytter
intakte, derved undgés tilblanding af maternelt DNA fra leu-
kocytter. Blodprgven kan holde sig op til 14 dage ved stuetem-
peratur i disse glas inden isolering. Det fgrste trin er at isolere
plasma, dette gpres ved to centrifugeringer pa henholdsvis
1600 g 0g 15.500 g. For at 4 tiltreekkelig fptalt DNA bruges

4 mlL plasma til oprensning.

Oprensning: Oprensningen af cfDNA foregdr automatiseret
(QiaSymphony, Oiagen). Der benyttes et Virus/Pathogen kit
baseret pa magnetiske kugler Den store inputmaengde for-
leenger oprensningstiden. Ti prgver tager ca. to timer, og der
elueresi 60 pL.

Adaptorligering: Som tidligere sagt findes det frie fptale DNA i
fragmenter pa 150-180 bp, dvs. sd korte at ingen yderligere frag-
mentering er npdvendig. Der ligeres en adaptor pa i hver ende
af de dobbeltstrengede DNA-fragmenter. Inden ligering repare-
reres enderne enzymatisk. En adaptor er et olignucleotid, hvor
base-reekkefplgen er kendt. Adapteren har i den ene ende yderli-
gere 6 nukleotider, der kan variere, en form for DNA “stregkode”,
der ggr det muligt at sekventere flere prover samtidigt, da man
kan adskille dem fra hinanden igen bioinformatisk.

Adaptorligeringen og reparation af enderne samt fjernelse
af lange og ekstremt korte fragmenter foregar automatisk
(Library Builder, Applied Biosystems). Her tilseettes de 60 pl
oprenset cfDNA , adaptorer med forskellige stregkoder samt
Ampure XP kugler. Library Builderen har en kapacitet til 13
prover, og en kgrsel tager 2,5 time.

Amplificering med PCR: Da udbyttet er lavt efter adaptorlige-
ringen, amplificeres efterfgplgende med en PCR pa 6 cycler, her
benyttes adaptorssekvensen som primer bindingssted. Antal-
let af cycler holdes pa et minimum for at minimere antallet
af PCR-duplikater. Herefter fjernes overskydende primer og
primer-dimerer med Ampure XP kugler.

Kvantitering af library DNA: Meengden af DNA, som pafgres
sekventeringschippen, er meget vigtig. Koncentrationen af det
amplificerede library bestemmes ved en kvantitativ PCR
(qPCR). Fordelen ved at lave en qPCR frem for at benytte en
fluorescens eller spektroskopisk metode er, at kun koncentra-
tionen af fragmenter med ligerede adaptorer bestemmes.
gPCR udfgres med kittet "Ion library Quantitation Kit".

Hybridisering af fragmenter til kugler, emPCR og loadning af
chip: Pa en fuldautomatiseret robot (Ion Chef, Life Technologi-
es) hybridiseres DNA-fragmenter til sekventeringskugler.
Efter hybridisering separeres hver sekventeringsbead med
bundet DNA fragment i mikroskopiske oliedraber, og fragmen-
terne amplificeres ved emulsions-PCR (emPCR). Ved senere
sekventering er det vigtigt, at kun ét DNA-fragment er hybri-
disereret til én bead, ellers mislykkes sekventeringen af frag-
mentet, da den pageeldende sekventeringsbead bliver polyklo-
nal. Koncentration er derfor nggleordet. Tilseettes for meget
DNA, fas for mange polyklonale sekventeringskugler, tilseettes
for lidt DNA spildes en masse plads pa chippen med kugler
uden DNA-fragmenter. Ved en kort centrifugering udplades
sekventeringskugler i en sekventeringschip, der i teorien fun-
gerer som en PCR-plade med mere end 150.000.000 brgnde.
Hver sekventeringsbead passer preecist i en brpnd pa sekven-
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teringschippen. Efter udpladningen er sekventeringschippen
klar til sekventering. Hele denne proces (emPCR og udplad-
ning) tager omkring 14 timer, typisk startes robotten om efter-
middagen, og chippen er klar til sekventering neeste dag. Ion
Proton benytter sig af halvleder-sekventering, der foregar ved,
at de 4 nucleotider (ATP, TTP, GTP, CTP) ogsa kaldet baser skyl-
les i et bestemt flow igennem chippen; passer basen kompli-
menteert til et DNA-fragment bundet til en sekventeringsbead,
frigives en hydrogenion, hvilket medfgrer en pH-zendring.
Denne endring indebaerer en sendring i ledningsevne, der kan
males, og derved kan den ngjagtige baseraeekkefplge bestem-
mes. Alle brgndene afleeses pa samme tid, heraf navnet massiv
parallel sekventering. Der kgres to chip ad gangen pa Ion Chef,
og hver chip har plads til en pool med fem prgver i hver. Efter
sekventering adskilles prgverne pa baggrund af deres unikke
DNA stregkode og kortleegges til det humane genom.

Analyse af NGS-data

Analysen af sekvensdata i denne stgrrelsesorden er meget
kreevende bade tids- og IT-maessigt. En typisk datafil vil veere i
stgrrelsesordenen 8-15 GB alt efter opseetningen, og der kraeves
derfor en god IT infrastruktur. Det fgrste skridt er at fjerne
overflpdigt data, der kan give stgj i analysen. Da analysen base-
rer sig pa at "teelle” kromosomer, er det vigtigt, at man kun be-
holder data af hgj kvalitet. Herudover er der to PCR step invol-
veret, og man skal derfor have fjernet duplikater, s& disse ikke
pavirker datamaengden pa de enkelte kromosomer. Nar dette
er gjort, har man typisk 50-60 % af sit dataseet tilbage.

Herefter fglger selve trisomianalysen. Det naeste skridt er at
inddele sit DNA i stykker. I praksis “teeller” man, hvor mange
DNA-stykker der findes pr 1.000.000 baser i sit genom. Dette
gores, fordi man i denne metode har sit data spredt udover
hele det menneskelige genom, man kan derfor ikke bestemme
andet end kvantitative variationer med NIPT.

Nar alle stykker er talt op, korrigerer man for indholdet af
GC-baser. Dette skal ggres, fordi man pd grund af de tidligere
PCR step vil observere en lavere meengde data i omrader, der
har et fattigt eller et rigt indhold af GC-baser. Hvis dette ikke
gores, vil man i disse omrader observere en lavere meengde
data, der kan fejlfortolkes som deletioner. Nar man nu har sine
opdelte GC-korrigerede data, sammenligner man indholdet af
data for hver 1.000.000 baser med et referenceszet bestdende
udelukkende af prgver, hvor der er fpdt bgrn uden trisomier.
Ved denne analyse vil man fa en Z-score, der benyttes til at in-
dikere, om der er en forpget meengde data i den analyserede
prove. Derudover kigger man p4, hvor stor en del af kromoso-
met der har en Z-score over greenseveerdien. Hvis en vis del af
kromosomet har en Z-score, samt den samlede kromosomale
Z-score er stgrre end greenseveerdien, konkluderes det, at der er
forhgjet risiko for, at fostret har trisomi.

Udover trisomianalysen rapporteres ogsa fosterkgnnet, der
baseres pa en analyse af Y-kromosomalt indhold i prgven.

Da der i NGS data altid vil veere sekvenser, der kortleegges til
Y-kromosomet grundet den repetitive struktur af dette kromo-
som, er kgnsanalysen groft sagt; hpjt indhold af Y data = dreng,
lavt indhold af Y = pige. Der er desuden flere kvalitetsparame-
tre, der skal veere opfyldt for, at man kan afgive et gyldigt svar.
Den samlede maengde data skal veere over en vis greense. Vi
bestemmer det fptale DNA-bidrag til den samlede prove (fptal
fraktion), som skal veere over en greenseveerdi, for at analysen

kan svares. Herudover vurderer vi ogsa, om leengden af frag-
menter i prpven opfylder en vis fordeling. Hvis der er mange
lange fragmenter, kan det skyldes en pget frigivelse af DNA fra
moderen, der i sidste ende kan maskere DNA-bidraget fra mo-
derkagen, hvilket ugyldigger analysen. Fra oprensning til feer-
dig analyse tager fire laboratoriedage. Men da vi skal kgre ti
prover i en kprsel, loves svar inden for ti hverdage.

Erfaringer

Der er mange aspekter, der skal teenkes igennem, inden op-
start af NIPT. NGS er i konstant udvikling, og udbuddet af for-
skellige platforme er stort. NGS producerer enorme maeengde
af data, der skal bearbejdes og lagres. Der skal tages stilling til
alle dele af processen. I fplgende afsnit beskriver vi erfaringer
og overvejelser, vi har gjort os pa vejen mod implementering.

Blodprgveglas: 1 opstartsfasen blev blodprgverne taget i almin-
delig EDTA-r¢r, hvor plasmaisoleringen skal foretages inden
for to timer, da der ellers vil observeres lysering af maternelle
celler (5). For at pge fleksibiliteten samt veere i stand til at mod-
tage prgver fra andre hospitaler, valgte vi at gé over til de vee-
sentligt dyrere cellestabiliserende blodprpveglas, her var det
vigtigt at oplyse afdelingerne om, hvordan disse glas skal be-
handles for at undgéd haemolyse (ingen kraftige ryst eller kgl).
Da kun 10 % af det DNA, der sekventeres, er fptalt, er det vig-
tigt at behandle blodprgverne korrekt og sprge for at minime-
re spreengningen af hvide blodlegemer. Det fptale DNA ma
ikke drukne i maternelt DNA.

Centrifugering af blodprgver: Det er vigtigt at veere opmaerk-
som p3, at isolationen af plasma typisk foregdri to trin. En
centrifugering pa 1600g. Herefter udtages plasma, som sa
centrifugeres ved 15.500g. Det er vigtigt at veere opmeerksom
pa, at ikke alle rotorer kan klare stprre glas ved 15.500g, det kan
derfor veere en npdvendighed at anskaffe en sddan.

Oprensning af DNA: Manuel oprensning af cfDNA er absolut
en mulighed, og udbyttet af DNA er godt, dog er metoden tids-
kreevende og involverer mange pipetteringer, hvilket ggr den
mindre velegnet til et stort prpveflow. Vi valgte en Qlasym-
phony, DNA-udbyttet er pt lidt lavere end ved den manuelle
oprensning, til gengeeld er den fptale fraktion den samme. Da
vi benytter 4 mL plasma er markedet for oprensningsrobotter
begreenset. Pnskes det kun at benytte 1 mL plasma til DNA-
oprensning, er der flere muligheder. Qiasymphonyen har en
kapacitet op til 48 prgver ved oprensning af 4 ml plasma.

Konstruktion af sekventeringsbiblioteker: Med kittet Ion Plus
Fragment Library kit kan sekventeringsbiblioteket konstrueres
manuelt, men ligesom ved DNA-oprensningen er det tidskree-
vende. Allerede fra start anskaffede vi os den automatiserede
Library Builder. Dels for at undga alle pipetteringer, men ogsa
for at f4 et mere ensartet output materiale.

Valg af sekventeringsprincip: Det er vigtigt at ggre sig overve-
jelser omkring, hvilket sekventeringsprincip man gnsker at be-
nytte, dvs. helgenomsekventering (alle kromosomer, med lav
deekning) kontra targeteret sekventering (kromosom 13,18 og
21 med dyb deekning). Vi har valgt helgenomsekventerings-
princippet, hvilket har hpjere omkostninger end targeteret se-
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kventering, men samtidig er mere fremtidssikkert og en hypo-
tesefri underspgelse, da alle kromosomer sekventeres pé sam-
me tid. Ved helgenomsekventering vil man generere veesent-
ligt mere data end ved en targeteret tilgang, og man skal der-
for have en korrekt IT infrastruktur pa plads, hvis man veelger
helgenomsekventering. Vi havde store udfordringer med den
enorme maengde af data, dette blev lgst med anskaffelsen af
en virtuel server.

Platform til NGS: Der findes flere forskellige platforme til NGS
med forskellige sekventeringsprincipper. Vi har valgt Ion Pro-
ton™ fra Life Technologies til NIPT, da det pa kpbstidspunktet
var den platform med den hurtigste turn-around tid, hvilket er
vigtigt, da de gravide skal have svar pa analysen sa hurtigt
som muligt. Derudover passede maengden af produceret data
godt til vores forventede pregveindtag.

Dataanalyse: Det er naturligvis vigtigt at validere sin analyse.
Det er vigtigt at have prgver, man kan teste, inden man udby-
der NIPT. Bade trisomi- og normalprever er vigtige. For NIPT er
det meget vigtigt at analysere et stgrre antal normale prover,
bade til udarbejdelse af referencemateriale, og fordi en stor del
af de prgver, man vil give svar p4, vil veere negative. Prover
med fgtal trisomi er naturligvis uvurderlige for at teste om
ens analyse virker, jo flere jo bedre. Det kan veere en god ide at
begynde proveopsamlingen lang tid fgr, man planlaegger at
validere, da man derved kan opbygge et stort antal prgver her-
til. Selve den bioinformatiske analyse er naturligvis et meget
vigtigt punkt. Vi har valgt at benytte os af publicerede open-
source analysemetoder (6, 7) for at have fuld kontrol over
analyse og udvikling. Men der er ogsd mange kommercielle
lpsninger, der kan benyttes, hvis man gnsker det. Det er vigtigt
at kigge pd, om der er laboratorier, man kan opnd metodefzel-
lesskab med, s& der kan udveksles prgver og erfaringer. En
komplet NIPT-analyse inkluderer, efter vores mening, trisomi-
analyse, fptalt kgn samt fptal DNA-fraktion som kvalitetspara-
meter.

Figur 2 Oversigt over arbejdsgangen til NIPT

DAG 3 DAG 4

Sekventering
lonProton
2x25t

Svarafgivelse

Start
dataanalyse

Det er bestemt muligt at seette NIPT-analysen op laboratorie-
meessigt og kun ved hjeelp af offentligt tilgeengelige analyseme-
toder til dataanalyse. Det kraever dog erfaring med optimering
af laboratorieprocesser samt adgang til personer med erfaring i
Linux/Unix systemer. Som ved enhver laboratorieanalyse er det
vigtigt at teenke hvert skridt igennem inden opsaetningen. Det-
te er specielt vigtigt for NIPT, da de enkelte skridt (hvilke der er
mange af) pavirker arbejdsgangen og den kvalitet data, man
kan forvente at fa ud. Det er desuden yderst vigtigt at have ad-
gang til et stprre antal prever til validering.
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