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ZUSAMMENFASSUNG

Genetische Untersuchungen in der Schwangerschaft sind heutzutage ein fester Bestandteil der
Pranataldiagnostik. Die Untersuchungsmdglichkeiten haben sich in den letzten ein bis zwei
Jahrzehnten wesentlich verandert. Derzeit steht nicht nur eine Vielzahl an unterschiedlichen
Methoden zur Verfiigung, auch die steigende Sensitivitit von Technologien er6ffnet neue
Untersuchungsmoglichkeiten. So sind beispielsweise Next Generation Sequencing Ansitze
geeignet zirkulierende fetale DNA aus miitterlichem Plasma zu analysieren, und somit mittels
minimal invasiven Methoden eine Aussage liber den genetischen Status des ungeborenen Kindes

treffen zu konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Literaturrecherche zu den derzeit gidngigen Methoden in
der Pranataldiagnostik durchgefiihrt. Es wird ein Uberblick der klassischen Methoden, wie der
Zytogenetik und invasiven Eingriffen geliefert. Der Bogen wird weiter bis hin zu

molekulargenetischen Methoden und dem nicht invasiven Pranataltest (NIPT) gespannt.

Der Umbruch von invasiven Pranataltests und/oder Eingriffen hin zu nicht invasiven
Screeningtests als fixe Bestandteile der Schwangerschaftsbegleitung oder gar einem Ersatz der
etablierten Untersuchungsmethoden ist nicht unumstritten. Im Rahmen der Arbeit werden die
Vor- und Nachteile der unterschiedlichen pranatalen Untersuchungsmethoden herausgearbeitet,

um eine objektive Beurteilung des Feldes zu ermoglichen.

Invasive Untersuchungsmethoden sind in der Pranataldiagnostik nach wie vor der Goldstandard.
Die heute verfiigbaren Screeningtest scheinen, bei entsprechender Indikation, invasive Methoden
nicht vollstindig abzulésen. Dennoch herrscht eine deutliche Tendenz invasive Eingriffe
moglichst zu reduzieren. Vor allem bei einer Verdachtsdiagnose auf eine der hdufigsten Trisomien
(13, 18 und 21) kann ein invasiver Eingriff durch vorangehende Durchfiihrung einer nicht
invasiven Untersuchungsstrategie vermieden werden. Das gut etablierte Ersttrimesterscreening,
oftmals als Combined Testbezeichnet, lieferte dazu in den vergangenen Jahren einen signifikanten
Beitrag. Der neuere NIPT bringt vor allem bei der Feststellung der haufigsten Trisomien 13, 18
und 21 eine weitere Reduktion von invasiven Eingriffen und stellt somit eine sinnvolle Erganzung

zu den bisherigen Methoden dar.



ABSTRACT

Genetic analysis during pregnancy has become an integral part of prenatal diagnosis. However,
the analysis methods have changed in the past decades. Today a plenty of different methods are
available and the sensitivities of each technology has significantly improved over the last years.
This enables for example the determination of the genetic status of an unborn child by the analysis

of circulating fetal DNA derived from maternal plasma.

In the present work, a literature search was conducted in order to present the current methods of
prenatal diagnosis and to provide an overview of methods such as cytogenetic analysis after
invasive diagnostic procedures as well as modern molecular genetic approaches like noninvasive

prenatal testing.

The change from invasive prenatal tests and/or interventions to non-invasive screening tests as
fixed components of maternity care or even a replacement of the established analysis methods is
controversial discussed. In the course of this thesis, advantages and disadvantages of different
prenatal examination methods were summarized and critically discussed in order to enable an
objective assessment.

Performance of invasive analysis methods is still the gold standard in prenatal diagnostics. With
appropriate indication, the currently available screening tests do not seem to completely replace
invasive methods. Nevertheless, there is a clear tendency to reduce the utilization of invasive
procedures. For example, the screening for trisomies 13, 18 and 21 using noninvasive analysis
strategies could easily save women to undertake an invasive manipulation. The well-established
first trimester screening, often referred to as a combined test, has made a significant contribution
in recent years. The new NIPT brings a further reduction of invasive procedures, especially in
determining the most frequent trisomies 13, 18 and 21, and thus represents a useful supplement

to the previous methods.
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2 EINLEITUNG

Der Wunsch nach einem gesunden Baby ist wohl die grofse Hoffnung von werdenden Eltern. Um
diesen sehnlichsten Wunsch fiir Familien schon relativ frith in der Schwangerschaft mit einer
hohen Treffsicherheit fiir haufige Erkrankungen bestatigen oder ausschliefden konnen, liefern die
vorgeburtlichen  Untersuchungsmoglichkeiten heutzutage bereits eine Vielzahl an

unterschiedlichen Analysen.

Unter dem Begriff Pranataldiagnostik versteht man iiblicherweise alle Untersuchungen am
ungeborenen Kind mit dem Ziel, Informationen iiber den Foten bzw. dessen Gesundheitszustand
zu gewinnen. Dazu zdhlen vor allem die gut etablierte, aber dennoch recht junge
Ultraschalldiagnostik, sowie alle humangenetischen Untersuchungsmethoden und im weiteren
Sinne auch die sogenannte Praimplantationsdiagnostik - die Untersuchung von Zellen aus dem
entstehenden Embryo nach kiinstlicher Befruchtung. All diese Methoden haben gemeinsam, dass
die Aufl6sungsgrenzen aufgrund technischer Errungenschaften in den letzten Jahren signifikant

gestiegen sind und sich auch in absehbarer Zeit noch wesentlich verbessern werden.

Diese rasante Entwicklung in der Pranataldiagnostik hat in den letzten Jahren eine Vielzahl an
innovativen humangenetischen Methoden hervorgebracht. Die Analyse unterschiedlicher
Parameter, deren Untersuchung vor einigen Jahren noch undenkbar war, geh6rt heute bereits zur
Routine in der Begleitung einer Schwangerschaft. Viele dieser Entwicklungen durfte ich
personlich von labortechnischer Seite mitverfolgen und im Rahmen meiner beruflichen Tatigkeit
selbstandig am Institut fiir Humangenetik in Graz etablieren. Das so gewachsene Interesse an
dieser Thematik wurde in den vergangenen Jahren durch die Geburt meiner eigenen Kinder und
den damit verbundenen Entscheidungen fiir oder gegen ebensolche Untersuchungen noch

zusatzlich verstarkt.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den unterschiedlichen Untersuchungstechniken in der
Pranatalmedizin und soll einen Uberblick iber die geldufigsten Methoden sowie deren Vor-, und
Nachteile liefern. Die historische Entwicklung der Techniken soll ebenso umrissen werden, wie

ein Ausblick auf zukiinftig mogliche Untersuchungsmethoden.

Die Entwicklung der Labormethoden hat fast ausschliefllich in den letzten vier bis fiinf
Jahrzehnten stattgefunden. Die pranatale Diagnostik ist damit eine relativ junge Disziplin, welche
erst in den spaten 1960-er Jahren ihre Anfange genommen hat. Als die Pioniere des Ultraschalls
im deutschen Sprachraum gelten Hansmann und Kratochwil (Klink et al. 1971, Kratochwil 1970),
welche sich mit der Ultraschallbildgebung in der Schwangerschaft beschaftigt haben. Erste
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klinische Verwendung von US-Geraten gab es ab Anfang der 1970-er Jahre. Zunachst beschrankte
sich die Diagnostik auf die Feststellung von Zwillingsschwangerschaften. Bald jedoch zadhlte auch
die Messung des Biparietaldurchmessers zur Bestimmung des Gestationsalters bzw. zur
Einschiatzung des Geburtstermins und zur Feststellung von Wachstumsstérungen zum
erweiterten Spektrum der Ultraschalluntersuchungen in der Schwangerschaft. Doch auch die
Erkennung von Fehlentwicklungen wie Blasenmole oder die sogenannte ,missed abortion“ und
der Ausschluss einer extrauterinen Schwangerschaft wurden schnell zum fixen Bestandteil in der

Ultraschalldiagnostik (Persson et al. 1978).

Parallel dazu nahmen die Entwicklungen der genetischen Diagnostik in den spaten 1950-er und
friihen 1960-er Jahren ihren Anfang. Fuchs und Riis publizierten 1956 in Nature die
Geschlechtsbestimmung mittels Barrschen Kérperchens aus Amnionzellen (Fuchs et al. 1956).
Dies zeigte erstmal einen genetischen Zugang zum ungeborenen Kind. Da es zu diesem Zeitpunkt
noch keine klassische Chromosomenanalyse aus Blutzellen gab, stand lediglich die
Geschlechtsbestimmung zur Vorhersage von X-chromosomal vererbten Krankheiten im Fokus
der Untersuchung. Die weitere Entwicklung von genetischen Analysen aus Fruchtwasserzellen
nahm eher einen langsamen Verlauf. Erst 10 Jahre spiter wurden von Breg und Steele
Fruchtwasserzellen erfolgreich kultiviert (Steele, Breg 1966). Erste vorgeburtliche genetische
Analysen konnten gegen Ende der 1960-er Jahre durchgefiihrt werden (Valenti et al. 1968, Nadler
1968).

Die Chorionzottenbiopsie (CVS, engl. Chorionic Villus Sampling), sowie die damit verbunden
Methoden wie Entnahmetechnik und Kultivierung der Zellen, wurden erst in den frithen 1980-er
Jahren fiir den Einsatz in der Routinediagnostik brauchbar (Ward et al. 1983, Simoni et al. 1983).
Die CVS erweiterte das Spektrum in der Pradnataldiagnostik wesentlich, da sowohl eine
Untersuchung in der Friihschwangerschaft wie auch eine Direktpriparation von Chromosomen
aus den entnommenen Chorionzotten ermdéglicht wurden. Speziell die Direktpraparation erlaubte

erstmals eine Diagnosestellung innerhalb von ein bis zwei Tagen.

In Osterreich und Deutschland nahm die angewandte Zytogenetik in etwa seit Anfang der 70-er
Jahre ihren Ausgang. Die grofien Herausforderungen in den Anfingen der Pranataldiagnostik
bestanden in erster Linie in der Entnahmetechnik sowie der erfolgreichen Kultivierung der
entnommenen Zellen. Das mit einer Entnahme verbundene Abortrisiko wurde zuniachst recht
hoch eingeschatzt. Mittlerweile finden Punktionen des Fruchtwassers oder der Chorionzotten fast
ausschliefilich in hochspezialisierten Instituten oder zentralen Krankenhausern statt, sodass die

Abortrate heutzutage mit unter einem Prozent beziffert wird.



Gegen Ende der 1980-er Jahre fand die Technik der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
schliefdlich auch in der Pranataldiagnostik ihre Anwendung (Pinkel et al. 1988, Kuo et al. 1991).
Die Moglichkeit der Analyse von unkultivierten Zellen beschleunigte die Diagnostik und lieferte
erste Ergebnisse, insbesondere hinsichtlich einer konkreten Indikation bei Verdacht auf die
haufigsten Trisomien 13, 18, 21 innerhalb von 24 Stunden. Diese Methode sollte fiir viele Jahre
der Goldstandard in der pranatalen Schnelldiagnostik bleiben und wurde erst Mitte der 90-er
Jahre von der molekularen Technik der quantitativen Fluoreszenz-PCR (QF-PCR) abgelost

(Adinolfi et al. 1995, Pertl et al. 1996)

Die von Kallioniemi et al. (Kallioniemi et al. 1992) publizierte, vergleichende genomische
Hybridisierung (engl. comparative genomic hybridization) und die sich daraus entwickelnde
Array-Technik (aCGH) revolutionierte die pranatale Diagnostik ganz wesentlich. Je nach
Auflosungsvermogen des verwendeten Arrays oder Chips wurde eine Untersuchung des Genoms
bis auf wenige 100 Kilobasen moéglich. Damit konnten auch bereits sehr kleine Zugewinne oder
Verluste von genetischen Material detektiert werden. Fortan war es moglich, nicht nur die
héufigsten Trisomien, sondern vielmehr das gesamte Genom innerhalb einer einzigen Analyse
darzustellen, wodurch es auch zu einem vermehrten Auftreten von indikationsunabhdngigen
Zufallsbefunden kommen kann, was zu einer gewissen Problematik im Umgang mit solchen fiihrt.
Auferdem wurden auch seitens der beratenden Fachirzte fiir Medizinische Genetik grofie
Bedenken hinsichtlich der Interpretation von bisher noch nicht oder nur vage beschriebenen
Aberrationen laut (Held et al. 2014). Obwohl sich also die aCGH nur sehr langsam durchgesetzt
hat, zahlt sie heute dennoch zu einem fixen Bestandteil der Diagnostik bei festgestellten fetalen

Auffalligkeiten im Ultraschall.

Die Anwesenheit von fetalen Zellen im miitterlichen Blutkreislauf wahrend der Schwangerschaft
wurde erstmals von Weiner et al. 1958 beschrieben (Weiner et al. 1958). In den ersten Arbeiten
lag der Fokus aber nicht primdr auf genetischen Analysen, sondern vielmehr auf der

immunologischen Bedeutung hinsichtlich einer potentiellen Rhesusunvertraglichkeit.

Zunachst wurde nach fetalen Zellen im miitterlichen Kreislauf gesucht. Die Konzentration von ca.
1:100.000 Zellen hat sich aber als sehr gering und in weiterer Folge als methodisch hochst
aufwendig erwiesen. Die vergleichsweise niedrigen Detektionsraten (75%) bzw. Falsch-Positiv-
Raten (0,6 - 4,1 %) zeigten keine {iberzeugenden Resultate. Zusatzlich bleiben fetale Zellen einer
Schwangerschaft oft viele Jahre im miitterlichen Kreislauf und kénnen so bei einer erneuten
Schwangerschaft die Analyse wesentlich beeinflussen. Daher wird die Analyse von fetalen Zellen

aus miitterlichen Blut kaum oder gar nicht zur Diagnosestellung eingesetzt (Bianchi et al. 2002).



In den frithen 1990-er Jahren publizierten mehrere Gruppen den Nachweis von fetaler DNA in
miitterlichem Blut (Holzgreve et al. 1990, Lo et al. 1989). Zunachst beschrankten sich die Arbeiten
auf die Bestimmung des (mannlichen) Geschlechts der Feten. Mangels ausreichend sensitiver
Techniken war die Untersuchung der fetalen DNA aus miitterlichen Blut zunichst eher als
methodische Forschung zu sehen. Gegen Ende des Jahrtausends jedoch lieferten die
fortschreitenden Next Generation Sequencing (NGS)-Strategien eine immer hohere Sensitivitat
und Genauigkeit, sodass die Methode der Nicht invasiven Pranataltests (NIPT, engl. ,Non-Invasive
Prenatal Tests“) zunehmende Bedeutung gewonnen hat (Lo et al. 1997). Ihre routinemaf3ige
Anwendung findet der NIPT seit ca. 2012 (Fan et al. 2012). In der Prdnatalmedizin hat dies zu
einer signifikanten Reduktion von invasiven Untersuchungen gefiihrt (Warsof et al. 2015). Der
klassische NIPT ist mittlerweile als Screeningtest angelegt und fokussiert insbesondere auf die
Detektion von Aneuploidien aber auch haufigen Mikrodeletionssyndromen. Diese Technik hat die
Pranataldiagnostik wesentlich revolutioniert und findet trotz grofler anfinglicher Vorbehalte

mittlerweile weltweite Akzeptanz und Anwendung.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt insbesondere an der Darstellung der Vor- und Nachteile
der vorgestellten Techniken sowie der Feststellung des Status quo in der genetischen

Pranataldiagnostik.



3 METHODEN

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Literaturarbeit. Im ersten Abschnitt werden
Untersuchungsmaterialen in der Pranataldiagnostik aufgelistet und erklart, wahrend im zweiten
Teil auf die unterschiedlichen Methoden fokussiert wird. In der Diskussion werden die einzelnen

Aspekte miteinander verglichen, in grofderem Zusammenhang gesetzt, und kritisch diskutiert.

Zur Darstellung und Erklarung der klassischen Techniken in der Pranatalmedizin bzw. der
Untersuchungsmaterialen wurden als Primérliteratur die Biicher ,Humangenetik“ von Jan
Murken, ,Embryologie“ von Thomas Sadler sowie ,Ultraschalldiagnostik in Geburtshilfe und

Gynakologie“ von Ulrich Gembruch herangezogen.

Die Themenhefte der Zeitschrift Medizinische Genetik zum Thema ,Pranatal-und
Praimplantationsdiagnostik“ (Medizinische Genetik 2011) und ,Pranatale Diagnostik*
(Medizinische Genetik 2014) lieferten die Grundlage fiir die allgemeine Darstellung der
Entwicklungen und Techniken. Fallzahlen und statistische Erhebungen sowie wichtige Studien

wurden ausgehend von den dort zitierten Arbeiten recherchiert.

Die Spezialausgabe aus 2015 der Zeitschrift Prenatal Diagnosis zum Thema ,Next Generation
Sequencing in Preconceptual, Preimplantation, and Prenatal Screening/Diagnosis“ diente als
hauptsachlicher Anhaltspunkt anhand dessen der Grofdteil der Literaturverweise der
vorliegenden Arbeiten zum Thema Next Generation Sequencing stammt. Die dort publizierten
Arbeiten, insbesondere die Reviews, wurden als Ausgangspunkt fiir eine erweiterte Pubmed

Literaturrecherche verwendet.

Ergdnzende Informationen zu einzelnen Methoden der NIPT stammen von den Websites der

entsprechenden Anbieter.



4 ERGEBNISSE

4.1 Untersuchungsmaterialien

4.1.1 Fruchtwasser

Bereits am achten Entwicklungstag des Embryos bildet sich durch die Formation der
zweiblattrigen Keimscheibe die Amnionhohle. Diese vergrofiert sich bis zum Ende des dritten
Schwangerschaftsmonats zunehmend und umgibt schliefdlich den gesamten Embryo. Durch das
Fruchtwasser werden Verwachsungen des Embryos mit dem Amnion verhindert, Stofie
aufgefangen, aber auch fetale Bewegungen iiberhaupt erst ermdoglicht. Die Amnionhdhle ist mit
einer physiologisch klaren, wassrigen Fliissigkeit, der Amnionfliissigkeit bzw. dem Fruchtwasser
gefiillt. Bei einer unauffilligen Schwangerschaft betragt die Fliissigkeitsmenge in der 10.
Schwangerschaftswoche (SSW) ca. 40 mL und steigert sich bis zu einem Liter gegen Ende der
Schwangerschaft. Bereits die Fruchtwassermenge dient in der Ultraschalldiagnostik als
Softmarker fiir pathologische Erscheinungsbilder da zu viel Fliissigkeit (Polyhydramnion) oder
zu wenig Fliissigkeit (Oligohydramnion) haufig einen wichtigen Hinweis auf Fehlbildungen des

Embryos geben kénnen.

Der Fetus trinkt seine eigene Amnionflissigkeit und scheidet diese auch wieder mit dem Urin aus,
zusatzlich werden viele epidermale Zellen aufgrund der Kindsbewegungen in die Flissigkeit
abgegeben. Somit befinden sich in der Amnionfliissigkeit sehr viele kindliche Zellen die durch eine
Punktion der Amnionhohle gewonnen und isoliert bzw. geziichtet werden koénnen. Die
embryonalen Zellen des Fruchtwassers entstammen dem Amnion, der fetalen Haut und dem

Urogenitalsystem des Feten (Sadler et al. 1970).

4.1.2 Chorionzotten

Chorionzotten bilden sich in etwa ab der 2.SSW aus und differenzieren sich in den folgenden
Wochen rasant zu voll funktionsfdhigen Tertidrzotten. Die Chorionzotten stellen den
Stoffaustausch zwischen der Plazenta und dem Embryo sicher. Deren Kreislauf kann den Embryo
bereits ab der 4. Entwicklungswoche mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgen. Die
Zytotrophoblasten der Chorionzotten dringen in das miitterliche Endometrium ein und schaffen
so eine enge Verbindung zwischen den beiden Kreisldufen. Da die Chorionzotten mesodermalen

7



Ursprungs sind, wird auch bei der Gewinnung dieses Untersuchungsmaterials nur ein bestimmtes

Keimblatt untersucht (Sadler et al. 1970).

4.1.3 Fetales Nabelschnurblut

Die Nabelschnur verbindet den Embryo bzw. Feten mit der Plazenta. Ab etwa der 10.
Entwicklungswoche wird die Nabelschnur als solche bezeichnet. Innerhalb der Nabelschnur
verlaufen die paarigen Nabelschnurarterien (Aa umbilicales) und die Nabelschnurvene (V.
umbilicales). Das aus diesen Gefifden abgenommene Blut ist zumeist vollstindig embryonales

Gewebe mesenchymalen Ursprungs (Sadler et al. 1970).

4.1.4 Miitterliches Blut

Die Moglichkeit miitterliches Blut als Untersuchungsmaterial in der pranatalen Diagnostik
einzusetzen, teilt sich heutzutage einerseits in die Untersuchung serologischer Parameter wie
etwa Alpha-Fetoprotein-Spiegel (AFP), Beta-HCG, konjugierte Ostriole sowie Pregnancy
associated plasma protein A (PAPP-A) und andererseits auf die Detektion von fetalen Zellen bzw.
zirkulierenden fetalen DNA-Fragmenten (cffDNA, engl. cell-free circulating fetal DNA) im

mutterlichen Blut auf.

Wahrend das maternale Serumscreening bereits seit vielen Jahren unter dem Begriff , Triple-Test"
als etablierter diagnostischer Standard zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit einer kindlichen
Trisomie 13, 18 oder 21 bzw. der Diagnose von diversen Fehlbildungen wie z. B. Neuralrohr- oder
Bauchdeckendefekten dient, ist die Untersuchung von kindlichen Zellen und/oder DNA erst seit
wenigen Jahren zur einer vielversprechenden Analysemethode geworden (Murken et al. 1975).
Die Anwesenheit von cffDNA ist seit den frithen 1990-er Jahren bekannt (Bennett et al. 1993).
Geeignete Analysemethoden mit einer entsprechend hohen Sensitivitit gibt es jedoch erst seit
wenigen Jahren. Seit der Einfiihrung des NGS haben sich verschiedene Tests zur direkten

Detektion einer Trisomie 13, 18 oder 21 aus dem miutterlichen Blut etabliert.



4.1.5 Polkorper, Blastomere und Trophektodermzellen

Seit etwa 1990 findet die Entnahme von Polkoérpern, einzelnen Zellen aus der Blastozyste bzw.
Trophektodermbiopsien ihre Anwendung. Die Anwendung dieser Untersuchungsmethoden ist
selbstverstindlich  ausschliefllich  bei  der Inanspruchnahme der  assistierten
Reproduktionsmedizin moglich und hat somit einen Sonderstatus in der Pranataldiagnostik. Ziel
der Praimplantationsdiagnostik (PID) ist es, in erster Linie die Schwangerschafts- bzw.
Geburtenrate nach einem Transfer zu erh6hen. Die PID wird vor allem Hochrisikofamilien mit
entsprechender =~ Anamnese  fiir  genetische  Erkrankungen @ wie  unbalancierte
Chromosomenaberrationen oder monogenen Erkrankungen, angeboten. Rund die Halfte aller
Untersuchungen werden international jedoch im Rahmen einer regularen in vitro Fertilisation

(IVF) als Aneuploidiescreening durchgefiihrt (Hehr et al. 2014).

Bei der Polkorperdiagnostik wird unmittelbar nach der Befruchtung der erste und idealerweise
auch der zweite Polkorper mittels Punktion der befruchteten Eizelle gewonnen (Abb. 1) (Montag
etal. 2013). Der grofie Vorteil dieser Methode liegt im Zeitgewinn bis zum Transfer, da die friihe
Entnahme der Polkorper fiir eine genetische Testung bis zu drei Tage mehr Zeit einraumt als
andere Strategien. Dennoch spielt diese Technik international gesehen keine grofie Rolle, da
mittels der Polkorperdiagnostik lediglich indirekte Riickschliisse auf das miitterliche Erbgut
gezogen werden konnen. Das vaterliche Genom kann nicht untersucht werden, und zusatzlich
kann bei einem sehr hohen technisch Aufwand keine Aussage liber das Entwicklungspotenzial der

Embryonen in dieser frithen Phase getroffen werden (Rosenbusch 2006, Hehr et al. 2011).

Damit bleibt die Untersuchung von Blastomeren noch immer der Goldstandard in der PID. Die
Punktion des 8-Zellstadiums erfolgt meist am dritten Tag nach der Befruchtung, womit immer
noch ein ausreichend langes Zeitfenster bis zum Transfer gegeben ist (Abb. 1). Im Gegensatz zur
Polkorperdiagnostik, lasst die Untersuchung von Blastozysten auch Riickschliisse auf das gesamte
Genom, also sowohl auf die von der Mutter sowie die vom Vater vererbten Allele, zu. Zudem kann
bereits eine Vorselektion aufgrund der Entwicklungsfahigkeit einzelner Blastozysten getroffen
werden. Allerdings gibt es Hinweise, dass die Entnahme von Blastomeren einen negativen Einfluss
auf die Schwangerschaftsrate haben konnte (De Vos et al. 2009). Zusatzlich weifd man, dass im
frithen embryonalen Stadium eine hohe chromosomale Fehlverteilungsrate vorliegen kann und
sich dennoch ein normaler Embryo entwickeln kann (Hehr et al. 2014). Diese Tatsachen
erschweren eine akkurate genetische Diagnostik, da zumeist nur eine Zelle pro Embryo
entnommen wird, was somit zu einem falsch positives Ergebnis fiihren kann und den restlichen

Embryo nicht unbedingt reprasentieren muss. (Hehr et al. 2014).



Auch bei einer Trophektodermbiopsie (Abb 1) kénnen sowohl die miitterlich als auch der
vaterlich vererbten Allele untersucht werden. Die Methode ist technisch gut umsetzbar und man
kann bereits eine gute Aussage iiber die Entwicklung der Embryonen treffen. Zusatzlich wird bei
einer Untersuchung von Trophektodermzellen kein direkter Transfer, sondern meistens eine
Kryokonservierung also das Einfrieren der Embryonen vor dem Transfer, durchgefiihrt (Hehr et
al. 2014). Das bedeutet, dass der Embryo frithestens nach 1-2 Zyklen der Patientin riickgefiihrt
wird, wodurch ein breites Zeitfenster fiir eine Analyse der Zellen zur Verfiigung steht. Gleichzeitig
stellt die Kryokonservierung jedoch auch einen Nachteil dar, da es aufgrund der zeitlichen
Verzogerung zu einer moglichen hoheren psychischen Belastung fiir Patientinnen kommt. Des
Weiteren kann auch in Trophektodermzellen eine hohe Anzahl an somatischen Mosaiken

vorliegen, wodurch wiederum die Falsch-Positiv-Rate erhdht wird (Hehr et al. 2014).

Abbildung 1: Ubersicht tiber prdimplantationsdiagnostischen Entnahmemethoden. Oberste Zeile:

Gewinnung von Polkdrpern durch Aspiration des Polkdrpers nach der Befruchtung der Eizelle.
Mittlere Zeile: Entnahme einer Blastomere aus einem 6-Zell Stadium. Untere Zeile: Biopsie der

Trophoblasten zur Gewinnung von Zellen zur genetischen Analyse (Ferstl 2017)
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Wurden zundchst fiir den Nachweis von strukturellen familidren Chromosomenaberrationen
spezifische FISH-Sonden fiir die individuelle Bestimmung der Aberration eingesetzt, so wird diese
Methode heutzutage vermehrt durch die héher auflésende aCGH Untersuchung abgeldst. Das
Ergebnis der aCGH liefert vergleichsweise genauere Ergebnisse und kann zuséitzlich kleinere

chromosomale Imbalancen detektieren.

Bei der Untersuchung von monogenen Erkrankungen losen neuere Methoden wie das NGS die
sehr aufwendige Markeranalyse bzw. Haplotypenbestimmung ab. Mittels NGS-basierten
Methoden konnen sowohl chromosomale Aberrationen als auch monogene Erkrankungen
nachgewiesen werden. Gerade dieses Potenzial kann aus ethischer Sicht hinsichtlich der
Feststellung von Zufallsbefunden auch hinterfragt werden. Daher ist die restriktive Einhaltung
von genau festgelegten Auswertekriterien bei der Anwendung des NGS von signifikanter

Bedeutung (Sermon et al. 2016, Brezina et al. 2016).

Auf der Tagung der European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) wurde
noch vor drei Jahren festgestellt, dass Untersuchungen wie z. B. aCGH in Studien keinen
unmittelbaren Nutzen belegen kénnen, deshalb wird ein generell ausgelegtes Screening von der

ESHRE nicht empfohlen (Hehr et al. 2014).

Bis vor wenigen Jahren war in Osterreich ausschlielich die Untersuchung von Polkérpern erlaubt
und eine Entnahme von Blastomeren per Gesetz verboten. Seit der Novellierung des
Fortpflanzungsmedizingesetzes aus dem Jahre 2015 (Bundeskanzleramt Osterreich 2018) ist die

Entnahme von Blastomeren in bestimmten Ausnahmesituationen erlaubt.

$2a(2) Eine Erbkrankheit im Sinn des Abs.1 Z 3 liegt vor, wenn das Kind wdhrend der

Schwangerschaft oder nach der Geburt derart erkrankt, dass es

1. Nur durch den stindigen Einsatz moderner Medizintechnik oder den stdndigen Einsatz
anderer, seine Lebensfiihrung stark beeintrdchtigender medizinischer oder pflegerischer
Hilfsmittel am Leben erhalten werden kann oder

2. Schwerste Hirnschddigungen aufweist oder

3. AufDauer an nicht wirksam behandelbaren schwersten Schmerzen leiden wird und dartiber
hinaus die Ursache dieser Krankheit nicht behandelt werden kann (Bundeskanzleramt

Osterreich 2018).

Die Formulierung des Gesetzestextes lasst allerdings einen doch nicht unwesentlichen
Interpretationsspielraum zu. Da die prinzipielle Durchfithrung einer PID in Osterreich ohnehin an
das Vorliegen einer genetischen Disposition der Eltern gebunden ist, wire ein konkreter

Indikationskatalog wiinschenswert. Die 6sterreichische Gesellschaft fiir Humangenetik (OGH) hat
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dazu eine Stellungnahme formuliert, in welcher eine genauere gesetzliche Regelung gefordert
wird. Die Indikation zur PID sollte jenen fiir einen Schwangerschaftsabbruch nach einer

Prinataldiagnostik entsprechen (Osterreichische Gesellschaft fiir Humangenetik 2014).

Somit bewegt man sich bei der Anwendung von praimplantationsdiagnostischen Methoden
derzeit - trotz neuer Gesetzgebung - haufig in einem juristischen Graubereich. Es wurde
beispielsweise nicht genau geregelt, wie eine simple Formulierung wie ,stark, nicht therapierbare
Schmerzen“ interpretiert werden darf. Dariiber hinaus wird die Diskussion iiber die
prakonzeptionelle Analyse des Genoms bzw. Exoms schon ldngst gefiihrt. Die Feststellung von
monogenen Erkrankungen sowie pradiktive Untersuchungen vor der Implantation eines

(gesunden) Embryos sind zu einer durchfiihrbaren Option geworden.

Die europaweit hochst unterschiedliche Gesetzeslage bietet fiir Paare die Moglichkeit nationale
Gesetze weitestgehend zu umgehen und eine Analyse nach IVF im Ausland anzustreben. Eine
konkrete und vor allem auch gesamteuropdische Losung wére fiir das Gebiet der PID in jedem Fall

wiinschenswert.

4.1.6 Fetales Gewebe

Bei fetalem Gewebe handelt es sich nur mehr im weitesten Sinne um ein Untersuchungsmaterial,
welches der Pranataldiagnostik zugeordnet werden kann. Fetales Gewebe kann iiblicherweise nur
untersucht werden, wenn es sich um Abortmaterial handelt und keine intakte Schwangerschaft
mehr besteht. Nichts desto trotz ist die genetische Analyse des abgestorbenen Feten vor allem bei
wiederholten Fehlgeburten (Abortus habitualis) einer Schwangeren sinnvoll, um Ursachen z. B.
kryptische Aberrationen detektieren zu konnen oder auch ein individuelles Wiederholungsrisiko
einschitzen zu konnen. Von fetalem Gewebe wird in den meisten Fillen eine Zellkultur angelegt
und anschlief3end zytogenetisch analysiert. Zusatzlich kann direkt aus dem frischen Gewebe, aber
auch der Gewebekultur, DNA isoliert werden, um eine molekulargenetische

Untersuchungsmethode, wie beispielsweise eine aCGH, anschlief3en zu kénnen.
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4.2 Methoden der Prinataldiagnostik

Derzeit werden Schwangere in Osterreich im Rahmen des Mutter-Kind-Pass-Programms einem
engmaschigen Untersuchungsprogramm zugefiihrt. Durch drei angebotene
Ultraschalluntersuchungen konnen beispielsweise Auffilligkeiten in der Schwangerschaft
frithzeitig erkannt und entsprechende weiterfiihrende Analysen eingeleitet werden. Abgesehen
von der Ultraschalluntersuchung werden pranatale Untersuchungsmethoden ausschliefdlich beim
Vorliegen einer bestimmten Indikation durchgefiihrt. Diese konnen folgende Griinde haben

(Murken et al. 1975, Bundeskanzleramt Osterreich):

e Altersindikation: erhdhtes miitterliches Alter (derzeit ab dem 35. Lebensjahr)

e Pathologische Ultraschallbefunde der aktuellen oder einer vorangegangenen
Schwangerschaft

e Auffillige Familienanamnese: beim Vorliegen von Neuralrohrdefekten, genetischen
Erkrankungen wie z. B. Down-Syndrom bei engen Familienmitgliedern oder erhéhtem
Risiko fiir monogen bedingte Erkrankungen

e Vorliegen von miitterlichen Erkrankungen wie beispielsweise Diabetes

e X-Chromosomaler Ubertrigerinnenstatus der Mutter

o Potentielle Exposition von teratogenen Noxen wahrend der Schwangerschaft z. B.

Medikamenteneinnahme oder Rontgenuntersuchungen der Mutter

4.2.1 Invasive Methoden

Invasive diagnostische Methoden dienen der direkten Gewinnung von fetalen Zellen, fetalem
Serum oder Fruchtwasser zu unterschiedlichen Zeiten der Schwangerschaft. Das
Untersuchungsmaterial wird mittels transabdominaler oder transzervikaler Punktion gewonnen.
Ublicherweise erfolgt eine Kultivierung der Zellen mit angeschlossener Chromosomenanalyse.
Zusatzlich kann auch eine direkte Isolierung von DNA aus den kernhaltigen fetalen Zellen bzw.
eine Isolierung von zellfreier DNA und darauffolgender molekulargenetischer Analyse erfolgen.
Als Komplikation kénnte es bei allen invasiven Eingriffen zu einem Abort oder intrauterinem
Furchttod kommen. Der kausale Zusammenhang einer Gefahrdung der Schwangerschaft kann nur

schwer ermittelt werden, wird in der Literatur jedoch mit < 1% angegeben (Murken et al. 1975).
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4.2.1.1 Chorionzottenbiopsie (CVS)

Als sehr friihe, invasive Untersuchungsmethode kénnen ab ca. der 10. SSW Chorionzotten durch
Aspiration von Chorion- oder Throphoblastengewebe gewonnen werden. Durch die
transabdominale oder transvaginale Punktion werden dabei ca. 5- 10 mg Zottengewebe
entnommen (Abb. 2). Durch die Entnahmetechnik kann im Untersuchungsmaterial auch immer
eine miitterliche Kontamination aus Deziduazellen vorliegen, daher ist eine zuverlassige
Diagnostik nur bei mannlichen Feten moglich. Zusatzlich kénnen Trophoblasten haufig
chromosomale Aberrationen aufweisen, die sich im Embryo nicht durchsetzen, was - wie auch die

relativ haufig vorliegenden Plazentamosaike - zu einem falsch positiven Ergebnis fiihren kann

(Sadler etal. 1970).

Hohlnadel
Uhtraschallkopf
Chorionzotten
Embryo - Blase
el  Scheide
__ Gebarmutterhals
Wirbelsdule -

Abbildung 2: Durchfiihrung einer transabdominellen CVS. Einfithrung einer Hohlnadel durch die

Bauchdecke unter Ultraschallkontrolle zur Entnahme von Chorionzotten (Brehm 2017).

Aufgrund der hohen Zellzahl besteht bei Chorionzotten die Option einer Direktpraparation von
Chromosomen. Das erlaubt die Erstellung eines Karyogramms bereits am Tag nach der Punktion
und stellt zusatzlich zur Moglichkeit der genetischen Analyse in der Frithschwangerschaft eine
wesentliche Beschleunigung der Analyse dar. Ublicherweise liefert aber auch die Kultivierung der

Zellen nach nur wenigen Tagen ein Ergebnis. Die Isolierung von DNA und angeschlossene
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molekulargenetische Untersuchungsmethoden sind aufgrund der hoheren Zellzahl ein weiterer

Vorteil dieser Methode.

4.2.1.2 Fruchtwasserpunktion

Bei der Fruchtwasserpunktion oder Amniozentese (AC, engl. amniocentesis) wird eine Hohlnadel
unter Ultraschallkontrolle transabdominal in die Fruchthéhle eingefithrt und 10-20 mL
Fruchtwasser entnommen (Abb. 3). Diese Entnahmetechnik wird zumeist ab dem 2. Trimenon

bzw. in etwa ab der 14. SSW durchgefiihrt, da ab diesem Zeitpunkt ausreichend Amnionfliissigkeit

vorhanden ist, um keinen Abortus zu riskieren.

Abbildung 3: Durchfiihrung einer Fruchtwasserpunktion: Einfiihrung einer Hohlnadel durch die
Bauchdecke unter Ultraschallkontrolle zur Entnahme von Fruchtwasser (Berufsverband der
Frauendrzte 2017).
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Die aus dem Fruchtwasser isolierten Zellen stammen aus dem Amnion, der fetalen Haut bzw. dem
Urogenitaltakt des Feten. Von den Zellen wird {iblicherweise eine Zellkultur angelegt, welche nach
einer Kulturdauer von ca. 14 Tagen geerntet wird. Diese Zellen kdnnen nun mit zytogenetischen
Methoden analysiert werden und dienen somit dem Nachweis von numerischen und strukturellen
Chromosomenaberrationen bzw. zur Untersuchung von Mikrodeletionssyndromen, welche
mittels FISH-Techniken diagnostiziert werden koénnen. Eine direkte Praparation analog zur CVS
von Zellen aus der Fruchtwasserpunktion ist nicht moglich, da sich zu wenige Zellen im
Metaphasestadium befinden wiirden. Allerdings kann aus den Zellen im Fruchtwasser DNA
isoliert werden bzw. kann auch die zellfreie DNA des Fruchtwassers mit molekulargenetischen

PCR-basierenden Methoden analysiert werden (Murken et al. 1975).

4.2.1.3 Fetale Nabelschnurpunktion

Eine fetale Nabelschnurpunktion oder Chordozentese wird friihestens ab der 20. SSW
durchgefiihrt und dient zur Gewinnung von fetalen Blutzellen oder Serum. Bei dieser Methode
wird unter Ultraschallkontrolle das Blut aus der Nabelschnur abgenommen und kann wie eine
konventionelle Blutprobe mit zytogenetischen und molekulargenetischen Methoden untersucht
und analysiert werden (Abb. 4). In den meisten Fallen wird zum Ausschluss einer miitterlichen
Kontamination das fetale Himoglobin mittels einer Spezialfairbung eines Kontrollblutausstriches
nachgewiesen. Das Abortrisiko wird in der Literatur abhingig von der SSW, Anzahl von
Nadelinsertionen, Erfahrung des Untersuchers und der Indikation mit 1-2% beziffert (Tongsong
et al. 2000). Haufige Griinde fir eine Nabelschnurpunktion kénnen auffillige oder unklare
Chromosomenbefunde (z. B. Mosaikkonstellationen) nach einer AC sein, der Nachweis fetaler
Infektionen sowie die Diagnostik von fetalen Andmien oder anderen Blutkrankheiten (Gembruch

etal. 2013)
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Hohlnadel

Gebarmutter /

Abbildung 4: Durchfiihrung einer Nabelschnurpunktion:

Einfiihrung einer Hohlnadel durch die Bauchdecke unter

Ultraschallkontrolle. Genaue Punktion der Nabelschnur

zur Entnahme von fetalem Blut (Effe 2017).

4.2.2 Nicht (minimal) invasive Methoden

Bei allen nicht invasiven Untersuchungsmethoden wird am Fetus bzw. der Fruchthohle keinerlei
Manipulation vorgenommen. Hierzu zahlen samtliche Ultraschalluntersuchungen inklusive
sonografischer Marker sowie die, bezogen auf die Schwangerschaft, minimal invasive miitterliche

Blutabnahme mit anschliefdender Gewinnung von DNA aus kindlichen Zellen bzw. frei cffDNA.

4.2.2.1 Ultraschalldiagnostik

Die medizinische Begleitung einer Schwangerschaft ist ohne Ultraschalldiagnostik undenkbar
geworden und hat somit eine zentrale Bedeutung in der Pranataldiagnostik. Diese dient vor allem
zur Uberpriifung des Entwicklungsfortschrittes des Feten, um bei Auffilligkeiten entsprechende

vorgeburtliche Maf3nahmen treffen zu konnen.

Alle erhobenen Parameter wie etwa biometrische Daten, (Scheitel-Steif3-Lange, biparietaler
Durchmesser), Sitz der Plazenta oder die Beurteilung der Fruchtwassermenge bilden die

Grundlage fiir eine fachgerechte Betreuung der Schwangerschaft (Sadler et al. 1970).
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Heutzutage wird die Ultraschalldiagnostik in der Schwangerschaft als sogenanntes Screening
bezeichnet, wobei zwischen einem Basisscreening und erweitertem Screening unterschieden

wird.

Wahrend das Basisscreening nach wie vor der Klassifizierung von Mehrlingsschwangerschaften,
der Feststellung des intrauterinen Sitzes der Schwangerschaft sowie der exakten Datierung der
Schwangerschaft zum ersten Nachweis einer Wachstumsretardierung (IUGR, engl. Intrauterine
growth restriction) dient, sollten erst beim erweiterten Screening genauere Parameter erhoben
werden. Die Anwendungen in der Ultraschalldiagnostik haben sich in den letzten Jahrzehnten
wesentlich verfeinert und differenziert. So werden im Rahmen der erweiterten Untersuchungen
innerhalb der sogenannten Feindiagnostik, ein Fehlbildungsscreening und eine fetale
Echokardiografie, oder mdglicherweise ein genetisches Screening in Verbindung mit der

Erhebung von serologischen Parametern durchgefiihrt und zur Befunderstellung herangezogen.

Im ersten Trimenon kommt vor allem die transvaginale Sonografie zum Einsatz. Die transvaginale
Sonografie hat den Vorteil, den kindlichen Strukturen ndher zu kommen und somit eine hohere
Auflésung zu liefern. Der Hauptvorteil der transabdominalen Sonografie liegt in der
Ubersichtlichkeit und vor allem darin, dass er von Schwangeren als angenehmer empfunden wird,

da die Technik weniger invasiv ist (Gembruch et al. 2013).

Seit den spaten 1980iger Jahren hat sich durch den Fortschritt der Computertechnologie
zusatzlich zu konventionellen Ultraschallverfahren der 3-D Ultraschall entwickelt. Dieser
ermoglicht eine detaillierte Darstellung der embryonalen Anatomie und somit der Entwicklung
des ungeborenen Kindes (Timor-Tritsch et al. 1988). Die durch den 3D-Ultraschall méglichen
Volumenmessungen erlauben z. B. die Beurteilung von Fruchtwassermenge oder aber auch
Hirnflissigkeit bzw. Gehirnhohlrdumen und bereichern so das Spektrum sonografischer
Parameter. Des Weiteren konnen die genaue dreidimensionale Darstellung von fetalen Strukturen
wie das Nervensystem, Kopf und Gesicht, Extremitaten und Skelettsystems und nattirlich des

Herzens zur Prazisierung der Diagnosestellung wesentlich beitragen.

Die sich immer weiter verbessernden Darstellungs- und Auflosungsmoglichkeiten erlauben
heutzutage bereits eine sehr genaue Rekonstruktion von fetalen Strukturen und embryonalen
Organen. So ermoglicht beispielsweise der Einsatz der Dopplersonografie als Spezialultraschall
im sogenannten Duplexverfahren die Darstellung des uteroplazentaren und des fetoplazentaren
Kreislaufs. Dies erleichtert die Einschitzung einer IUGR aber auch die Risikoabschatzung fiir eine
Praeklampsie, sowie die Feststellung von Auffilligkeiten der fetalen Herzfrequenz bei Verdacht

auf Herzfehlern.
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Die Erhebung dieser sonografischen Zusatzmarker erfolgt iiblicherweise nicht routinemafig,
sondern aufgrund von individuell erhobenen Risiken nach vorangegangenem
Ersttrimesterscreening (ETS). Die individuelle Risikoberechnung wird heutzutage fast
ausschliefilich Software-basierend bestimmt und folgt strengen Qualitatskriterien (Eiben et al.

2011).

4.2.2.2 Combined Test

Beim sogenannten Combined Test handelt es sich um einen Screeningtest im ersten Trimenon,
weshalb er international eher als ETS bezeichnet wird. Von einem Screeningtest spricht man,
wenn die Testung zu keiner eindeutigen Diagnose wie etwa bei der zytogenetischen Analyse nach
einer AC oder CVS fiithrt, sondern vielmehr nur das Risiko fiir das Vorliegen einer entsprechenden
Erkrankung ermittelt wird. Der grofde Vorteil im Vergleich zu den invasiven Methoden ist, dass
der Test durch die miitterliche Blutabnahme lediglich minimal invasiv ist und damit nicht mit

einem Fehlgeburtsrisiko verbunden ist (Kagan et al. 2008).

Auf der Basis eines fiir die Patientin spezifischen A-priori-Risikos werden Serumparameter sowie
Auffalligkeiten im Ultraschall in die Risikoeinschatzung mit einbezogen und so ein individuelles
Risiko fiir die Schwangere berechnet, ein Kind mit Trisomie 21 oder aber auch Trisomie 13 und

Trisomie 18 zu erwarten.
Das miitterliche A-priori-Risiko setzt sich aus folgenden Parametern zusammen:

e Altersrisiko
e (estationsalter

e Maternale Vorgeschichte

Das ermittelte A-priori-Risiko der Patientin wird mit einem Wahrscheinlichkeitsquotienten
multipliziert, welcher aufgrund von weiteren Tests und Parametern wie der fetalen
Nackentransparenz und biochemischen Serummarker (z.B. beta-hCG und PAPP-A) ermittelt wird
(Gembruch et al. 2013). Das miitterliche Altersrisiko wurde auf Basis von Studien aus den 1970-
er Jahren erstellt, als noch keinerlei Screeningmethoden eine Verfilschung der Ergebnisse

beeinflussten (Cuckle et al. 1987, Snijders et al. 2001).

Speziell fiir die Messung der fetalen Nackentransparenz - das ist die Fliissigkeitsansammlung im
Bereich des fetalen Nackens - ist eine bestimmte Mindest- bzw. Maximalgréfie des Feten

notwendig, da diese von der Scheitel-Steif3-Lange (SSL) des Feten abhéngt. Als Normalwert kann
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abhangig von der SSL im Zusammenhang mit dem Gestationsalter ein Wert zwischen 1,2 und 2,5

Millimeter angenommen werden (Gembruch et al. 2013).

Die vom Serum der Schwangeren ermittelten biochemischen Parameter Beta-hCG und PAPP-A
werden beim Combined Test in Relation zu den zu erwartenden Serumwerten von
Referenzpatientinnen mit euploider Schwangerschaft gesetzt. Daraus resultiert ein Risikowert,
der einer Wahrscheinlichkeit entspricht. Ein Ergebnis von 1:300 sagt nicht mehr aus, als dass eine
von 300 Frauen mit den gleichen erhobenen Werten ein Kind mit einer Chromosomenstérung in

sich tragt. Fiir eine Absicherung wire eine anschlief3ende invasive Untersuchung notwendig.

Die in der Literatur beschriebenen Detektionsraten des Combined Tests fiir die Trisomie 21 liegen
meist bei iiber 90% (Malone 2005, Nicolaides et al. 2005, Ekelund et al. 2008), die Falsch-Positiv-
Rate bei unter 5%. Da fiir die Trisomien 13 und 18 noch weitere Parameter (z. B. erhohte
Herzfrequenz bei Trisomie 13) fiir die Risikoberechnung herangezogen werden, sind hier die
Detektionsraten teilweise noch hoher (Kagan etal. 2008, Kagan et al. 2008). Grundsatzlich ist aber
erwdhnenswert, dass der Zeitpunkt der Untersuchung zwischen 11. und 13. SSW sehr wichtig fiir
eine prazise Detektionsrate ist, da zu einem spdteren Zeitpunkt viele Parameter nicht mehr

differenzierungsabhéngig sind (Gembruch et al. 2013).

4.2.3 Zytogenetische Methoden

Die Grundlage fiir zytogenetische Untersuchungen ist die Gewinnung von fetalen Zellen mit einer
der oben genannten invasiven Methoden. Die fetalen Zellen konnen durch Direktpraparation oder

nach Kultivierung als Interphase- oder Metaphasechromosomenpraparate analysiert werden.

4.2.3.1 Klassische Zytogenetik

Kernhaltige Zellen aus heparinisiertem Blut oder Gewebe lassen sich in einer Zellkultur zur
weiteren Teilung anregen. Wird der Kultur zu einem bestimmten Zeitpunkt das Spindelgift
Kolchizin zugesetzt, so werden alle Zellen ab dem Zeitpunkt der Zugabe in ihrem Zellzyklus in der
Metaphase arretiert. Wahrend der Metaphase sind die Chromosomen am starksten kondensiert,
welches fiir eine anschlief}ende Banderungstechnik am besten geeignet ist. Durch spezielle
Techniken kénnen die Chromosomen auf Objekttrager aufgebracht werden und nach geeigneten
Farbemethoden, wie der hiufig angewandten G-Binderung, in einer 1000-fachen Vergrofierung

ausgewertet werden.
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Die 46 Chromosomen werden meist Software unterstiitzt in einem sogenannten Karyogramm
paarweise nach Grofie, Lage des Zentromers und Bandenmuster angeordnet, um den Karyotyp zu
bestimmen. Sogenannte Aberrationen kénnen mit der entsprechenden Kenntnis von geschultem
Personal hinsichtlich der Anzahl und Struktur der Chromosomen visuell beurteilt werden. Die
Auflésung von detektierbaren Veranderungen hdngt dabei stark von der Qualitit der

Chromosomen ab und liegt in etwa im Bereich in der Grofse von 5-10 Megabasen (Mb).
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Abbildung 5: GTG-gebdndertes Karyogramm eines weiblichen Individuums mit Trisomie 21 (47,XX,+21). Paarweise
Anordnung der homologen Chromosomen. Das Chromosom 21 liegt 3-fach vor (Quelle: Zur Verfiigung gestellt vom Institut

fiir Humangenetik Graz).

Numerische Aberrationen bedeuten eine Veranderung der Anzahl und somit eine Abweichung der
normalen Anzahl von 46 Chromosomen. Dies kann einzelne Chromosomen (Aneuploidie) - wie
zum Beispiel bei einer Trisomie 21, bei der das 21. Chromosom dreifach vorhanden ist - (Abb. 5),
oder aber auch den gesamten Chromosomensatz (Polyploidie) betreffen. So liegen bei einer
Triploidie 69 Chromosomen vor. Auch wenn viele numerische Veranderungen wahrend intakter
Frithschwangerschaften festgestellt werden konnen, sind nur Embryonen mit Trisomie 13, 18 und
21 auch lebensfahig. Schwangerschaften mit anderen numerischen Chromosomenaberrationen
filhren meist in der Frithschwangerschaft zu einem Spontanabort. Daher liegt der Fokus der
Pranataldiagnostik insbesondere an der Diagnose dieser drei Chromosomen und deren

numerischen Verdnderungen.
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Strukturelle Aberrationen kénnen ein oder mehrere Chromosomen gleichzeitig betreffen. Fiihren
diese chromosomalen Umbauten zu einem Zugewinn oder Verlust von Chromosomenmaterial, so
hat dies meist schwerwiegende Folgen fiir das betroffene Individuum. Die Lebensfahigkeit der
Feten bzw. die Auswirkungen solcher Aberrationen kdnnen dabei stark variieren und oft nur sehr

schwer interpretiert oder vorhergesagt werden (Murken et al. 1975).

4.2.3.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die FISH-Technik beruht auf der hochspezifischen, komplementdren Bindung von
fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden an bestimmte Chromosomenabschnitte (Abb. 6). Die FISH ist
nicht ausschliefllich an die vorhergehende Praparation von Metaphase-Chromosomen gebunden,
sondern kann auch sehr einfach an Interphase-Kernen angewandt werden. Dies ermdglicht eine
direkte Durchfiihrung auf Zellen aus einer CVS oder AC ohne vorherige Kultivierung und damit
einen wesentlichen Zeitgewinn in der Diagnosestellung. Zusatzlich ist die Auflésung mit 0,1 Mb
bei dieser Untersuchungsmethode sehr viel hoher als bei einer konventionellen Karyotypisierung.
Je nach Indikation und Verfiigbarkeit von Sonden kénnen ganze Chromosomen, Zentromere,
Telomere aber auch spezifische Chromosomenabschnitte, z. B. zur Detektion von

Mikrodeletionssyndromen, untersucht werden.

Abbildung 6: Prinzip der FISH: Spezifische fluoreszenzmarkierte DNA Abschnitte (A) binden auf
die komplementdire Zielsequenz der Test DNA. Das Ergebnis ist ein detektierbares

Fluoreszenzsignal auf Chromosomen (2) (Universitdten Fribourg, Lausanne und Bern 2017).
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Eine ganz besondere Bedeutung kam in der Pranataldiagnostik lange Jahre der FISH-Schnelltest
(FISH-ST) zur Detektion der hdufigen Trisomien 13, 18, 21 sowie numerischer Aberrationen der
Geschlechtschromosomen zu. Dieser Test erlaubt mit einer einzigen Hybridisierung die Analyse
dieser Chromosomen hinsichtlich numerischer Veranderungen. Da die Hybridisierung auf

Interphasekernen aus unkultivierten Fruchtwasserzellen durchgefiihrt werden kann, ist eine

rasche Diagnosestellung innerhalb von 48 Stunden moglich (Abb. 7).

Abbildung 7: FISH-ST: Hybridisierung der Sonden fiir Chromosom 13 (griines Signal) und 21 (rotes Signal) im linken Bild
bzw. Chromosom 18 (weifSes Signal), X (griines Signal) und Y (rotes Signal (nicht vorhanden)) im rechten Bild. Alle
dargestellten Chromosomen liegen 3-fach vor, dies Idsst den Riickschluss auf das Vorliegen einer Triploidie zu (Quelle:

Monika Artl, Institut fiir Humangenetik).

Der FISH-ST liefert so eine schnelle und direkte Moéglichkeit zur Diagnose der haufigsten
Trisomien sowie eine Beurteilung der Geschlechtschromosomen. Partielle Deletionen, welche
aufderhalb der Sondenabdeckung liegen, werden bei diesem Test nicht allerdings detektiert.
Auflerdem sind eine gewisse Anzahl und Qualitit der Zellen notwendig, um eine prézise Analyse

zu gewdhrleisten.

Bei distinkten Ultraschallauffalligkeiten (z.B. Herzfehler oder Velokardiofaciales Syndrom) oder
konkreten Verdachtsindikationen wird die FISH mit spezifischen Sonden nach wie vor eingesetzt,

um weitere aufwendige Analysen vermeiden zu kénnen.

4.2.4 Molekulargenetische Methoden

Ziel der molekulargenetischen Diagnostik ist der Nachweis oder der Ausschluss einer konkreten

krankheitsverursachenden Sequenzveridnderung in der DNA (Murken 1975). Zum Schutz des
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entstehenden Lebens wird in der Prédnataldiagnostik insbesondere zwischen letalen
Erkrankungen, welche die Indikation fiir einen Abbruch der Schwangerschaft zur Folge haben,
genetischen Erkrankungen, die wahrend oder unmittelbar nach der Geburt einer speziellen
medizinischen Intervention bediirfen, und Erkrankungen oder Mutationen, welche keine
unmittelbaren Auswirkungen auf das neugeborene Kind haben, unterschieden. Letztere,
sogenannte pradiktive Untersuchungen diirfen aufgrund der Gesetzgebung in Osterreich nicht

pranatal durchgefiihrt werden.

Fiir die molekulargenetische Untersuchung des Feten konnen alle kernhaltigen fetalen Zellen aus
AC oder CVS oder Nabelschnurpunktion zur DNA-Isolierung herangezogen werden. Zusatzlich
gibt es mit neueren Methoden auch die Moglichkeit, frei zirkulierende DNA aus dem Fruchtwasser
oder miitterlichem Blut zu untersuchen. Als zentrale Grundlage dient bei allen Methoden die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), welche die millionenfache Vervielfiltigung von spezifischen

DNA-Abschnitten oder der gesamten DNA eines Individuums ermdoglicht.

4.2.4.1 Quantitative Fluoreszenz-PCR/Markeranalyse

Als Grundlage zur Analyse der haufigsten Trisomien 13, 18 und 21 werden bei der quantitativen
Fluoreszenz-PCR (QF-PCR) hochpolymorphe short tandem repeat (STR) Marker herangezogen.
Genomische Regionen, welche hochpolymorphe STR Marker mit stark unterschiedlicher
Allelfrequenz aufweisen, werden mit spezifischen Primern amplifiziert und quantitativ
ausgewertet. Bei Heterozygotie liefern die Ergebnisse von normalen Individuen iiblicherweise
zwei PCR-Produkte mit einer sehr dhnlichen Quantitaten (Peakflachen 1:1) (Abb. 8), wiahrend bei
trisom vorliegenden Chromosomen drei Peaks im Verhaltnis 1:1:1 oder zwei Peaks im Verhaltnis

2:1 beobachtet werden kénnen (Abb. 9) (Adinolfi et al. 1995).
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Abbildung 8: QF-PCR Ergebnis von unauffilliger Probe. Fiinf Marker amplifizieren fiir das Chromosom 18 und
jeweils vier Marker fiir die Chromosomen 13 und 21. Die Fenster 1-3 zeigen die Marker welche in den
entsprechenden Farben markiert waren um eine Unterscheidung im Sequenziergerdt zu erméglichen. Im letzten,
roten Fenster ist der Sizemarker, welcher vor der Analyse jeder Probe beigemengt wird, dargestellt, um eine
Zuordnung der einzelnen Marker aufgrund der Lidnge der PCR-Produkte zu ermdglichen. Die Peakfldchen der
Marker prdsentieren sich in einem Verhdltnis von 1:1. Der Marker D2151435 ist homozygot (ein Peak) und daher

nicht informativ (Quelle: Monika Artl, Institut fiir Humangenetik).
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Abbildung 9: QF-PCR Ergebnis einer Probe mit vorliegender Trisomie 18. Die Marker D185535 und D185386 liegen
triallelisch trisom vor (Verhdltnis 1:1:1) (rote Pfeile). Die weiteren Marker am Chromosom 18 diallelisch trisom

(Verhdltnis 2:1) (blaue Pfeile) (Quelle: Monika Artl, Institut fiir Humangenetik).

In standardisierten Tests werden pro Chromosom mindestens drei unterschiedliche STR-Marker
zur Analyse verwendet, um eine zuverladssige Diagnostik durchfithren zu konnen. Diese Methode
liefert im Wesentlichen dieselben Informationen wie eine Interphase-FISH, wobei die QF-PCR
speziell fiir den Einsatz von hoheren Fallzahlen viel effizienter eingesetzt werden kann. Die QF-
PCR liefert bereits innerhalb von 24 Stunden ein Analyseergebnis, was fiir die Schwangeren eine

rasche psychische Erleichterung mit sich bringt (Pertl et al. 1996).

4.2.4.2 Array-CGH

Bei der vergleichenden genomischen Hybridisierung (engl. comparative genomic hybridization)
oder CGH werden kurze Oligonukleotidsonden auf Glasobjekttragern - den sogenannten Arrays -
immobilisiert, daher der Name Array-CGH (aCGH). Die Oligonukleotidsonden reprasentieren
bestimmte Abschnitte im Genom, welche je nach Design des Arrays gezielt flir Genregionen oder
gleichmaflig iiber das ganze Genom verteilt sein konnen. Fiir die Hybridisierung werden die
Patienten-DNA mit einem bestimmten Farbstoff und eine Referenz-DNA mit einem anderen

Farbstoff markiert. Die DNA bindet an die komplementiren Sonden des Arrays und die
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Auswertung erfolgt iiber die Signalstirke der Fluoreszenzfarbstoffe. Bei einer Uber- oder
Unterreprasentation von genomischen Abschnitten der Patienten-DNA &andert sich die
Farbintensitdt und kann so mittels Software-unterstiitzter Datenauswertung sichtbar gemacht

werden (Abb. 10).
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Abbildung 10: Ablauf einer Arrayanalyse: Fluoreszenzmarkierung von Test und Referenz DNA mit zwei unterschiedlichen
Fluorochromen. Hybridisierung auf einem Array (1). Auswertung der Farbsignale mittels Laserscan (2). Computergestiitzte
Analyse und Darstellung der Ergebnisse (3). Verlust von chromosomalen Materials der Test-DNA: Zunahme des griinen
Farbstoffes. Zugewinn von chromosomalen Materials der Test-DNA: Zunahme des roten Farbstoffes. Ausgeglichenes

Verhdltnis zwischen Test und Referenz DNA: ausgeglichene Intensitdt beider Farbstoffe (Quelle: Monika Artl).

Damit kdnnen auch sehr kleine Deletionen oder Duplikationen im gesamten menschlichen Genom
gleichzeitig und ohne vorherige Kenntnis oder bestimmte Verdachtsdiagnosen iiber eine
Aberration detektiert werden. Daher wird diese Technik auch haufig als molekulare
Karyotypisierung bezeichnet, da Zugewinne oder Verluste im gesamten Genom mit einer sehr
hohen Auflésung analysiert werden konnen (Abb. 11). Balancierte Translokationen, Inversionen
und Insertionen kénnen allerdings nicht detektiert werden, da es bei diesen Aberrationen keinen

Verlust oder Zugewinn von genetischen Material gibt.
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Abbildung 11: Optische Darstellung des gesamten Genoms nach Arrayanalyse. Oben: Log2-Ratios der Intensitdten der
einzelnen iiber das Genom verteilten Sonden. Der Pfeil markiert eine kleine deletierte Region auf Chromosom 1. Unten:
Darstellung des zugehorigen Zytogenetischen Ergebnisses. Das korrespondierende Karyogramm zeigt fiir Chromosom 1

zeigt keine nachweisbare Verdnderung an der markierten Stelle (Quelle: Zur Verfiigung gestellt von Anna Obenauf).

Die aCGH hat in den vergangenen Jahren die Charakterisierung von genetischen Syndromen
wesentlich revolutioniert und verbessert. Viele neue Syndrome konnten so klinisch zugeordnet
und charakterisiert werden (Speicher et al. 2005). In der Pranataldiagnostik stellt diese
Untersuchung die Kliniker jedoch vor eine grofde Herausforderung, da bei einem genomweiten

Screening haufig Aberrationen beobachtet werden, die nur schwer zu interpretieren sind.

4.2.4.3 Nicht invasive prdnatale Tests (NIPT)

Die Entdeckung von cffDNA im Plasma und Serum schwangerer Frauen Ende der 1990-er Jahre
ermoglichte die Entwicklung nicht invasiver pradnataler Tests (Lo et al. 1997). CffDNA ist
extrazelluldre meist aus Trophoblasten stammende DNA, deren Anteil in der Schwangerschaft in
etwa 5-15% der gesamten zellfreien DNA im Plasma oder Serum der Schwangeren betragt (Eiben
et al. 2014). Trotz dieses relativ geringen Anteils ist es gelungen, erfolgreiche Verfahren zur

molekularen Diagnostik chromosomaler Aberrationen zu entwickeln (Gembruch et al. 2013).
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CffDNA stammt vermutlich aus apoptotischen Zellen der Plazenta und ist grundséatzlich stark
fragmentiert; die Bruchstiicke weisen haufig kaum mehr als ca. 150-170 Basenpaare auf (Lo et al.
2010). Aufgrund dieser starken Fragmentierung, nicht zuletzt aber auch wegen der
Nachweisgrenze, ist ein gewisser Mindestanteil von ca. 4% an fetaler DNA an der gesamten
zirkulierenden DNA im Serum oder Plasma notwendig, um ein qualitativ hochwertiges Ergebnis
liefern zu konnen (Geigl et al. 2011). Verschiedene Faktoren, wie vor allem das miitterliche
Gewicht, aber auch das miitterliche Alter, ein zu frithes Gestationsalter sowie die ethnische
Herkunft, Raucherstatus und biochemische Parameter kdnnen zu einer niedrigeren fetalen
Fraktionen von unter 4 % fithren (Metzker 2010, Jiang et al. 2012). Je geringer die fetale Fraktion,
desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit fiir falsch negative Resultate bzw. fiir die Notwendigkeit
einer Reanalyse oder gar einer erneuten Blutabnahme. Die fetale Fraktion hat somit einen

entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis.

Auch die Diskriminierung zwischen maternaler DNA und dem entsprechend relativ geringen
Anteil an fetaler DNA stellt eine grofle Herausforderung fiir eine solide qualitative und
quantitative Analyse dar. Die einfachste Unterscheidung zwischen fetaler und maternaler DNA ist
zunachst bei der DNA des Y-Chromosoms (Lo et al. 1997) sowie RhesusD-positiver Sequenzen
eines Fetus bei RhesusD-negativen Miittern gelungen (Lo et al. 1998). Bei weiblichen Feten bzw.
zur Etablierung eines erweiterten Untersuchungsspektrums wie z. B. Mikrodeletionen miissen
jedoch universelle DNA-Marker ihre Anwendung finden, um eine Unterscheidung zwischen
miitterlicher und fetaler DNA zu liefern und damit eine zuverldssige Diagnose zu gewahrleisten
(Geigl et al. 2011). In den letzten Jahren haben sich dazu in der NIPT unterschiedliche Strategien

etablieren kénnen.

4.2.4.3.1 SNP-Marker

Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP, engl. Single Nucleotide Polymorphisms) werden in vielen
Bereichen der molekularen Diagnostik eingesetzt. Hochpolymorphe Marker erlauben eine genaue
Unterscheidung zwischen zwei Individuen und ermoéglichen die Erstellung eines genetischen
Fingerprints. Bezogen auf die Pranataldiagnostik gilt ein SNP als informativ, wenn die Mutter
homozygot und der Fotus heterozygot ist. Deshalb muss bei diesem Versuchsansatz in einem
zusatzlichen Analyseschritt auch der gesamte miitterliche SNP-Status ermittelt werden (Dhallan

etal. 2007).
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Abbildung 12: Durchfiihrung eines NIPT mittels SNP Analyse. Gleichzeitige Isolierung von DNA aus miitterlichen
Zellen bzw. cf-DNA aus dem Plasma. Analyse beider Proben mittels SNP Marker. Softwaregestiitzte Analyse der

fetalen DNA (Natera 2018).

Fiir einen SNP-basierten NIPT werden iiblicherweise rund 20.000 reprasentative,
hochpolymorphe SNP-Marker der Chromosomen 13, 18, 21, X und Y ausgewertet. Die
Bestimmung eines aneuploiden Feten erfolgt liber eine errechnete Ratio der miitterlichen und der
fetalen Genotypen (Abb. 12). Im Falle eines euploiden Chromosoms 21 beim Feten (Status: AB)
stellt sich die Ratio zwischen dem Chromosom 21 und dem Referenzchromosom als balanciert
und damit beim Wert 1 dar. Liegt eine Trisomie 21 vor, so verschiebt sich das Verhaltnis nach 2

wenn das vaterliche Allel doppelt vorliegt (Status: ABB) bzw. unter 1 wenn das miitterliche Allel

doppelt vorhanden ist (Status: AAB) (Abb. 13).
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Abbildung 13: Analyseschema zur Feststellung des SNP-Status (Fetus-specific Ration (FSR)) beim Feten.
Euploides Chromosom 21: Balanciertes Verhdltnis = FSR 1 (linkes Fenster). Trisomie 21 vdterlicher

(mittleres Fenster) bzw. miitterlicher (rechtes Fenster) Herkunft: FSR von 2 bzw. unter 1 (Liao et al. 2012).
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4.2.4.3.2 Epigenetische Marker

Fetale DNA stammt hauptsdchlich aus Plazentazellen, daher werden bei diesem Ansatz
vornehmlich Gene gewdhlt, welche sich hinsichtlich ihres Methylierungsstatus von miitterlichen
Blutzellen unterscheiden. Die Problematik der notwendigen Bisufitkonversion bei
methylierungspezifischen PCRs und die damit einhergehende Degradierung der ohnehin schon
stark fragmentierten DNA konnte mittlerweile methodisch durch den Einsatz von
methylierungssensitiven Restriktionsenzymen umgangen werden (Poon et al. 2002, Chiu et al.
2011, Chim et al. 2005). Eine weitere Strategie zur methylierungsspezifischen Diskriminierung

stellt auch die Immunprazipitation dar (Papageorgiou et al. 2011).

4.2.4.3.3 Fetusspezifische mRNA

Die Untersuchung fetusspezifischer mRNA stellt einen dhnlichen Ansatz wie die Unterscheidung
durch epigenetische Marker dar, um den stérenden Einfluss der miitterlichen DNA zu reduzieren.
Hier werden in erster Linie Transkripte analysiert, welche ausschliefilich von der Plazenta und

nicht von miitterlichem Gewebe exprimiert werden (Lo et al. 2007).

4.2.4.3.4 Whole Genome Sequencing (WGS)-basierte Tests

Durch den Einsatz der massiven parallelen Sequenzierung besteht die Moglichkeit, mehrere
Millionen unterschiedlicher Nukleotidsequenzen bzw. das gesamte Genom in einem einzigen
Ansatz zu analysieren. Beim Vorliegen einer Aneuploidie, meistens einer Trisomie, kann der

Anstieg der DNA-Molekiile des entsprechenden Chromosoms abgeleitet werden.

Grundsatzlich ist der Unterschied zwischen einem aneuploiden bzw. euploiden Status
ausgesprochen gering. So macht beispielsweise ein relativ kleines Chromosom wie das
Chromosom 21 nur 0,75% des gesamten menschlichen Chromosoms aus. Das entspricht 1,5% bei
einem gesunden Menschen bzw. 2,25% bei einer Trisomie 21. Umgelegt auf den geringen Anteil
von cffDNA von in etwa 10% im miitterlichen Plasma oder Serum ist der Unterschied zwischen
einer Trisomie 21 und einer Normalschwangerschaft bei 0,075%. Diesbeziiglich werden
statistische Verfahren wie die Z-Score Statistik angewandt, um diesen geringen Unterschied

detektieren und valide auswerten zu kénnen (Geigl et al. 2011).
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4.2.4.3.5 Kommerzielle NIPT Anbieter

Seit der Einflihrung der ersten NIPT in den USA und China im Jahr 2012, haben sich zahlreiche
Anbieter mit unterschiedlichen Methoden am Markt etabliert. Mittlerweile werden
unterschiedliche NIPT in mehr als 60 Lindern der Welt angeboten und mehrere Millionen
Schwangere haben diese Tests bereits in Anspruch genommen. Im Laufe der Jahre sind die Kosten
der Tests kontinuierlich gesunken (Dohr et al. 2014), sodass bei einer Entscheidung fiir einen
NIPT heutzutage, je nach Anbieter und Umfang des Tests, mit 200€ bis 400€ gerechnet werden
muss (Ariosa Diagnostics 2018, LifeCodexx 2017, Natera 2018). Die am weitesten verbreiteten
Tests sind der ,Panoramatest” der Firma Natera, der ,Praenatest” der Firma LifeCodexx und der

»+Harmonytest“ der Firma Ariosa, diese wurde 2015 von Roche tibernommen.

Hinsichtlich des methodischen Ablaufs und/oder der Anreicherung von bestimmten Sequenzen
haben die einzelnen Anbieter von NIPTs unterschiedliche Strategien entwickelt. So findet bei dem
aus Deutschland stammenden Praenatest der Firma LifeCodexx eine WGS-basierende Strategie
ihre Anwendung. Bei dem in den USA vorherrschenden Panoramatest die Analyse mittels SNP-
Technologie. Auch der Anbieter des in Osterreich hauptsichlich angebotenen Harmony-Tests der
Firma Ariosa verwendet SNP-basierte Tests. Im Gegensatz zum Panoramatest hingegen jedoch ein
sogenanntes DANSR-Verfahren (digital analysis of selected regions) bei dem gezielt nur
bestimmte Zielsequenzen amplifiziert und analysiert werden. Bei diesem Verfahren werden SNP-
Sequenzen bestimmter Chromosomen wie 13, 18 und 21 mittels einer zielgerichteten
Amplifikation analysiert (Abb. 14) (Ariosa Diagnostics 2018). Diese selektive Anreicherung fiihrt
zu einer wesentlichen Effizienzsteigerung durch die hoéhere Coverage in der Analyse der

ausgewahlten Chromosomen (Stumm et al. 2012, Sparks et al. 2012).
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der gesamten zirkulierenden DNA im miitterlichen Kreislauf.
Darstellung von nicht untersuchter DNA (unmapped cf-DNA) bzw. fetaler und miitterlicher cf-DNA
der Chromosomen 13, 18 und 21 (Ariosa Diagnostics 2018).

Da die genannten Verfahren auf der statistischen Verschiebung innerhalb von einzelnen
Sequenzen bzw. einem Referenzgenom beruhen, kénnen Triploidien grundsatzlich nicht erkannt
werden. Lediglich beim Panoramatest wird optional auch die Abklarung einer Triploidie
angeboten. Derzeit werden von einigen Anbietern von NIPTs wie LifeCodexx oder Natera neben
Aneuploidien der Geschlechtschromosomen, auch haufige Mikrodeletionssyndrome wie
DiGeorge, Prader-Willi oder Wolf-Hirschhorn analysiert. Natiirlich steht auch die Entwicklung von
Tests fiir monogene Erkrankungen im steigenden Interesse der Wissenschaftler. Der Nachweis
von vaterlichen Mutationen z.B. FGFR3 Mutationen, die autosomal dominant vererbt werden, ist
dabei einfacher zu fiihren, als die Diagnose von autosomal rezessiv libertragenen Krankheiten vor
allem wenn beide Eltern die Trager der gleichen Mutation sind (z.B. adrenogenitales Syndrom).
Die Etablierung solcher Tests steht jedoch sowohl in der pranatalen Routinediagnostik aus Zellen
fetalen Ursprungs als auch in der Diagnostik von cffDNA bis dato trotz vielversprechender

Ergebnisse noch aus (Helgeson et al. 2015, Geigl et al. 2011).

4.2.4.3.6 Sensitivitdit und Spezifitcit

Abhiangig von den unterschiedlichen Versuchsansiatzen konnen unterschiedliche
Qualitatsparameter abgeleitet werden. Allen voran miissen natiirlich die Qualitit der cf-DNA, der
Anteil der fetalen Fraktion sowie die Coverage als erste Parameter zur Sicherung einer profunden

und reproduzierbaren Analyse herangezogen werden.
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Haufig werden fiir die Sicherheit der Ergebnisse bei den unterschiedlichen Firmen statistische
Parameter wie Sensitivitdt, Spezifitit und Falsch-Positiv/Negativ-Rate zur Qualitatssicherung und
Analysensicherheit angegeben. Die Sensitivitdat gibt dabei die Fahigkeit eines Testsystems an,
Kranke als tatsachlich krank einzustufen und ist somit die Trefferquote einer Analyse. Die
Sensitivitdt einer Methode ergibt addiert mit der Falsch-Negativ-Rate immer den Wert 1 (oder
100%). Die Spezifitdt gibt hingegen die Fahigkeit eines Tests an, Gesunde als gesund oder negativ
zu identifizieren und wird deshalb auch als die richtig-negativ Rate bezeichnet. Addiert man zur
Spezifitit die Falsch-Positiv-Rate, so ergibt sich auch hier der Wert 1 (oder 100%). Alle diese
Werte konnen eher als epidemiologisch relevante Kerngrofien gesehen werden. Klinisch
relevanter fiir die Patientinnen ist jedoch der positiv pradiktive Wert (PPV) bzw. der negativ
pradiktive Wert (PNV). Diese geben an, mit welcher Wahrscheinlichkeit die Patientin, wenn sie

als positiv/negativ eingestuft wurde, auch tatsachlich positiv/negativ ist.

Fiir die haufigsten Aneuploidien findet man in der Literatur unterschiedliche Werte hinsichtlich
der einzelnen Chromosomen. Nicht zuletzt aufgrund der hohen Fallzahlen weisen die
Untersuchung der Trisomie 21 bei allen Studien die hochste Sensitivitat (>99%) und Spezifitat
(99%) auf. Dies ist vor allem auch auf die hohen Fallzahlen mit einer entsprechenden Trefferquote
zuriickzufiihren. Fiir die Trisomie 18 werden jeweils 97-99% Sensitivitat bzw. 79-92% fiir die
Trisomie 13 angegeben (Sachs et al. 2015). Die Spezifitiat wird bei den meisten Aneuploidien mit

99%, respektive Falsch-Positiv-Rate mit 1 % beziffert.
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5 DISKUSSION

Als Kary Mullis 1983 die Methode der PCR erfand, lieferte dies einen substantiellen
Quantensprung in der molekularen Diagnostik und ermoglichte eine immense Verbesserung und

Beschleunigung in unzihligen Bereichen der Medizin und Biowissenschaften.

Derzeit befindet sich die genetische Diagnostik durch die Entwicklung des NGS und den damit
einhergehenden verminderten Kosten bei erhéhtem Durchsatz erneut in einem bannbrechenden
Wandel. Diese Entwicklungen machen auch vor sensiblen Bereichen wie der Pranataldiagnostik
nicht halt. Die Moglichkeit mittels einer nicht invasiven Diagnostik eine Analyse fiir die relevanten,
haufigsten Trisomien bereitzustellen, bringt einen Paradigmenwechsel mit sich. Die
Untersuchung weiterer genetischer Erkrankungen wie etwa Mikrodeletionssyndrome werden
bereits kommerziell angeboten. Doch selbst das derzeit angebotene Spektrum an
Untersuchungsmethoden stellt mit Sicherheit nicht das Ende der Moglichkeiten dar, da
mittlerweile das gesamte fetale Genom aus dem miitterlichen Blut rekonstruiert werden kann

(Kitzman et al. 2012).

Diese Entwicklung beschleunigt nicht nur die Diagnosestellung ganz wesentlich, sondern wird
auch ein grundlegendes Umdenken in Analytik, Beratung und dem individuellen Umgang mit
genetischen Daten mit sich bringen. Wahrend beispielsweise vor wenigen Jahren das miitterliche
Alter ab 35 Jahre noch als sichere Indikation fiir eine invasive Pranataldiagnostik galt, hat der
zunehmende Anteil an alteren Schwangeren auch zu einer erhéhten Pravalenz von Trisomie 21
gefiihrt. Dadurch miisste sich, nach alten Richtlinien, heutzutage ein sehr hoher Anteil an alteren
Schwangeren mit der Frage nach einer invasiven Prinataldiagnostik auseinandersetzen (Held et
al. 2014). Die Entwicklung des ETS hat dieser Notwendigkeit die Brisanz genommen, sodass eine
invasive Diagnostik trotz steigender Anzahl an dlteren Schwangeren zahlenméfiig kontinuierlich

gesunken ist.

Trotz des technischen Fortschritts auf dem Gebiet der NIPTs, werden die invasiven Methoden mit
angeschlossener Zytogenetik in der Pranataldiagnostik derzeit immer noch als der Goldstandard
zur Analyse von chromosomalen Aberrationen herangezogen. Der grofie Vorteil dieser
Untersuchung ist die Maoglichkeit viele einzelne Zellen hinsichtlich chromosomaler
Veranderungen beurteilen zu kénnen. Im Rahmen der klassischen Zytogenetik konnen sowohl
numerische als auch strukturelle Chromosomenaberrationen festgestellt werden, allerdings mit
der Limitation einer eingeschrankten Auflosung. Im Gegensatz zu molekularen Methoden wie
Array-basierenden Verfahren oder den derzeitig angewandten NGS-Strategien, konnen

ausgeglichene Chromosomenmutationen wie balancierte Translokationen, Inversionen oder
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Insertionen bei entsprechender GrofRe und mikroskopischer Auffalligkeit ausschlief3lich mit der
klassischen Zytogenetik detektiert werden. Die Feststellung von Mosaikkonstellationen im
Untersuchungsmaterial kann durch den parallelen Ansatz mehrerer Kulturen relativ leicht
gefithrt werden. So konnen auch Kulturartefakte gut beurteilt werden, wenn Aberrationen
beispielsweise lediglich in nur einer Kultur bzw. iiberhaupt nur einem Zellklon vorkommen. Wird
nach der Kultivierung der Zellen aus Fruchtwasser oder CVS DNA isoliert und anschliefiend mit
molekulargenetischen Methoden analysiert, ist der Nachweis bzw. Ausschluss von

Kulturartefakten allerdings nicht mehr gegeben.

Die Hoffnungen und Bestrebungen invasive Methoden durch minimal oder nicht invasive
Methoden vollstiandig abldsen zu kénnen, bestehen vor allem wegen der moglichen Gefahrdung
der Schwangerschaft. Ublicherweise werden Punktionen in Spezialkliniken bzw. Prinatalzentren
von hochspezialisierten Fachpersonal durchgefiihrt, dennoch besteht durch den invasiven
Eingriff ein Abortrisiko von ca. 0,5 - 1%. Fiir die standardméf3ig angeschlossene Zytogenetik
besteht zusatzlich ein hoher Personalaufwand mit den dafiir hochqualifizierten Personen, um
speziell bei der Chromosomenauswertung eine Auflésungsgrenze von 5-10 Megabasen
gewahrleisten zu konnen. Ein weiterer Nachteil von invasiven Methoden mit der relativ
kostengiinstigen Zytogenetik ist die relativ lange Kultivierungsdauer von durchschnittlich 14
Tagen. Nach einer CVS besteht aufgrund der hohen Zellzahl zwar zusatzlich zur Kultivierung der
Zellen auch die Moglichkeit einer Direktpraparation von Chromosomen aus den Zotten, allerdings
erlaubt diese Methode haufig nur eine numerische und grob strukturelle Beurteilung der
Chromosomen, sodass eine Kultivierung der Zellen zur Absicherung jedenfalls noch abgewartet
werden sollte. Die CVS wird in den meisten Fallen bereits im ersten Trimenon zwischen 10.-12.
SSW durchgefiihrt, eine Fruchtwasserpunktion frithestens ab der 14. SSW. Die CVS koénnte daher
noch ein Ergebnis innerhalb der Fristenlosung bis zur 12. SSW liefern. Das bedeutet, dass eine
Termination der Schwangerschaft innerhalb des gesetzlichen Rahmens auch ohne Indikation auf
bloRen Wunsch der Mutter durchgefiihrt werden konnte. In Osterreich erfolgt daher die Analyse
der Geschlechtschromosomen bzw. die Mitteilung des Geschlechts bei einer CVS erst nach der 12.

SSW, um eine Abtreibung aufgrund eines unerwiinschten Geschlechts des Kindes zu vermeiden.

Zusatzlich zur Zytogenetik konnen aus dem gewonnenen Fruchtwasser oder den Chorionzotten
direkt aus dem Untersuchungsmaterial oder aber auch nach erfolgter Kultivierung
unterschiedliche FISH-Analysen angeschlossen werden. Der FISH-ST fiir die haufigsten Trisomien
13,18, 21 sowie X und Y wird auch noch heute von vielen Sondenherstellern kommerziell als Test-
Kitangeboten und war viele Jahre eine solide und schnelle Methode, um Klarheit tiber numerische
Auffalligkeiten dieser Chromosomen zu liefern. Die Analyse von Interphasekernen liefert

innerhalb weniger Stunden nach der Punktion ein Ergebnis. Abhdngig von der morphologischen
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Qualitdt und Anzahl der Interphasekerne kann die mikroskopische Auswertung der Tests auch
bei einer hohen fachlichen Kompetenz der beurteilenden Person eine grof3e Herausforderung und
vor allem einen hohen zeitlichen Aufwand darstellen. Der FISH-ST wurde heutzutage fast zur
Ganze von der quantitativen Fluoreszenz-PCR abgelost. In einem Multiplex-PCR Ansatz kdnnen
die Proben hinsichtlich der Chromosomen 13, 18 und 21 mittels Markeranalyse untersucht
werden, die Aussagekraft ist bei diesem Test vergleichbar mit dem FISH-ST. Die Methode ist von
der Qualitat der Zellen nahezu unabhéngig, da in den meisten Fallen ausreichend hochmolekulare
DNA extrahiert werden kann, um eine profunde Analyse zu gewihrleisten. Ahnlich wie beim FISH-
ST liefert die QF-PCR ein Ergebnis innerhalb von wenigen Stunden. Die Auswertung erfolgt
Software-unterstiitzt und kann daher leichter objektiviert werden als die mikroskopische Analyse
des FISH-ST. Mosaikkonstellationen konnen sowohl mit der QF-PCR als auch dem FISH-ST
detektiert werden, wobei eine Differentialdiagnose zwischen Mosaikkonstellationen und
miitterlicher Kontamination mit der QF-PCR durch die parallele Marker-Statusbestimmung der
miitterlicher DNA leichter gefiihrt werden kann als der FISH-ST. Hier ist eine Kklare
Unterscheidung zwischen miitterlichen und fetalen Zellen nur bei einem méannlichen Fetus iiber

die Fluoreszenzsignale fiir die Geschlechtschromosomen moglich.

Weitere FISH Untersuchungen mittels Sonden fiir Mikrodeletionssyndrome (DiGeorge, Cri-du-
Chat, Williams-Beuren) oder Whole Chromosome Paint Sonden werden meist ausschliefilich
indikationsspezifisch bei Vorliegen eines dringenden Verdachts auf ein bestimmtes Syndrom oder
eine strukturelle Aberration durchgefiihrt. Seit der Einfithrung von Array-Analysen wurden
jedoch auch diese Untersuchungen weitestgehend abgelost. Die Analyse von
Mikrodeletionssyndromen kann mit der Array-Analyse ebenso gefiihrt werden wie mit
spezifischen Fluoreszenz-Sonden. Die erweiterte Aussagekraft eines Arrays bietet jedoch viele
Vorteile. Einerseits kann mittels einer FISH-Sonde ausschlieRlich die spezifisch hybridisierte
Zielregion Uberprift werden, wiahrend mit dem Array die Bruchpunkte einer Aberration bis auf
wenige Kilobasen hin bestimmt werden koénnen. Dies spielt zum Beispiel bei der
Differentialdiagnose von Syndromen in gleichen Regionen mit unterschiedlicher Grofie und
Beteiligung von mehreren Genen eine Rolle. Zusatzlich ermoglicht die Arrayanalyse auch die
Feststellung von Duplikationen, welche mit einer FISH-Sonde nur in Sonderfillen detektiert
werden konnen. Aufderdem wird bei einer Array-Untersuchung das gesamte Genom analysiert,
welches die diagnostische Aussagekraft wesentlich erh6ht. Der kostentechnische und apparative
Aufwand bei einer Arrayanalyse macht eine Entscheidung zur Durchfithrung dieser Technik
jedoch von den finanziellen Moglichkeiten eines Labors abhiangig. Methodisch ist die Analyse von
vier bis acht Proben auf einem einzigen Array vorgesehen, sodass diese Untersuchung nur fiir

Labors mit einem entsprechenden Probendurchsatz sinnvoll ist.
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Die Etablierung der Mikroarray Untersuchungen erweiterte die Moglichkeiten in der
humangenetischen Diagnostik und erméglichte die Aufklarung einer Reihe von bisher ungeldsten
Fillen. Die bis zur Einfilhrung des Arrays als Standard angewandte klassische G-
Banderungstechnik konnte aufgrund der eingeschrankten Auflosung im Bereich von etwa 5-10
Mb kleinere und submikroskopische Deletionen oder Duplikationen nicht detektieren. Die
Einfithrung der Arraytechnologie erlaubte die Analyse von kleinsten Aberrationen im gesamten
Genom und filhrte zur Charakterisierung vieler neuer Mikrodeletions- und
Mikroduplikationssyndrome, die bisher nur unzureichend beschrieben waren. Mittels des Arrays
konnen gleichzeitig hunderte genetische Syndrome analysiert und festgestellt werden (Patel et al.

2016).

In der Prinataldiagnostik hat sich die aCGH dennoch nur sehr langsam durchgesetzt, da die
Interpretation von moglichen pathogenen Befunden, die nicht in ursidchlichem Zusammenhang
mit der urspriinglichen Indikation stehen, zu groflen Bedenken seitens der beratenden Arzte
gefithrt hat. Der Umgang mit Aberrationen deren Einschatzung aufgrund unzureichender
Beschreibung in Datenbanken schwierig ist, wird nach wie vor heftig diskutiert. Mittlerweile
haben die vielen Vorteile einer Arrayuntersuchung beim gleichzeitigen Vorliegen einer
entsprechenden Indikation viele Bedenken weitestgehend ausgerdumt und die Analyse zdhlt

mittlerweile zum festen Bestandteil in der Pranataldiagnostik.

Fiir die molekulare Karyotypisierung mittels Array bendtigt man aus dem Fruchtwasser- oder
Chorionzellen isolierte DNA. Die Isolierung von DNA aus Zellen ist sowohl direkt nach der
Probenentnahme als auch nach erfolgreicher Kultivierung moglich. Um etwaige falsch positive
Befunde durch Kulturartefakte zu vermeiden, ist der direkten Isolierung von DNA in jedem Fall
der Vorzug zu geben. Mit der erhaltenen DNA konnen samtliche molekulargenetische
Untersuchungstechniken wie Array-Diagnostik, die Durchfilhrung der QF-PCR oder auch
spezifische Sequenzierungen aufgrund spezieller Indikationen wie in etwa monogene
Erbkrankheiten in der Familie angeschlossen werden. Aus den Zellen kann - im Gegensatz zu der
sehr stark fragmentierten fetalen DNA aus miitterlichem Plasma - hochmolekulare und daher
qualitativ sehr hochwertige DNA gewonnen werden. Zudem macht die fetale DNA im
miitterlicheren Plasma nur einen kleinen Teil aus, was hochsensitive Methoden zum Nachweis
der cffDNA erfordert. Mitterliche Kontaminationen konnen aber auch bei allen invasiven
Techniken vorkommen. Dies liegt zum einen an der Entnahmetechnik und Erfahrung des
Operateurs oder einem vorangegangenen Einbluten in die Entnahmestelle bzw. in die
Fruchthohle. Im Normalfall sollte deshalb bei allen invasiven Methoden gleichzeitig auch eine
Abnahme von miitterlichen Blut vorgenommen werden, um gegebenenfalls einen

Kontaminationsausschluss mittels Markeranalyse durchfiihren zu kénnen.
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Nicht invasive Methoden wie z. B. der Combined Test im Rahmen des ETS basieren auf
Risikokurven und Berechnungsalgorithmen zur Ermittlung eines individuellen Risikos aufgrund
von miitterlichem Alter, Ultraschallaufalligkeiten und serologischen Parametern. Diese zielen in
erster Linie darauf ab, Risikoschwangerschaften zu erkennen, um fiir die Schwangere ein
entsprechendes Management oder gar eine Intervention folgen zu lassen. Grundsatzlich sollten
Screeningverfahren eine hohe Sensitivitidt und Spezifitit aufweisen. Die Detektionsrate des ETS
hat sich, speziell bei der Trisomie 21, in den vergangenen Jahren als sehr genau herausgestellt und
wird deshalb in einigen europdischen Landern bereits als Regelleistung angeboten (Ekelund et al.
2008). In Osterreich ist diese Untersuchung nach wie vor die freiwillige Entscheidung der Mutter
und wird ausschliefdlich kostenpflichtig angeboten. Trotz der hohen Trefferquote muss dieser
Test lediglich als Entscheidungshilfe fiir Schwangere zur Durchfilhrung einer invasiven
Diagnostik angesehen werden. Der Test ist im Rahmen einer Ultraschalluntersuchung mit
miitterlicher Blutabnahme einfach und auch kostengiinstig durchfiihrbar. Ein unauffalliges ETS
kann fiir schwangere Frauen eine auch ein zusatzliches Argument sein, eine invasive Diagnostik
erst gar nicht durchfiihren zu lassen. Ein negatives Testergebnis bedeutet aber nicht zwingend
tatsichlich ein gesundes Kind erwarten zu konnen. Umgekehrt kann bei einem auffalligen ETS
ausschliefilich eine invasive Diagnostik genaue Aufklarung bringen. Fiir viele Schwangere kann
dieser Screeningtest daher als Entlastung angesehen werden, flir viele erweist sich dieser jedoch
auch als nachteilig. Wenn eine Schwangere keinerlei Konsequenzen aus einem positiven Befund
ziehen wiirde, ist die Durchfiihrung dieser Analyse von vorne herein in Frage zu stellen, da dieser
in diesem Fall nur zu einer Verunsicherung fithren wiirde. Daher sollte der Aspekt einer
Entscheidung nach einem positiven Ergebnis in einem ausfithrlichen Gespriach mit den

zustandigen Arzten vorab geklirt werden.

Das ETS hat sich in den letzten Jahren zu einer wichtigen Screeningmethode fiir eine grof3e Anzahl
von Schwangerschaften mit Komplikationen entwickelt. Es bleibt abzuwarten, ob der NIPT diese
gut etablierte Methode ablésen wird, zumal beim klassischen ETS die Ultraschalldiagnostik als
zentraler Bestandteil eine wesentlich erweiterte Aussagekraft gegentiber der NIPT bietet. Derzeit
ist der NIPT im Gegensatz zum ETS vorwiegend auf ein Aneuploidiescreening ausgerichtet. Die
Bestrebungen von kommerziellen NIPT Anbietern gehen jedoch hin zur Detektion einer
zunehmenden Anzahl weiterer Indikationen wie Mikrodeletionssyndrome und in Zukunft

wahrscheinlich auch monogene Erkrankungen.

Derzeit gibt es fiir die Durchfiihrung von NIPT im deutschsprachigen Raum klare Richtlinien und
Entscheidungskriterien (Schmid et al. 2015): Demnach soll ein NIPT ausschliefilich als
erganzende Methode zur klassischen Vorsorgeuntersuchung im Rahmen der Mutter-Kind-Pass

Untersuchungen bzw. nach einem auffilligem Combined Test gesehen werden. Die Untersuchung
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soll eine weitere Entscheidungshilfe fiir oder gegen einen invasiven Eingriff wie etwa einer

Fruchtwasserpunktion liefern und somit die Anzahl an invasiven Eingriffen reduzieren.

Eine Screeningmethode soll nicht als Analyse zur Feststellung oder dem Ausschluss einer
genetischen Erkrankung gesehen werden und darf daher nicht als primares Screening fiir
Trisomie 21 ihre Anwendung finden. Im Moment wird der NIPT fast ausschliefilich als

Erweiterung nach einem auffélligen ETS durchgefiihrt.

Trotz der guten Aussagekraft hinsichtlich der gidngigsten Trisomien muss vor allem bei der
Erstellung von klinischen Befunden auf die Limitationen dieser Methode hingewiesen werden. Die
Ursache solcher Einschrankungen liegt zum einen an der Natur der chromosomalen Veranderung
die zu keinem Zugewinn oder Verlust von genetischen Material fithrt oder unter der
Nachweisgrenze bleibt, aber auch andere Faktoren wie eine vorliegende Grunderkrankung der
Mutter oder andere biologische Faktoren konnen ein Testergebnis beeinflussen.
Zusammengefasst kann das Vorliegen der folgenden Griinde zu falsch negativen Ergebnissen

fihren:

e Strukturelle Chromosomenaberrationen wie in etwa balancierte Translokationen und
Insertionen, die zu keinerlei quantitativen Veranderungen von genetischen Material
fithren

o Polyploidien, da die Tests auf statistischen Verschiebungen innerhalb von DNA-
Fraktionen beruhen

e Somatische und fetale Mosaike oder fetoplazentare Diskrepanzen: Diese liegen zum einen
unter der Nachweisgrenze, da der Anteil der cffDNA an der Gesamt-ccf-DNA ohnehin
schon sehr gering ist. Zum anderen sind die Mutationsraten im Trophoblast relativ hoch
und koénnen so, abhdngig vom Zeitpunkt der Mutation, zu fetalen Mosaiken oder
Plazentamosaiken fiihren und somit falsch positive Ergebnisse liefern

e Vanishing Twins. Vor allem in der Reproduktionsmedizin kann ein abgestorbener Zwilling
geniigend cffDNA beitragen, um ein Ergebnis zu verfalschen

e Maternale gonosomale Mosaike

e Vorliegende maternale genetische Erkrankungen wie beispielsweise
Tumorerkrankungen oder andere Kopienzahlveranderungen kénnen das Ergebnis

beeinflussen

Die Strategien des NIPTs konnen unter den einzelnen Anbietern wesentlich differieren. Davon
abhéngig ist entsprechend auch die Liste der Limitationen zu sehen. Wéhrend einige Firmen
ausschliellich auf das Aneuploidiescreening der Chromosomen 13,18, und 21 fokussiert sind,

wird von anderen Anbietern auch die Untersuchung von Geschlechtschromosomen sowie

40



bestimmten Mikrodeletionssyndromen angeboten. Schwangere miissen besonders auf die
Problematik im Umgang und der Interpretation hinsichtlich von Detektionsraten und pradiktiver
Wertigkeit hingewiesen werden. Aufgrund der hohen Fallzahlen aber auch der hohen Pravalenz
ist die Detektionsrate fiir die Trisomie 21 mit iiber 99% wohl die Uberzeugendste. Bei den
Trisomien 13 und 18 variieren die Angaben der NIPT Anbieter zwischen 75-99%. Fiir die
Patentinnen miissten die Detektionsraten jedoch nur als statistische Parameter interpretiert
werden. Viel relevanter ist die Angabe des positiv pradiktiven Wertes (PPV, positive predictive
value). Dieser gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein positives Testergebnis tatsachlich
positiv ist und ein negatives Ergebnis eine Aberration ausschliefden kann. Zudem hangt der PPV
auch von der Pravalenz der Krankheit ab, und ist somit umso zuverlassiger je mehr Betroffene in
einer Kohorte vorhanden sind. Daher gibt es gute Vorhersagewerte fiir Trisomie 21 und Frauen
tiber 35 Jahre, da es hier wesentlich 6fter zum Vorliegen einer Trisomie 21 kommt als bei unter
25-jahrigen, bei denen eine Trisomie 21 ein seltenes Event darstellt. Auf3erdem gibt es bzgl. der
PPV auch grof3e Unterschiede, da viele NIPT Ergebnisse zum einen nicht immer mit einer weiteren
zweiten Untersuchungsmethoden bestdtigt werden. Zum anderen hdngt die Diagnose einer
Trisomie auch noch an vielen anderen Faktoren wie miitterliches Alter oder

Ultraschallauffalligkeiten, welche bei einem reinen NIPT nicht miteinbezogen werden.

Fest steht jedoch, dass die Testung von Aberrationen der Geschlechtschromosomen sowie von
Mikrodeletionssyndromen aufgrund nicht ausreichender Fallzahlen noch nicht dieselbe Testglite
liefern kann wie jene der Trisomie 21. Die Falsch-Positiv-Raten werden zwar hoher eingeschatzt
als bei den gut etablierten Aneuploidien 13, 18 und 21, allerdings gibt es noch keine konkreten
Daten (Vora et al. 2014). Vor allem bei den Mikrodeletionssyndromen sind die Fallzahlen viel
geringer als vergleichsweise bei der Trisomie 21. Auch innerhalb der Mikrodeletionssyndrome
konnen die Detektions- und Falsch-Positiv-Raten nicht verglichen werden, da es sich um
genetische Erkrankung mit vollig unterschiedlichen Prdvalenzen handelt. Beispielsweise liegt
beim DiGeorge-Syndrom mit einer Pravalenz von ca. 1:2.500 und einer Detektionsrate von 99%
der positive pradiktive Wert in etwa bei 5%. Hingegen beim Cri-du-Chat Syndrom mit einer
niedrigeren Pravalenz von 1:50.000 adndert sich bei gleichbleibender Detektionsrate der positive
pradiktive Wert auf 0,27%. Das dndert die Wertigkeit eines NIPT fiir die unterschiedlichen
Indikationen signifikant und sollte daher auch ein wichtiger Bestandteil in der Aufklarung der
Schwangeren sein. Dazu kommt, dass Mikrodeletionssyndrome wie z. B. das DiGeorge Syndrom
per se nicht letal sind und deren Untersuchung mit der urspriinglichen Indikationen nicht
zwingend im Zusammenhang stehen muss, oder vielleicht sogar als Erhebung eines
Zufallsbefunds eine grofiere Verunsicherung fiir eine Schwangerer darstellt. Dies stellt auch in der

Beratungssituation eine grofe Herausforderung dar. Dementsprechend miissen die Auswahl der
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entsprechenden NIPT-Plattformen, die Bedeutung der Ergebnisse und vor allem die weiteren

Schritte nach einem NIPT genauestens mit der Patientin erldutert werden.

Als weitere Problematik kann sich nach einem NIPT auch die Feststellung weiterer Zufallsbefunde
ergeben. Da ca. 90% der zirkulierenden DNA miitterlichen Ursprungs sind, wird bei einem NIPT
auch der genetische Status der Mutter miterhoben. Nicht selten werden dabei miitterliche
gonosomale Aneuploidien detektiert und kénnen somit das Ergebnis verfalschen (Wang et al.
2014). In diesem Zusammenhang dirfen auch die Detektionsraten hinsichtlich der
Geschlechtschromosomen  hinterfragt werden, da Mitter mit Aberrationen der
Geschlechtschromosomen  durchaus einen  wichtigen  genetischen  Beitrag zum
Untersuchungsergebnis liefern. Des Weiteren konnen auch maligne Geschehen durch die
Ausschwemmung von zirkulierender Tumor DNA einen wesentlichen Einfluss auf das Ergebnis
nehmen(Bianchi et al. 2015). Als letzte Schwierigkeit in der Analyse sollen an dieser Stelle auch
noch Plazentamosaike genannt werden, denn auch eine Mosaikkonstellation innerhalb des
Plazentagewebes kann eine starke Uber-/oder Unterreprisentation der tatsichlich gesunden

DNA des Feten und damit falsch positive Ergebnisse bewirken.

Insbesondere die zuletzt angefiihrten Faktoren sollen die Wichtigkeit von angeschlossenen
invasiven Analysemethoden zur Abklarung der Ergebnisse hervorheben. Je nach Auffalligkeiten
im Ultraschall bzw. Ergebnissen des ETS sollte sorgféltig abgewogen werden, ob ein NIPT in
bestimmten Fillen der Mutter iiberhaupt angeboten werden sollte, oder von vorne herein eine
invasive Methode angeraten werden sollte. Kann beispielsweise der Verdacht auf eine Trisomie
13,18 oder 21 aufgrund des Ultraschalls weitestgehend ausgeschlossen werden oder liegt bereits
der Verdacht auf ein konkretes genetisches Syndrom vor, kann der Schwangeren ein unndtiger

psychischer Stress aufgrund der verlangerten Abklarungszeit durch den NIPT erspart werden.

Die stindige Verbesserung der Analyse und der technische Fortschritt werden auf dem Gebiet der
NIPTs kurz- bis mittelfristig die zuverladssige Diagnosestellung vom bisherigen, aber auch einem
sich standig erweiternden Spektrum an kleinen unbalancierten Chromosomenstoérungen,
vielleicht sogar von monogenen Erkrankungen zulassen. Die Feststellung von genomweiten
Aberrationen bzw. das Screening auf bekannte autosomal dominant vererbte Erkrankungen oder

Kopienzahlveranderungen (CNV) wird zukiinftig bereits vor der 12. SSW maglich sein.

Durch die stindige Verbesserung von Datenbanken, die immer strenger validiert und somit
praziser werden, kénnen die generierten Daten einfacher und genauer interpretiert und
klassifiziert werden. Technische Limitationen von heute werden sich in absehbarer Zeit durch
Verbesserungen der derzeitigen Methoden oder durch neue Untersuchungsstrategien aufheben.

Damit werden viele der heutigen Probleme zunehmend in den Hintergrund riicken.
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Hinzu kommt, dass die globalisierte Medizin auch fiir Patienten selbst die Mdglichkeit eroffnet,
nationale Gesetzgebungen zu umgehen und eine Blutprobe eigenstdndig im Ausland analysieren
zu lassen. Eine umfassende genetische Beratung wird, im Falle dass die Proben von ausldandischen
Anbietern liberhaupt angenommen werden, meist nicht im Untersuchungsangebot inkludiert. Bei
allen Limitationen und Einschrankungen des NIPT wére es dementsprechend kurzsichtig, sich vor
der Weiterentwicklung als diagnostisches Tool zu verschliefRen. Vielmehr ist es besonders
wichtig, eine gute allgemeine Aufkldrungsarbeit, individuelle genetische Beratung im Rahmen der
nationalen Gesetze sowie Empfehlungen einschlagiger Berufsgruppen zu gewdahrleisten und vor

Ort anbieten zu konnen.

Die Anwendung von Hochdurchsatzanalysen wie zum Beispiel aCGH aber auch NGS hat die
vorgeburtliche Diagnostik stark verdndert. Bisher wurde die pranatale Diagnostik von
hochspezialisierten humangenetischen Laboreinrichtungen mit dem entsprechenden
medizinischen und wissenschaftlichen Personal angeboten. Auch wenn die Analysen relativ
kostengiinstig durchgefithrt werden konnten, waren das Know-How sowie der apparative
Aufwand bisher meist nur akademischen Institutionen vorbehalten. Bei NIPT wird die Analyse
zunehmend von kommerziellen Anbietern durchgefiihrt, die ihre Ergebnisse gewissermafien als
Dienstleister, anbieten und entsprechend grofdes Interesse daran haben, den Test
indikationsunabhédngig als frithe Screeningmethode zu etablieren. Gerade fiir haufige
Aberrationen wie die Trisomie 21 wird ein routineméaf3iges Screening aller Schwangeren mittels
NIPT bereits heifd diskutiert. Klinische Studien belegen, dass bei Hochrisikopatientinnen mit
einem berechneten Risiko von iiber 1:10 nach ETS in fast der Hélfte der Fille eine Trisomie 21
vorlag (Kagan et al. 2015, Kagan et al. 2008). Insbesondere in dieser Gruppe sollte aufgrund der
zeitlichen Komponente genau iiberlegt werden, ob nicht von vorne herein eine invasive
Untersuchungsmethode in Betracht gezogen werden sollte. Bei Patientinnen mit einem niedrigen
Risiko zeigen NIPTs im Vergleich zum ETS hinsichtlich der Trisomie 21 nur einen marginal
besseren PPV, sodass eine zusatzliche zweite Screeningmethode als sehr kostenintensives Modell
hinterfragt werden muss. Lediglich fiir Patientinnen mit einem als intermediar eingestuften
Risiko von 1:150 bis 1:500 kann ein NIPT als sinnvoll erachtet werden. In dieser Gruppe wird die
hohe Risikoeinstufung oft aufgrund des miitterlichen Alters bei unauffalligen biochemischen und
Ultraschall Markern erreicht. Damit konnte der NIPT bei Frauen tiber 35 Jahre einen wesentlichen

Beitrag zur Reduktion invasiver Eingriffe liefern (Eiben et al. 2014).

Zusammenfassend kann man feststellen, dass NIPT de facto als ergdnzende Methode zum ETS und
damit zur Reduktion eines invasiven Eingriffes beitragen kann. Eine Einfiihrung der NIPT als
allgemeines Screening, ist aufgrund der ohnehin sehr guten Detektionsraten beim ETS derzeit

nicht zu erwarten, zumal das ETS viele wichtige zusatzliche Parameter wie Ultraschallmarker mit
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einbezieht und damit ein breiteres Spektrum an Auffalligkeiten bedienen kann. Es bleibt offen in
wie fern sich die Weiterentwicklung der NIPTs und damit die Diagnose weiterer genetischer
Syndrome bzw. chromosomaler Imbalancen zukiinftig positionieren wird. NIPTSs sind in jedem
Fall als eine sinnvolle Alternative und/oder Ergidnzung etablierter pranataldiagnostischer
Analysen zu sehen. Die NIPTs haben in den vergangenen fiinf]ahren eine wesentliche Erweiterung
der pranatalen Diagnosestellung gebracht. Die Entwicklung invasive Methoden zunehmend durch

nicht invasive Tests und Analysen abzuldsen, schreitet unaufhaltsam voran.
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