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Die Einfuihrung der nichtinvasiven, auf dem Nachweis zell-
freier fetaler DNA (cffDNA) im maternalen Serum basie-
renden prinatalen Testverfahren leitet eine neue Ara in
der Pranataldiagnostik ein. In der Literatur wird dieses
Verfahren synonym auch als Test (»non-invasive prenatal
test«, NIPT) oder als Diagnose (»non-invasive prenatal
diagnosis«, NIPD) bezeichnet. Es ist zu erwarten, dass der
derzeit angewendete nichtinvasive — sonografische und/
oder biochemische — Screeningalgorithmus bezliiglich feta-
ler Aneuploidien, ggf. gefolgt von einer invasiven Diagnos-
tik, sich grundlegend andern wird. Kernpunkte des derzei-
tigen Ersttrimester-Screenings werden zukiinftig in Frage
gestellt: Ist beispielsweise weiterhin eine maternale Serum-
biochemie erforderlich, und welchen Stellenwert hat die
Nackentransparenzmessung? Die cffDNA-Verfahren sind
bereits heute allgemein verfligbar, aufgrund des noch
relativ hohen Preises kommen sie jedoch derzeit nicht

fir alle prinzipiell interessierten Schwangeren infrage.

Ab der siebten Schwangerschaftswoche (SSW) ist es theo-
retisch moglich, die cffDNA im maternalen Serum nach-
zuweisen, wobei samtliche Tests derzeit friihestens ab

der 9+o0 Schwangerschaftswoche angeboten werden.

Die cffDNA-Methoden weisen eine hohe Sensitivitat und
Spezifitat beziiglich einer fetalen Aneuploidie, insbeson-
dere fir Trisomie 21 und Trisomie 18, auf, sind aber bisher
uberwiegend im Hochrisiko-Kollektiv untersucht. Mittler-
weile gibt es auch erste Studien an Low-risk-Kollektiven,
die die cffDNA-basierten NIPT genauso effektiv mit dhn-
licher Detektions- bzw. Falsch-positiv-Rate in der Aligemein-
bevolkerung einsetzen konnten.

Durch zunehmenden Einsatz der cffDNA-Verfahren wird
zukiinftig die Zahl der invasiven Eingriffe (Chorionzotten-
biopsie, Amniozentese) und die Zahl der punktionsbeding-
ten Fehlgeburten nochmals reduziert werden.

Aktuell gibt es in Deutschland drei kommerziell angebo-
tene Testverfahren. Sie beruhen auf dem Prinzip der unse-
lektierten (PraenaTest®, LifeCodexx AG, Konstanz, Deutsch-
land) oder zielgerichteten Hochdurchsatz-Sequenzierung
(Harmony™ Prenatal Test, Ariosa, San Jose, CA, USA) der
gesamten maternalen und fetalen cfDNA; der Panorama™
Prenatal Test (Natera, San Carlos, CA, USA) nutzt hingegen
das »Single nucleotid polymorphism«(SNP)-Verfahren, bei
dem Unterschiede in den Genregionen zwischen mater-
naler und fetaler DNA aufgedeckt werden.
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Die derzeitige Herausforderung besteht darin, die Techno-
logie in die Praxis sinnvoll zu implementieren, sodass sie
in einer medizinisch, aber besonders auch ethisch korrek-
ten Weise allen Patientinnen, als Entscheidungsgrundlage
fiir werdende Eltern, zuganglich gemacht wird, wobei
jedoch die zusatzlich entstehenden Kosten nicht aulRer
Acht gelassen werden sollten.

Aktuell gilt das Ersttrimester-Screening, bestehend aus
fetaler Sonografie mit Messung der Nackentransparenz
(NT-Messung) und maternaler Serumbiochemie (Bestim-
mung der Konzentrationen von PAPP-A und freiem B-HCG)
zwischen 11+ o und 13 + 6 SSW bzw. einer Scheitelsteil3-
lange von 45 bis 84 mm entsprechend, als Goldstandard
zur nichtinvasiven Risikoevaluation im Hinblick auf fetale
numerische Chromosomenaberrationen (Benn et al. 2013).
Durch das mittlerweile flichendeckend in Deutschland
angebotene Screening lassen sich im ersten Trimenon
unter optimalen Bedingungen in spezialisierten Schwer-
punktpraxen und -zentren bereits Uiber 9o % der Trisomien
(T13, T8, T21) bei einer Falsch-positiv-Rate von 5 % detek-
tieren (Avgidou et al. 2005; Merz et al. 2008; Spencer et

al. 2003). Durch zusatzliche Beurteilung des Nasenbeins,
Pulsatilitat des Flussgeschwindigkeitsprofils des Ductus
venosus oder Vorliegen einer Trikuspidalklappenregurgi-
tation (erweitertes Ersttrimester-Screening) ist es theore-
tisch moglich, die Detektionsrate der Trisomien auf 96 %
zu steigern oder die Falsch-positiv-Rate zu halbieren
(Kagan et al. 2009a, b; Maiz et al. 2009). Bei Schwangeren
mit einem deutlich auffalligen Ersttrimester-Screening
(Cut-off der FMF London > 1: 50; FMF: The Fetal Medicine
Foundation) erfolgt zur definitiven Abklarung des erhoh-
ten Aneuploidierisikos unmittelbar das Angebot einer
invasiven Diagnostik mittels Chorionzottenbiopsie (CVS)
oder Amniozentese (AC), deren Sensitivitat tber 99 %
liegt, die jedoch mit einem ca. 0,5-1% punktionsbedingten
Abortrisiko behaftet sind (Mujezinovic u. Alfirevic 2007).
Nach landesweiter Implementierung des Ersttrimester-
Screenings in die Schwangerenvorsorge konnte in England
in den letzten Jahren die Rate an invasiver Diagnostik
sukzessive von 6 % auf 3,1 % reduziert werden (Morgan et
al. 2013). Einer der Hauptnachteile des Ersttrimester-Scree-
nings ist jedoch, dass samtliche sonografische Messungen
sehr stark von Genauigkeit und Erfahrung des Untersu-
chers abhangig sind.

Durch den 1997 erstmalig erbrachten Nachweis fetaler
zellfreier DNA (cell free fetal DNA, cffDNA) im Plasma
schwangerer Patientinnen wurde eine neue Ara des nicht-
invasiven Screenings eingeleitet (Lo et al. 1997). Mit zuneh-
mendem Gestationsalter findet sich im mutterlichen
Serum neben zellfreier maternaler DNA (cell free maternal
DNA, cfmDNA) eine ansteigende Fraktion von cffDNA, die
bereits in kleine Bruchstiicke (< 450 Basenpaare) degra-
diert ist (Bianchi 2004).

Kiirzlich ist es zwei Arbeitsgruppen gelungen, aus der
cffDNA das gesamte fetale Genom zu sequenzieren (Fan
et al. 2012; Kitzman et al. 2012). Ab der siebten SSW ist

die fetale DNA sicher im Serum detektierbar und macht
ca.5-15 % der gesamten cfDNA im ersten Trimenon aus
(Lun et al. 2008). Fiir samtliche Testverfahren muss die
cffDNA mindestens 4-5 % der gesamten cfDNA ausmachen
(Ashoor et al. 2013b; Kitzman et al. 2012). Mit fortschrei-
tendem Gestationsalter nimmt der Anteil der cffDNA im
maternalen Serum signifikant zu (0,1 % pro Woche zwi-
schen 10.-21. SSW bzw. 1% pro Woche > 21. SSW; Wang et al.
2013), daruiber hinaus korreliert das maternale Gewicht ne-
gativ mit dem fetalen Anteil an der cfDNA im maternalen
Serum (Ashoor et al. 2013b). In drei prospektiven Studien
wurde aufgrund der zu geringen cffDNA in 0,7 % (unizen-
trische chinesische Studie an einem Pranatalzentrum,
unselektiertes Kollektiv, n = 567; Lau et al. 2012), 0,9 %
(chinesische Multizenterstudie an einem gemischten
Risikokollektiv, n = 11105; Dan et al. 2012) und 1,9 % (US-
amerikanische Studie an einem nicht klassifizierten Kol-
lektiv, n = 22 384; Wang et al. 2013) eine erneute Blutab-
nahme erforderlich. Bei der cffDNA handelt es sich streng
genommen um DNA aus abgestorbenen Trophoblastzellen
plazentaren Ursprungs (Bianchi 2004), sodass, ahnlich der
CVS, Diskrepanzen zwischen Embryo- und Trophoblast
nicht detektierbar sind.

Um dieser Problematik gerecht zu werden, wird daher seit
mehreren Jahren versucht, aus frei im maternalen Blut
zirkulierenden fetalen Zellen eine nichtinvasive Diagnostik
zu etablieren; leider ist dieser Ansatz bisher nicht liber das
Stadium klinischer Machbarkeitsstudien (»proof of con-
cept studies«) hinausgekommen (Hatt et al. 2013). Dies
hangt hauptsachlich mit der sehr niedrigen Zellzahl im
mitterlichen Blut (1-2 Zellen/ml; Kolvraa et al. 2005), aber
auch mit der begrenzten Kenntnis und dem Stellenwert
der detektierten unterschiedlichen fetalen Zellen zusam-
men (Hatt et al. 2013).

Seit zwei Jahren besteht jetzt die nichtinvasive Moglichkeit,
aus der cffDNA numerische Chromosomenstorungen (Tri-
somie 21,18, 13) und teilweise auch gonosomale Chromo-
somenstorungen des Feten nachzuweisen. In der aktuellen
Literatur wird diese Methode auch als »non-invasive pre-
natal testing« (NIPT) oder auch als »non-invasive prenatal
diagnosis« (NIPD) bezeichnet; sie fallt in Deutschland unter
das Gendiagnostikgesetz (GenDG) und unterliegt somit
besonderen Anforderungen der Beratung, Aufklarung,
Durchfithrung, Probenasservierung und Befundmitteilung.
Die NIPT-Verfahren werden im Vergleich zum Goldstan-
dard der pranataldiagnostischen Diagnoseverfahren (CVS,
AC) am treffendsten als »diagnostische Tests« bezeichnet
(Scharf u. Stumm 2013).
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Das zugrunde liegende Prinzip des sSMPS basiert auf dem
Hochdurchsatz-Sequenzieren (Sequenzierung: Ablesen der
Nukleotidfolge), bei dem simultan unselektiert im »Schrot-
schussverfahren« Millionen DNA-Fragmente der gesamten
maternalen und fetalen zellfreien DNA aus dem miitter-
lichen Serum analysiert werden. Mit diesem Verfahren

ist es moglich, jedes DNA-Bruchstiick seinem Ursprungs-
chromosom, nach Vergleich mit einem Referenzchromoso-
mensatz, zuzuordnen. Bei Vorliegen einer fetalen Aneu-
ploidie sollte bei Trisomien ein relativer Uberschuss oder
im Falle einer Monosomie ein relatives Defizit der cffDNA
des entsprechenden Chromosoms vorliegen; der absolute
Unterschied, z. B. bei Vorliegen einer fetalen Trisomie 21
(cffDNA-Fraktion: 20 % im maternalen Serum), im Vergleich
zu einem euploiden Feten ist jedoch klein (0,8 x2+0,2x3 =
2,2 versus 0,8 X 2 + 0,2 X 2 = 2) und betragt beispielsweise
10 % (Benn et al. 2013; Simpson 2013). Darliber hinaus kon-
nen einzelne Gene, grofRere Genomabschnitte oder das
gesamte fetale Genom (15—20 Genomaquivalente pro ml
maternalem Plasma) (Lo et al.1999; Lo 2013) ausgelesen
und neben Aneuploidien auch Punktmutationen, Insertio-
nen, Deletionen oder Duplikationen nachgewiesen werden
(Bartholdi u. Miny 2013).

Obwohl es moglich ist, das endgiiltige Testergebnis in ein
patientinnenspezifisches Risiko umzurechnen, geben die
meisten kommerziellen Anbieter die Ergebnisse basierend
auf Z-Scores, die einen vorgegebenen Grenzwert liber-
schreiten, lediglich als positiv oder negativ an. Zwei der
Anbieter in Deutschland (Ariosa, Natera) geben hingegen
individuelle Risiko-Scores an.

Hierbei beschrankt sich das DNA-Hochdurchsatzverfahren
zielgerichtet auf DNA-Regionen einzelner Chromosomen
(z.B.Chromosom 21,13,18, X, Y), um zu beurteilen, ob eine
Abweichung auf Basis der relativen Anzahl der DNA-Frag-
mente des entsprechenden Chromosoms im Vergleich zum
euploiden Referenzchromosomensatz vorliegt.

Es kann sich bei diesem Ansatz aber auch um eine ziel-
gerichtete simultane Untersuchung mehrerer bekannter,
fiir eine spezifische Erkrankung verantwortlichen Gene
handeln (Panel-Analyse). Dieses Verfahren eignet sich
besonders dann, wenn Mutationen in unterschiedlichen
Genen (genetische Heterogenitat) der Erkrankung zugrunde
liegen (z.B. Epilepsie, Kardiomyopathie oder Muskeldys-
trophie) (Lemke et al. 2012). Aber auch bei Erkrankungen
mit Mutationen in besonders grof3en Genen (z.B. Binde-
gewebserkrankungen, Muskeldystrophien, mitochondriale
Erkrankungen) ist die Panel-Analyse ein sehr geeignetes
Verfahren, da diese deutlich schneller und preiswerter

als die herkdmmliche Gensequenzierung ist (Bartholdi u.
Miny 2013).

Ein Nukleotid, bestehend aus einem Phosphat-, Zucker-
und Basenbestandteil, ist der Grundbaustein von Nuklein-
saure bzw. Desoxyribonukleinsaure (DNA) und Ribonuklein-
saure (RNA).

Als Polymorphismus bezeichnet man das Vorkommen einer
oder mehrerer Genvarianten (bzw. eines oder mehrerer Allele),
wobei das Vorkommen der Genvariante (Allelfrequenz) > 1%
in der Bevélkerung betragen muss, andernfalls spricht man
von einer Mutation.

Bei diesem Verfahren werden haufig vorkommende SNPs
genutzt, um das Gemisch der cffDNA und cfmDNA im miit-
terlichen Serum mit der maternalen DNA, z. B. aus den Leu-
kozyten derselben Blutprobe, zu vergleichen, um so den
Unterschied der fetalen Fraktion in den entsprechenden
Genen bzw. Allelen zu detektieren.

Die SNP-Methode kann Informationen tiber den elterli-
chen Ursprung einer Aneuploidie, Rekombination (Vertei-
lung und Neuanordnung der DNA) und Vererbung einer
Mutation liefern (Benn et al. 2013). SNPs machen jedoch
nur ca.1,6 % des menschlichen Genoms aus, sodass eine
massive Anreicherung, tiefere Sequenzierung oder eine
hohergradige Amplifizierung (gezielte Vermehrung der
DNA-Abschnitte) der fetalen DNA zur einwandfreien Iden-
tifizierung der betroffenen Schwangerschaften mit eben
nur geringen Unterschieden erforderlich wird (Liao et

al. 2012). Werden bei der Analyse nur wenige SNP-Loci ver-
wendet, muss beim Ausschluss von Bereichen mit seltenen
benignen Strukturvarianten (»copy number variations,
CNVs) besondere Aufmerksamkeit walten. Auch kann das
SNP-Verfahren unbeabsichtigt eine Vaterschaftsdiskrepanz
oder eine Konsanguinitdt nachweisen (Benn et al. 2013).

Diese Methode macht sich epigenetische Unterschiede
des gesamten Genoms zunutze, was sich in unterschied-
lichen Genexpressionen —abhangig vom verwendeten
Gewebe — zeigt (Poon et al. 2002). Die Unterschiede pla-
zentarer Trophoblastzellen und maternaler Zellen betref-
fen auch Hyper- oder Hypomethylierung einzelner Gene.
Methylierte DNA kann chemisch modifiziert werden,
sodass die Abgrenzung zur nichtmethylierten DNA gelingt
(Tong et al. 2006). Hypermethylierte DNA kann alternativ
durch Restriktionsenzyme, die DNA mit fehlendem Methy-
lierungsmuster erkennen und schneiden kénnen, separat
analysiert werden. Zusatzlich kann diese Methodik bei
gestorter Allelen-Ratio auch fetale Trisomien detektieren
(Tong et al. 2006, 2010).

Durch die Identifizierung spezifischer hypermethylierter
DNA-Sequenzen auf dem Chromosom 21 gelingt es, selek-
tiv die cffDNA im maternalen Plasma anzureichern (Papa-
georgiou et al. 2009); mittels quantitativer Realtime-PCR
(»polymerase chain reaction«, gPCR) kann dann bei Vorlie-
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gen einer fetalen Trisomie 21 ein messbarer Unterschied
der DNA-Fragmente von Chromosom 21im Vergleich zu
einem euploiden Fetus nachgewiesen werden (Papageor-
giou et al. 20m).

Bisher ist dieses Verfahren nur in »proof of principle
studies« angewendet worden. Sollte es gelingen, diese
Verfahren bis zur Marktreife weiterzuentwickeln, ware es
deutlich billiger als samtliche Sequenzierungsverfahren
(Benn et al. 2013).

Die Identifizierung von Genen, die fetal bzw. plazentar

und nicht von mutterlichen Zellen exprimiert werden,
flihrt zum Nachweis entsprechender zellfreier fetaler RNA
(cffRNA) im maternalen Plasma. Weist die cffRNA Polymor-
phismen auf, die die fetalen Allele kennzeichnen, kann
eine Aneuploidie durch ein Abweichen von der normalen
1:1-Allel-Ratio eines euploiden Chromosomensatzes abge-
leitet werden (Lo et al. 2007). Allerdings wurde diese Metho-
dik bisher nur in vorklinischen Studien angewendet (Benn
et al. 2013).

Bei der dPCR handelt es sich um eine Weiterentwicklung
der quantitativen PCR, wobei der Vorteil dieses Verfahren
in der hohen Robustheit und Reproduzierbarkeit liegt.

Das Verfahren basiert auf der Dilution der zu analysieren-
den Probe, sodass die DNA-Fragmente, die von besonde-
rem Interesse sind (z. B. Fragmente des Chromosoms 21),
isoliert amplifiziert und ausgelesen werden konnen. Theo-
retische Modelle der Anzahl der erforderlichen Amplifika-
tionen zur Detektion einer Aneuploidie wurden entwickelt,
jedoch muss der Einsatz der Methode noch auf die zukiinf-
tige Entwicklung zuverlassiger Anreicherungsmethoden
der cffDNA warten (Evans et al. 2012; Fan u. Quake 2007).

Als Exom wird in der Genetik die Gesamtheit aller Exons
eines Organismus, d. h. alle Abschnitte, die potenziell Pro-
teine codieren, bezeichnet. In der medizinischen Diagnos-
tik ist es sinnvoll, nur das Exom (und nicht das gesamte
Genom) zu sequenzieren, da es nur ca. 5 % des menschli-
chen Genoms ausmacht und dort alle Gene auf krankheits-
relevante Mutationen untersucht werden kénnen (Ng et
al.2009). Dieses Verfahren kann zukiinftig zur Identifizie-
rung der genetischen Grundlage, des Erkrankungsmecha-
nismus, biologischer Signalwege und eines moglichen
Therapiekonzeptes bei seltenen monogenetischen Erkran-
kungen herangezogen werden (Ng et al. 2010). Aber auch
bei relativ haufigen postnatalen Entwicklungsstérungen
mit ahnlichem Phanotyp (z. B. nichtsyndromale geistige
Retardierung, Stérungen aus dem Formenkreis des Autis-
mus), bei denen eine grolRe genetische Heterogenitat mit
hunderten krankheitsverursachenden Genen diskutiert
wird, kann die Exom-Sequenzierung zukiinftig diagnos-
tisch eingesetzt werden (Bartholdi u. Miny 2013).

Derzeit gibt es weltweit vier amerikanische und zwei
chinesische kommerzielle Anbieter, die pranatal cffDNA-
Screeningtests aus dem maternalen Blut anbieten (Pethe-
rik 2013). In Deutschland ist seit August 2012 der Praena-
Test® (LifeCodexx AG, Konstanz, Deutschland) als erstes
kommerziell verfiigbares nichtinvasives Testverfahren auf
dem Markt, der das MPS (»massive parallel sequencing«)
nutzt; seit 2013 sind zwei weitere kommerzielle Tests hin-
zugekommen: seit Mai 2013 der SNP-basierte Panora-
ma™ Prenatal Test (Natera, San Carlos, CA, USA) und seit
September 2013 der targeted-MPS-basierte Harmony™
Prenatal Test (Ariosa, San Jose, CA, USA). Eine Ubersicht zu
den aktuell erhadltlichen cffDNA-Tests liefern die Tabellen
1a und b.



Tabelle 1a: Kommerzielle nichtinvasive pranatale Tests

Nachweisbare Chromo-

Name Hersteller Erhéltlich in somenstérungen
PraenaTest LifeCodexx D T13,T18,T21
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T13,T18,T21, X, Y

T13,T18,T21, Turner,
Triploidie

T13,T18, T21, gonoso-
male Aneuploidien
(Turner, XXX, XXY, XYY)
X-linked Erkrankungen
(Hamophilie, Muskel-
dystrophie Duchenne,
Intersex)

T13,T18,T21, X, Y
ausgewahlte Mikro-
deletionen*

T13,T18,T21, X, Y
ausgewahlte Mikro-
deletionen**

T13,T18, T21, Turner,
Trisomie X, Trisomie 22,
Trisomie 16, Trisomie 7

Test-
verfahren

MPS

MPS

SNP

MPS

MPS

MPS

MPS

Friihestes
Auswerte- Schwangerschafts- Nachteile/

zeitraum  alter (SSW) Vorteile Studien

14 Tage 9+0 nicht fiir Gemini n/a

7 Tage

14 Tage 10+0 auch fiir Gemini Norton et
und nach IVF al.2012

(inkl. Eizellspende) (high-risk)

14 Tage 9+0 nicht fir Gemini;  Nicolaides et
ca.5 % initiale al.2013b
Versagerquote (high-risk)

14 Tage 10+0 auch fiir Gemini Bianchi et
und nach IVF al.2012
(inkl. Eizellspende) (high-risk)

8-10Tage 10+0 auch fiir Gemini Palomaki et
und nach IVF al. 2011, 2012
(inkl. Eizellspende) (high-risk)

14 Tage 10+0 auch nach IVF Dan et

(Mikro- (inkl. Eizellspen- al.2012

deletion: de); ca.2 % initiale (non-high

4 Wochen) Versagerquote risk)

14 Tage 10+0 n/a Guex et
al.2013
(high-risk)

* MaterniT21: Mikrodeletion 22qm.2 (DiGeorge), 5p minus (Cri-du-
Chat-Syndrom), Prader-Willi-Syndrom, Mikrodeletionssyndrom
1p36, Trisomie 16, Trisomie 22

** NIFTY: Mikrodeletion 22q11.2 (DiGeorge), 5p minus (Cri-du-Chat-
Syndrom), Mikrodeletion 2q33.1

CH: Schweiz; D: Deutschland; IVF: In-vitro-Fertilisation; MPS: »massive

parallel sequencing«; n/a: nicht verfligbar
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Tabelle 1b: Statistische Aussagekraft der Testverfahren

Harmony
PraenaTest (Norton et al. 2012;
(n/a) Ashoor et al. 2012, 2013a)

Trisomie 21 Sensitivitat 98,7 % >99 %
Falsch-positiv- o % 0,03 %
Rate
Testversager- n/a 4,6 %
quote

Trisomie 18 Sensitivitat 100 % 97,4 %
Falsch-positiv- 0,2 % 0,07 %
Rate

Trisomie 13 Sensitivitat 100 % 80 %
Falsch-positiv- 0,05 %
Rate

Monosomie X  Sensitivitat n/a 96,7 %
Falsch-positiv- n/a
Rate

gonosomale Sensitivitat n/a 67-100 %

Trisomien

Geschlechts-

bestimmung

weiblich Sensitivitat n/a >99 %
Falsch-positiv- n/a
Rate

mannlich Sensitivitat n/a >99 %
Falsch-positiv- n/a
Rate

Triploidie Sensitivitat n/a n/a

Falsch-positiv-
Rate

Panorama Verifi MaterniT21 PrenDia
(Nicolaides (Bianchi  (Palomakiet NIFTY (Guex et
et al. 2013b) et al. 2012) al.2011,2012) (Dan et al. 2012) al. 2013)
>99 % >99,9% 991% 99,7 % 100 %
0% 0,2% (0,2%) 0,01% 0,01%
54 % 43% 0,8 % 0,9 % 0,7%
>99 % 973 % 99,9 % 99,9 % 98,8 %
01% 0,4 % 0,3 % 0,02 % n/a
>99 % 875% 91,7 % 99,9 % 100 %
0% 01% 0,9 % 0,02 % n/a

91,7 % 95 % 94,7 % ja 100 %
01% 1,0 % 0,5 % n/a
>99 % 67-100% >99,9% ja

>99 % 97,6 % 97,9 % ja n/a

0% 0,8 % 0,5 %

>99 % 99,1 % 99,4 % ja n/a

0% 11% 21 %

>99 % n/a n/a n/a n/a

n/a

Fiir die derzeit verfligbaren nichtinvasiven NIPT muss die
cffDNA-Konzentration im maternalen Serum mindestens
4 % betragen. Dabei hat den groSten Einfluss das miitter-
liche Gewicht; bei einem maternalen Gewicht von 100 kg
ist aufgrund einer beispielsweise zu geringen cffDNA-
Konzentration in ca. 7 % der Untersuchungen keine Aus-
wertung moglich, gegeniiber nur 0,3 % der Untersuchun-
gen bei einem Gewicht von 50 kg (Ashoor et al. 2013b).
Eine kleine aktuelle Studie (n = 30) konnte aufgrund einer
erhohten Nekrose und Apoptose der Adipozyten bei

16 libergewichtigen Patientinnen (BMI > 30 kg/m?) in der

Anmerkung: Sdmtliche Angaben beruhen einerseits auf den zitierten
Studien und andererseits auch auf direkten Herstellerangaben aus
den Internetprasentationen, die nicht durchgehend durch Publikatio-
nen zu belegen sind.

38.—40.SSW eine erhohte cfmDNA-Freisetzung nachwei-
sen, was eine erniedrigte Konzentration von cffDNA im
maternalen Blut zur Folge hat (Haghiac et al. 2012). In die-
sen Fallen wird von den Anbietern eine fiir die Patientinnen
kostenlose zweite Probenanalyse angeboten.
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Die aktuell hohen Sensitivitdten und Spezifitdten der unter-
schiedlichen cffDNA-Tests, die auf vorklinischen Fall-Kon-
troll-Studien basieren, konnten zukiinftig etwas abnehmen,
da z.B. Mosaike (maternale, fetale oder plazentare Mosaike
unterschiedlicher Auspragung), Gemini mit »vanishing
aneuploid twin« und technische Limitationen der aufwen-
digen Verfahren zu beriicksichtigen sind.

Zum Einsatz der cffDNA-basierten NIPD bei Zwillingen
gibt es derzeit keine validierten prospektiven Studien;in
einer kleineren Studie an 68 Zwillingsschwangerschaften
konnten jedoch drei Fille einer fetalen Trisomie, einen falsch
positiven Fall, korrekt detektiert werden (Gil et al. 2013).

Obwohl samtliche cffDNA-Tests sich durch eine hohe Prazi-
sion auszeichnen, die Detektionsrate allerdings nicht 100 %
und die Falsch-positiv-Raten nicht o % erreichen, handelt
es sich bei dieser Form der NIPT statistisch gesehen um
einen diagnostischen Test, der als Screeningverfahren ein-
gesetzt wird und bei einem positiven Ergebnis der Besta-
tigung durch eine invasive Diagnostik (CVS, AC) bedarf
(Petherik 2013).

Durch den zunehmenden Einsatz dieser neuen nichtinva-
siven Screeningmethoden ist es zukiinftig moglich, die
genetische Grundlage einzelner Erkrankungen bereits im
ersten oder frithen zweiten Trimenon nachzuweisen;
dariiber hinaus werden neben dem Verstandnis der Patho-
mechanismen dadurch Wege fiir potenziell neue Therapie-
konzepte ermoglicht.

Trotz der momentan anhaltenden Euphorie und der mit
Macht auf den kommerziellen Markt drangenden »Next
generation sequencing«-Methoden ist es wichtig, fest-
zuhalten, dass es sich um Screeningmethoden handelt,
die das menschliche Erbgut bisher relativ ungezielt und
ungenau beleuchten. Auch Zufallsbefunde und Varianten
unklarer Signifikanz (»variants of unknown significance,
VUS) machen ihren Einsatz im Einzelfall zu einer Heraus-
forderung. Die schwangere Patientin sollte daher bereits
im Vorfeld detailliert tiber die Methodik und deren Gren-
zen aufgeklart werden.

Dennoch wird der Einsatz der cffDNA in Zukunft die pra-
natale Diagnostik und die gesamte pranatale Medizin
verandern. Es ist zu erwarten, dass mit zunehmendem
Preisverfall der cffDNA-basierten Sequenziermethoden
das etablierte Ersttrimester-Screening (NT-Messung in
Kombination mit maternaler Serumbiochemie: PAPP-A
und B-HCG) zwar weiterhin zur Identifizierung von Hoch-
risikoschwangerschaften fiir Trisomie 13,18 oder 21 oder
gonosomaler Aneuploidien genutzt werden kann, aber
zunehmend eine andere Zielrichtung haben wird. Die
Bedeutung der sonografischen Ersttrimesterdiagnostik
wird dann nicht mehr in der Risikokalkulation beziiglich

der oben angegebenen Aneuploidien, sondern im Aus-
schluss bzw. Nachweis fetaler Fehlbildungen bestehen.
Ferner wird der Einsatz der cffDNA-Verfahren die Zahl der
invasiven Eingriffe (Chorionzottenbiopsie, Amniozentese)
und die daraus resultierenden Fehlgeburten auf ein Mini-
mum reduzieren. Moglicherweise wird zukiinftig erst nach
Vorliegen des Ergebnisses der NIPT das Ersttrimester-Scree-
ning (11+ o bis 13 + 6 SSW) durchgefiihrt, wobei dann
bereits die Fragen zum Chromosomensatz, aber auch zu
einer Reihe von genetischen Syndromen und Erkrankungen
(Mikrodeletionen, monogene Erkrankungen, CNV, SNP)
beantwortet sind.

Nach Ansicht der internationalen Fachgesellschaften
erfolgte die Einflihrung samtlicher Tests jedoch verfriiht.
Uberwiegend basieren die hohen Sensitivititen und Spezi-
fitaten der Tests auf retrospektiven Analysen asservierter
Blutproben mit bereits bekannten Chromosomensatzen
aus High-risk-Kollektiven. Die Datenlage im Low-risk-
Kollektiv ist bisher nicht ausreichend, sodass der klinische
Nutzen fiir die Normalbevodlkerung derzeit nicht abschlie-
Bend bewertet werden kann. Daher gibt es keine allge-
meingliltige Empfehlung, die cffDNA-Verfahren in der
Routine im Low-risk-Kollektiv einzusetzen (Morain et al.
2013). Grundsatzlich hdngt die Detektion einer fetalen
Aneuploidie mittels cffDNA-Verfahren jedoch eher von der
Prazision des verwendeten Assays und der fetalen DNA-
Konzentration in der maternalen Serumprobe als von der
Pravalenz der Erkrankung in der Studienpopulation ab.
Daher ist es wahrscheinlich, dass die cffDNA-basierte NIPT
auch im Low-risk-Kollektiv angewendet werden kann.

Aktuell ist weiterhin bei positivem NIPT ein invasiver
Bestatigungstest (AC, CVS) zwingend erforderlich, bevor,
nach eingehender, gesetzlich vorgeschriebener Beratung,
weitere Konsequenzen daraus gezogen werden konnen.

Beziiglich der Integration der cffDNA-basierten NIPT

in das derzeitige Ersttrimester-Screening liegen bereits
Berechnungen vor (Nicolaides et al. 2013a). Die An-
wendung des cffDNA-basierten NIPT als generelles
»First-line«-Screening, gefolgt von einem kombinierten
Ersttrimester-Screening (»combined test«: miitterliches
Alter, maternale Serumbiochemie, NT-Messung, Ductus
venosus) in Fallen mit nicht auswertbarem Testergebnis,
wiirde zu einer 99%-Detektionsrate fiir Trisomie 21 (falsch
positive Rate 0,18 %) fiihren; die CVS-Rate zur Bestati-
gung bei positivem Testergebnis oder einem auffalligen
Ersttrimester-Screening (Cut-off > 1:100) lage bei 0,47 %
(Nicolaides et al. 2013a). Wiirde das cffDNA-Verfahren hin-
gegen nachgeschaltet nach einem Ersttrimester-Screening
(miitterliches Alter, Nackentransparenzmessung, B-HCG,
PAPP-A) mit einem definierten Cut-off (>1:3000) als
»Second-line«-Screening durchgefiihrt und die CVS ent-
weder zur Bestatigung bei positivem NIPT oder in Fillen
mit nicht auswertbarem Test und positivem Ersttrimester-
Screening (Cut-off > 1:100) durchgefiihrt werden, wiirde
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eine 96,9%ige Detektionsrate fiir Trisomie 21 (falsch posi-
tive Rate 0,11 %) bei einer 0,39 %igen CVS-Rate erzielt wer-
den (Nicolaides et al. 2013a).

Die erhohte fetale Nackentransparenz (»nuchal translu-
cency«, NT) im Ersttrimester-Screening dient aber nicht
nur als Marker fur Trisomie 21, sondern auch fiir weitere
klinisch relevante numerische und nichtnumerische Chro-
mosomenanomalien, Herzfehler, Skelettdysplasien und
genetische Syndrome (Souka et al. 2005). Daher wiirde sich
in Fallen mit erhohter Nackentransparenz eher direkt eine
invasive Diagnostik (CVS), ggf. gefolgt von einer Array-CGH
(CGH: komparative genomische Hybridisierung), anschlie-
Ren. Der zukiinftige Schwerpunkt der Ultraschallunter-
suchung zwischen 11. und 13. SSW wird nicht nur in der
Bestimmung des Gestationsalters und NT-Messung liegen,
sondern insbesondere in der friihzeitigen Detektion von
(Begleit-)Fehlbildungen (Syngelaki et al. 2011) und Identi-
fizierung anderer moglicher Schwangerschaftsrisiken

(z.B. einer sich spater entwickelnden Praeklampsie) liegen
(Nicolaides et al. 2013a).

Derzeit wird die friihzeitige Durchfiihrung der cffDNA-
basierten NIPT vor dem Ersttrimester-Screening (»First-
line«-Screening) kritisch gesehen (Scharf u. Stumm 2013),
da u.a.vermehrt Chromosomenstérungen, die spontan

in einem Abort geendet hatten, oder falsch positive Test-
ergebnisse, die auf »vanishing twins« oder Plazentamo-
saike basieren, detektiert wiirden. Darliber hinaus besteht
potenziell die Gefahr eines Schwangerschaftsabbruchs
nur aufgrund eines auffdlligen Screeningbefunds, ohne
dass ein invasiver Bestatigungstest erfolgt ware (Scharf u.
Stumm 2013). Auch wiirde der unselektierte »First-line«-
Einsatz der cffDNA-Tests zu einer Kostenexplosion (aktu-
elle Preise der cffDNA-basierten NIPT in Deutschland:
485,~ bis 825,— Euro) im Bereich der Pranataldiagnostik
fiihren, wobei allerdings ein weiterer Preisverfall der
cffDNA-Tests zu erwarten ist.

Unsere Hauptaufgabe als Frauenarzte und Pranataldiag-
nostiker ist es daher, die weiteren Entwicklungen der NIPT-
Verfahren sehr aufmerksam zu verfolgen, um die Schwan-
geren adaquat gemaR der aktuellen Datenlage Uber die
Vor- und Nachteile dieser Verfahren im Allgemeinen und
zugeschnitten auf die individuelle Situation der Schwan-
geren im Besonderen zu beraten.

The availability of cell-free fetal DNA (cffDNA) non-inva-
sive prenatal analysis for aneuploidy presents a paradigm
shift, since it changes the algorithm of first trimester
screening followed by invasive testing. All aspects of cur-
rent standard protocol are being questioned: Do we still
need to measure maternal serum biochemical markers

and what is the status of nuchal translucency measure-
ment? Currently, there is no doubt that tests based on
cffDNA provide a readily accessible and safe option for
prenatal testing from 9 + o weeks of gestation onward.
The cffDNA analysis is a new promising method with high
sensitivity and specificity for the prediction of fetal aneu-
ploidy, particularly for trisomy 21 and 18, when used as an
advanced screening method in high-risk pregnancies.

This new technology has the potential to reduce the num-
ber of invasive procedures (CVS, AC) markedly, with their
associated risk of fetal loss. Further studies have to prove
the use of cffDNA as a primary screening test for trisomy 13
in high-risk pregnancies and especially its implementation
into general screening protocols for fetal aneuploidy in
low-risk women.

Currently, in Germany there are three companies offering
non-invasive screening tests: PraenaTest® (LifeCodexx AG,
Konstanz, Germany) using shotgun massive parallel sequen-
cing (s-MPS), Harmony™ Prenatal Test (Ariosa, San Jose,
CA, USA) using targeted MPS, and Panorama™ Prenatal
Test (Natera, San Carlos, CA, USA) using single nucleotid
polymorphism (SNP) technology which compares genetic
loci on the mix of maternal and fetal DNA from maternal
serum. The challenge now is to implement this new tech-
nique into clinical practice that is accessible to all women
in early first trimester and in an medical and especially
ethical way that preserves informed parental choice, while
not exceed the total costs to the healthcare sector.
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Frage1

Welche Aussage ist richtig?

a. Mit zunehmendem Gestationsalter findet sich im
miitterlichen Serum neben zellfreier fetaler DNA
eine ansteigende Fraktion von zellfreier mater-
naler DNA.

b. Mit zunehmendem Gestationsalter findet sich
im mutterlichen Serum neben zellfreier mater-
naler DNA eine ansteigende Fraktion von zell-
freier fetaler DNA.

¢. Mit zunehmendem Gestationsalter findet sich im
mitterlichen Serum neben zellfreier maternaler
DNA eine unveranderte Fraktion von zellfreier
fetaler DNA.

d. Mit zunehmendem Gestationsalter findet sich im
mitterlichen Serum neben zellfreier maternaler
DNA eine abnehmende Fraktion von zellfreier
fetaler DNA.

e. keine der Antworten a.-d ist richtig

Frage 2

Welche Aussage ist falsch?

a. Das Ersttrimester-Screening, bestehend aus
fetaler Sonografie (NT-Messung) und maternaler
Serumbiochemie (PAPP-A, freies B-HCG) zwischen
n+o0 und 13+6 SSW, gilt derzeit als Goldstandard
zur nichtinvasiven Risikoevaluation einer fetalen
Aneuploidie.

b. Die cffDNA-basierten Verfahren ersetzen schon
heute das erweiterte Ersttrimester-Screening
zur nichtinvasiven Risikoevaluation einer fetalen
Aneuploidie im Low-risk-Kollektiv.

c. Durch das erweiterte Ersttrimester-Screening ist
es moglich, die Detektionsrate der fetalen Triso-
mien auf 96 % zu steigern und die Falsch-positiv-
Rate zu halbieren.

d. Bei auffalligem Ersttrimester-Screening erfolgt
zur definitiven Abklarung des erhéhten Aneuploi-
dierisikos eine invasive Diagnostik (CVS, AC).

e. Die invasive Diagnostik ist mit einem punk-
tionsbedingten Abortrisiko von ca. 0,5-1 % behaftet.

Frage 3

Welche Aussage ist richtig?

Die fetale DNA ist im maternalen Serum sicher
detektierbar ab der:

a. 6. Schwangerschaftswoche

b. 7. Schwangerschaftswoche

c. 8. Schwangerschaftswoche
d.9.Schwangerschaftswoche

e. 10. Schwangerschaftswoche

Frage 4

Welche Aussage ist richtig?

Fiir den NIPT (»non-invasive prenatal test«) muss
der cffDNA-Anteil mindestens wie viel Prozent der
gesamten cfDNA ausmachen?

a.1—2%

b.4-5%

c.10%

d.20%

e.25%

Frage s

Welche Aussage ist falsch?

a. Das sMPS basiert auf der Hochdurchsatz-Sequen-
zierung, bei dem simultan unselektiert eine sehr
groBe Anzahl zellfreier DNA-Fragmente analy-
siert wird.

b. Das targeted MPS beschrankt das DNA-Hoch-
durchsatzverfahren zielgerichtet auf DNA-Regio-
nen einzelner Chromosomen.

c. Das sMPS kann zielgerichtet simultan mehrere
fir eine spezifische Erkrankung verantwortliche
Gene untersuchen.

d. Das targeted MPS kann zielgerichtet simultan
mehrere fiir eine spezifische Erkrankung verant-
wortliche Gene untersuchen.

e. Das targeted MPS eignet sich besonders dann,
wenn Mutationen in unterschiedlichen Genen
(genetische Heterogenitat) der Erkrankung
zugrunde liegen.

Frage 6

Welche Methode kann Informationen liber den
elterlichen Ursprung einer Aneuploidie liefern?
a. die sMPS-Methode

b. die targeted-MPS-Methode

c. die PCR-Methode

d.die SNP-Methode

e. die Exom-Sequenzierung
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Frage 10

Welche Aussage ist richtig?

a. Im Niedrigrisiko-Kollektiv findet der cffDNA-
basierte NIPT zur Risikoevaluation einer fetalen
Aneuploidie auch zukiinftig keine Anwendung.

b. Uberwiegend basieren die hohen Sensitivitaten

Frage 7

Welche Aussage ist falsch?

a. Das Exom macht ca. 5 % des menschlichen
Genoms aus.

b. Das Exom macht ca. 20 % des menschlichen

und Spezifitaten der cffDNA-basierten NIPD-Ver-
fahren auf retrospektiven Analysen asservierter
Blutproben in Low-risk-Kollektiven.

. Durch die innovativen cffDNA-basierten NIPT-

Genoms aus.

. Die Exom-Sequenzierung kann zukiinftig zur

Identifizierung der genetischen Grundlage,
Erkrankungsmechanismus, biologischer Signal-
wege und eines moglichen Therapiekonzeptes
bei seltenen monogenetischen Erkrankungen
beitragen.

. Bei Entwicklungsstorungen, bei denen eine gro3e

genetische Heterogenitat mit multiplen krank-
heitsverursachenden Genen diskutiert wird, kann
die Exom-Sequenzierung zukiinftig einen sinn-
vollen diagnostischen Beitrag leisten.

.In der medizinischen Diagnostik ist es sinnvoll,

nur das Exom (und nicht das gesamte Genom)
zu sequenzieren.

Verfahren konnen grundlegende Fragen zum
Chromosomensatz und genetischer Syndrome
erst im 2.—3. Trimenon beantwortet werden.

d. Der Einsatz der cffDNA-Verfahren sollte nur auf
Situationen mit hohem Risiko fiir Aneuploidien
oder auf Familien mit Indexfallen beschrankt
werden.

e. Bei den cffDNA-basierten Methoden kommen
Zufallsbefunde und Varianten unklarer Signifi-
kanz (VUS) vor, die ihren Einsatz im Einzelfall zu
einer echten Herausforderung machen.

Bitte geben Sie die Losungen online ein unter
www.akademos.de/gyn. Sofern Sie die erforderliche
Anzahl an richtigen Antworten haben, erhalten Sie
Ihre Fortbildungspunkte. Bei einer unzureichenden

Frage 8

Welche Aussage ist richtig?

a. Zum Einsatz der cffDNA-basierten NIPT bei
Zwillingen gibt es derzeit keine groR angelegten
validierten prospektiven Studien.

b. Der cffDNA-basierte NIPT liefert bei hohergra-
digen Mehrlingen immer eine sichere Aussage
liber das Vorliegen einer fetalen Aneuploidie.

c. Der cffDNA-basierte NIPT ist mit einem punk-
tionsbedingten Fehlgeburtsrisiko behaftet.

d. Der cffDNA-basierte NIPT wird sinnvollerweise
zur Entscheidungsfindung der werdenden Eltern
im dritten Trimenon eingesetzt.

e. Der cffDNA-basierte NIPT wird an mittels Cordo-

zentese gewonnenem fetalem Blut durchgefiihrt.

Frage 9

Welche Aussage ist falsch?

a. Der cffDNA-basierte NIPT zeichnet sich durch
eine hohe Prazision aus.

b. Da die Detektionsrate nicht 100 % und die Falsch-
positiv-Rate nicht o % betragt, wird die cffDNA-
basierte NIPT als Screening- und nicht diagnos-
tische Methode verstanden.

c. Ein auffalliger cffDNA-basierte NIPT sollte derzeit
durch eine invasive Diagnostik (AC/CVS) bestatigt
werden.

d. Der cffDNA-basierte NIPT ist eine Methode,
die das menschliche Erbgut relativ ungezielt
beleuchtet.

e. Der cffDNA-basierte NIPT kann in Deutschland,
da er unter das Gendiagnostikgesetz (GenDG)
fallt, ohne besondere Beratung und Aufklarung
erfolgen.

Punktzahl kénnen Sie die Eingabe nach 24 Stunden
wiederholen.



