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Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT) -
Screening auf fetale Aneuploidien
durch Analyse der zellfreien DNA im
miutterlichen Blut

M. Schmid

Hintergrund

Voraussetzung fiir eine prinatale geneti-
sche Diagnostik war bis dato die Gewin-
nung von fetalen Zellen oder Plazentage-
webe durch einen invasiven Eingriff. Das
Eingriffsrisiko fiir den Fetus wird dabei ge-
wohnlich fiir Amniozentesen und Chori-
onzottenbiopsien mit 1:100-1:200 angege-
ben. Der Traum von einer nichtinvasiven
pranatalen genetischen Diagnostik ohne Ri-
siko fiir das ungeborene Kind existiert da-
her schon lange. Es ist auch schon linger
bekannt, dass fetale Zellen im miitterlichen
Blutkreislauf vorhanden sind. Diese sind je-
doch dadurch, dass sie nur in sehr geringen
Mengen vorkommen (ca. 1 Zelle/ml mater-
nales Blut) und tiber die Schwangerschaft
hinaus im mitterlichen Blut persistieren
konnen, derzeit keine verlissliche Quelle
von fetalem Material fiir eine nichtinvasi-
ve pranatale genetische Diagnostik. Erst die
Entdeckung von zellfreier fetaler DNA im
mitterlichen Blut durch Dennis Lo 1997
ermoglichte die Entwicklung in der klini-
schen Routine anwendbarer, nichtinvasi-
ver pranataler genetischer Tests. Sie ist im
Vergleich zu den fetalen Zellen in grof3eren
Mengen im miitterlichen Kreislauf vorhan-
den und ausschlief3lich Produkt der aktuel-
len Schwangerschaft.

Zellfreie DNA im miitterlichen
Blut

Sowohl die Mutter als auch der Fetus pro-
duzieren zellfreie DNA. Derzeit wird ange-
nommen, dass die primare Quelle der zell-
freien fetalen DNA im miitterlichen Blut
die Plazenta ist. Sie wird durch Apoptose

von Plazentazellen, aber auch (in geringem
Ausmaf3) von fetalen Erythroblasten frei-
gesetzt. Beginnend mit ca. 4 Wochen post
conceptionem steigt die fetale Fraktion mit
zunehmendem Gestationsalter. Der Anteil
der zellfreien fetalen DNA (i. e. die fetale
Fraktion) betriagt typischerweise 10-15 %
der gesamten zellfreien DNA im miitterli-
chen Blut. Neben dem Gestationsalter ist
vor allem das maternale Gewicht fiir die fe-
tale Fraktion entscheidend. Dies ist klinisch
relevant, da die fetale Fraktion die Sensiti-
vitit und Spezifitit von auf der Analyse von
zellfreier fetaler DNA basierenden Tests si-
gnifikant beeinflusst.

Screening auf Aneuploidien
durch Analyse der zellfreien DNA
im miitterlichen Blut

Das Ersttrimester-Screening mittels Mes-
sung der fetalen Nackentransparenz und
Bestimmung der Konzentrationen von frei-
em beta-hCG und PAPP-A (,,Combined Test*
[CT]) ist derzeit die Standardmethode beim
Screening auf fetale Trisomie-21, Trisomie-
18 und Trisomie-13. Werden dabei auch
noch sonographische Zusatzmarker fiir An-
euploidie (Darstellbarkeit des Nasenbeins,
Blutfluss im Ductus venosus und tiber der
Trikuspidalklappe) beriicksichtigt, kénnen
mit diesem Verfahren maximal 97 % der Fil-
le von Trisomie-21 bei einer Falsch-positiv-
Rate von mindestens 3 % erkannt werden.
Basierend auf dem Einsatz von Next-Gene-
ration-Sequencing-Technologien ist es erst-
mals 2008 gelungen, durch Analyse der zell-
freien DNA im miitterlichen Blut ein neues
Aneuploidie-Screening-Verfahren mit hohe-
rer Sensitivitit und niedrigeren Falsch-po-
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sitiv-Raten zu entwickeln (Abb. 1). Obwohl
man diese Verfahren anfanglich als ,,non-in-
vasive prenatal diagnosis“ (NIPD) bezeich-
net hat, stellte sich rasch heraus, dass es sich
weiterhin um ein Screening-Verfahren und
nicht um einen diagnostischen Test handelt.
Deshalb spricht man derzeit von ,,non-inva-
sive prenatal testing” (NIPT) oder ,zellfreien
DNA- (cfDNA) Tests“. Seit den ersten ,,Proof
of concept“-Studien 2008 haben mehrere
Firmen kommerzielle cfDNA-Tests entwi-
ckelt und zur Marktreife gebracht.

Die meisten kommerziellen cfDNA-Tests
(z. B. Praenatest®) basieren auf dem Prin-
zip des ,massively parallel shotgun sequen-
cing“ (MPSS). Hierbei wird ungerichtet
die gesamte zellfreie DNA im miitterlichen
Blut vervielfiltigt und anschlief3end der re-
lative Anteil der Menge an DNA-Fragmen-
ten einzelner Chromosomen (z. B. Chro-
mosom 21) bestimmt. Da bei der Trisomie-
21 ein zusatzliches Chromosom 21 im Fe-
tus vorhanden ist, sind (verglichen mit
einem oder mehreren Vergleichschromo-
somen bzw. einem historischen Kollektiv
an Schwangerschaften mit sicher euploi-
den Feten) relativ gesehen mehr Fragmen-

Falsch-positiv-Rate

Detektionsrate in Prozent

NIPT >99% }<0,1%
0
97 % } 306

Combined Test - 90 %

Triple Test 65 %

Combined Test + US
Zusatzmarker

5%

1. Performance verschiedener Schreening-Methoden fiir Trisomie-21.

te vom Chromosom 21 im Blut der Mut-
ter nachweisbar (Abb. 2). Dieser Zugewinn
kann fiir verschiedene Chromosomen be-
rechnet und z. B. mithilfe eines Z-Scores
eine Aussage {iber das Vorliegen einer An-
euploidie gemacht werden. Bei zielgerich-
teten (,targeted sequencing”) Methoden
(i. e. Harmony™-Test) wird durch selekti-
ve Sequenzierung nichtpolymorpher DNA-
Abschnitte (der fur die Analyse relevan-
ten Chromosomen) der Sequenzierungs-
aufwand wesentlich verringert und gleich-
zeitig eine hohere Sequenzierungstiefe bei
den untersuchten Chromosomen erreicht.
Bei einem weiteren zielgerichteten Verfah-
ren (i. e. Panorama™-Test), das im Unter-
schied zu den anderen Verfahren nicht auf
dem Zihlen von zellfreien DNA-Fragmen-
ten beruht, werden ca. 11.000 ,single nu-
cleotide polymorphisms“ (SNPs) der unter-
suchungsrelevanten Chromosomen analy-
siert. Unter Berticksichtigung der Position
der SNPs auf den Chromosomen und der
Moglichkeit, dass eine Rekombination statt-
gefunden hat, wird eine Wahrscheinlichkeit
berechnet, dass der Fetus entweder normal,
aneuploid oder triploid ist.

Vorteile von zellfreien DNA-Tests

Eine Reihe von Validierungsstudien hat

eine sehr hohe Sensitivitit und Spezifitat

fiir Trisomie-21, Trisomie-18 und Trisomie-

13 gezeigt. Fasst man, unabhédngig von der

Methode, alle bisher publizierten Studie zu-

sammen, ergeben sich folgende Leistungs-

daten ([Gil MM et al. 2014]; Abb. 3):

— Trisomie-21: Detektionsrate 99,0 %;
Falsch-positiv-Rate 0,08 %

— Trisomie-18: Detektionsrate 96,8 %;
Falsch-positiv-Rate 0,15 %

— Trisomie-13: Detektionsrate 92,1 %;
Falsch-positiv-Rate 0,20 %

Fetale of- : I ‘ZI\ Zusétzliches
DNA DNA-Fragment
L | I | I durch fetale
[ [ Trisomie-21
| |
| |
I I
Maternale .
cf-DNA I I
| |
| |
L | |
Sequenzen
Vergleichs- Sequenzen
chromosom

Chromosom 21

Detektionsrate

Trisomie-21 99,0 %
Trisomie-18 96,8 %
Trisomie-13 92,1 %

Falsch-positiv-Rate

0,08 %

0,15 %

0,20 %

2. Aneuploidie-Screening mittels zellfreier DNA.

3. Performance von NIPT.
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Tabelle 1: Performance verschiedener Screening-Methoden fiir Trisomie-21.

100.000 Schwangerschaften*
Trisomie 21 (n = 200) Normal (n = 99.800)
Screening-Methode Detektionsrate | Erkannt | Falsch- | Anzahl der Spontanabort
positiv Schwangerschaften | (Fehlgeburt)**
Maternales Alter 30 % 60 5% 4990 25
Triple-Test SSW 16 65 % 130 5% 4990 25
Combined Test SSW 12 90 % 180 5% 4990 25
Combined Test Plus SSW 12 97 % 194 3% 2994 15
NIPT > 99 % > 199 <0,1% < 100 <1

* Annahme: Préivalenz Trisomie = 1:500
*#* Fehlgeburtrisiko nach invasiver Pranataldiagnostik 0,5 % = 1:200

Die niedrige Falsch-positiv-Rate der cf-
DNA-Tests ist jedenfalls die entscheidende
Verbesserung gegentiiber dem CT. Die Rate
an unnotigen invasiven Eingriffen und mit
ihnen assoziierten Aborten kann drama-
tisch verringert werden (Tab. 1).

Ein weiterer Vorteil ist die frithe Durch-
fithrbarkeit des Tests. Die meisten kommer-
ziell erhaltlichen Tests sind ab Schwanger-
schaftswoche (SSW) 10+0 (Scheitel-SteifR-
Lange [SSL] 32 mm) anwendbar. Fiihrt man
den Test frither durch, besteht die Gefahr,
dass die fetale Fraktion fiir eine verlassli-
che Analyse zu gering ist. Eine fetale Frakti-
on von > 4 % ist Voraussetzung fiir ein ver-
lassliches Ergebnis. Die Angabe der fetalen
Fraktion auf dem Befund ist daher wesent-
liche Voraussetzung fiir einen verlassli-
chen cfDNA-Test. Nicht nur in der frithen
Schwangerschaft, sondern auch bei adipo-
sen Patientinnen ist die fetale Fraktion zu
beachten. Bei iibergewichtigen Patientin-
nen liegt die fetale Fraktion selbst bei einem
Gestationsalter > 10+0 haufiger < 4 %.

CfDNA-Tests konnen auch nach dem ers-
ten Trimenon noch zum Screening auf feta-
le Aneuploidien eingesetzt werden. Dies ist
vor allem bei Patientinnen ein Vorteil, die
das Zeitfenster fiir den CT (i. e. SSW 13+6
oder SSL > 84 mm) verpasst haben. Bis dato
wurde in Osterreich, wenn eine invasive Ab-
klarung nicht gewiinscht wurde, in so ei-
nem Fall vor allem ein Triple-Test angebo-
ten. Dieser hat jedoch bei einer Falsch-posi-
tiv-Rate von 5 % eine maximale Detektions-
rate fuir Trisomie-21 von nur 65 %. In der
klinischen Praxis ist zu beachten, dass es
bei fortgeschrittenem Gestationsalter im-

mer schwieriger wird, aus einem auffalligen
Befund eine Konsequenz zu ziehen. Da das
Ergebnis der NIPT tiblicherweise erst nach
ca. 2 Wochen verfiigbar ist, sollte eine An-
wendung nach SSW 19+0 kritisch hinter-
fragt werden.

Limitationen von zellfreien DNA-
Tests

Primar ist die Patientin dariiber aufzukla-
ren, dass es dazu kommen kann, dass ein
cfDNA-Test nicht immer erfolgreich durch-
gefiihrt werden kann. In einer grofRen pros-
pektiven Studie gab es bei 4,6 % der Patien-
tinnen nach der ersten Blutabnahme kein
Resultat. Bei 2,6 % kam es tiberhaupt zum
Versagen des Tests [Norton ME et al. 2012].
Haufigste Ursache fiir eine Wiederholung
der Blutabnahme ist eine zu geringe feta-
le Fraktion, aber auch andere Griinde wie
zum Beispiel das Verschweigen einer Eizell-
spende konnen dazu fithren, dass keine er-
folgreiche Analyse moglich ist.

Trotz erheblicher Verbesserungen gegen-
tiber den bisherigen nichtinvasiven Tests
betragt auch die Sensitivitat und Spezifi-
tat der cfDNA-Tests nicht 100 %. Ein po-
sitives Ergebnis muss daher immer mit ei-
ner zweiten, diagnostischen, invasiven Me-
thode (Chorionzottenbiopsie oder Amnio-
zentese) bestitigt werden. Ein auffilliger
cfDNA-Test alleine stellt in keinem Fall ei-
nen Grund fiir einen Schwangerschafts-
abbruch aus medizinischer Indikation
dar. Dariiber hinaus ist zu beachten, dass
die Sensitivitat und Spezifitit von cfDNA-
Tests fiir die Trisomie-21 zwar exzellent, je-
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doch fir andere Aneuploidien wesentlich
schlechter ist. Insbesondere die deutliche
Einschrinkung der Performance bei Triso-
mie-13 ist hier hervorzuheben. Grund da-
fiir scheint neben technischen Umstinden
(,,GC bias“ bei MPSS) auch das bei Triso-
mie-13 hiufige Vorliegen von Mosaiken in
der Plazenta zu sein.

Es gibt viele mogliche Ursachen fiir
falsch-positive cfDNA-Tests. Haufigste Ur-
sache sind wahrscheinlich auf die Plazen-
ta beschrankte Mosaike. Wie man von Cho-
rionzottenbiopsien weif3, konnen diese bei
bis zu 1 % der Schwangerschaften vorkom-
men. Insgesamt ist anzumerken, dass man
wohl eher von diskordanten als falsch-posi-
tiven Befunden spricht, da der cfDNA-Test in
diesen Fillen ja tatsachlich einen Zugewinn
von cfDNA eines Chromosoms nachweist,
dieser jedoch nicht auf den Fetus zuriickzu-
fithren ist. Ein ,vanishing twin“ kann eben-
so Ursache fiir ein falsch-positives Ergebnis
sein. Daher ist bei bekanntem Abgang ei-
nes Zwillings der Einsatz von cfDNA-Tests
grundsatzlich zu hinterfragen. Es gibt auch
seltene, bisher nur in einzelnen Publikatio-
nen beschriebene Ursachen fiir diskordan-
te Befunde (z. B. maternale Aneuploidie im
Mosaik [Grati FR et al. 2014]).

Klar ist, dass auch cfDNA-Tests keine
Tests auf ein ,gesundes Kind“ sind. In die-
sem Zusammenhang ist zu betonen, dass
nur ein kleiner Teil der angeborenen Er-
krankungen und Fehlbildungen tiberhaupt
auf Aneuploidien zuriickzufiihren ist. Darii-
ber hinaus wird bei cfDNA-Tests primar nur
auf einige wenige mogliche Chromsomen-
aberrationen untersucht. Selbst bestimmte
seltene Formen der Trisomien-13, -18 und
-21 konnen nicht sicher nachgewiesen wer-
den. Das betrifft vor allem partielle Trisomi-
en, also jene (wenige) Fille, bei denen nur
Teile des betreffenden Chromosoms in 3-fa-
cher Kopienzahl (partielle Trisomien) vor-
liegen, oder aber auch Mosaik-Trisomien,
wenn also nur Teile des kindlichen Koérpers
das betreffende Chromosom in 3-facher
Ausfertigung aufweisen.

Auch wenn kommerzielle Anbieter von
cfDNA-Tests versuchen, auf immer mehr
Erkrankungen zu testen, wird man auch
in der nahen Zukunft nicht auf alle mogli-
chen genetischen Erkrankungen untersu-
chen konnen. Zu beachten ist dabei auch,
dass neue Indikationen/Krankheitsbilder die
kumulierte Falsch-positiv-Rate der Tests si-

gnifikant ansteigen lassen. Dadurch wird ein
wesentlicher Vorteil gegeniiber dem CT zu-
nichte gemacht. Eine umfassende prinata-
le genetische Diagnostik aus miitterlichem
Blut ist also letztlich (noch) nicht moglich.
Daher ist bei Feten mit Fehlbildungen oder
einer Nackentransparenz > 3,5 mm, falls
eine genetische Untersuchung gewiinscht
ist, eine invasive pranatale genetische Dia-
gnostik weiterhin Methode der Wahl. Hier
sollte, neben der Durchfithrung einer Ka-
ryotypisierung, auch die Moglichkeit der
Durchfithrung einer Microarray-Analyse
angesprochen werden. Auch bei einem ad-
justierten Risiko nach CT von > 1:10 ist die
Durchfithrung eines cfDNA-Tests kritisch
zu hinterfragen und die Moglichkeit einer
sofortigen invasiven Diagnostik anzuspre-
chen.

Eine kritische Anwendung von cfDNA-
Tests sollte auch bei Mehrlingsschwanger-
schaften erfolgen. Wenngleich viele kom-
merzielle Anbieter ihre Tests auch bei Zwil-
lingsschwangerschaften durchfiihren, gibt
es wenige klinische Studien zu cfDNA-Tests
in Mehrlingen. Bei Zwillingen, die diskor-
dant fiir eine Trisomie sind, kann der Zuge-
winn von cfDNA des betroffenen Chromo-
soms des erkrankten Fetus durch den nor-
malen Anteil vom euploiden Co-Zwilling
maskiert werden. Rein methodisch gesehen
ist es also wahrscheinlich, dass die Perfor-
mance der cfDNA-Tests bei Mehrlingen die-
jenige bei Einlingsschwangerschaften nicht
erreichen wird. Umstritten ist auch die
Anwendung von cfDNA-Tests zum Scree-
ning auf Stérungen der Geschlechtschro-
mosomen. Nicht zuletzt weil der klinische
Phanotyp bei Storungen der Geschlechts-
chromosomen sehr variabel ist und vie-
le Betroffene, wenn tiberhaupt, nur unter
leichten Storungen der physischen oder
psychischen Entwicklung leiden.

Einsatz von zellfreien DNA-Tests
in der klinischen Praxis

Der Einsatz von cfDNA-Tests wird derzeit
von anerkannten Fachgesellschaften nur
im Risikokollektiv empfohlen. Darunter
versteht man in erster Linie den Einsatz als
sekundire Screening-Methode nach voran-
gegangenem auffilligem CT. Keine Klarheit
besteht aber derzeit dartiber, welcher Wert
fur das adjustierte Risiko nach CT eine Indi-
kation fiir cfDNA-Tests darstellt. Hier wurde
primar ein ,cut-off“von > 1:1000 diskutiert.
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Tabelle 2: Klinische Anwendung von NIPT.

Bedingtes
Screening

— Combined Test als primares Screening-Verfahren
—NT > 3,5 mm, Risiko > 1:10, Fehlbildung — invasive PND + Microarray anbieten
— Combined Test Risiko > 1:1000 — NIPT anbieten

Screening o NIPT, wenn GA SSW 10+

Primires — Ultraschall SSW 10+ (Bestimmung GA, Vitalitit, Anzahl Feten)

—Folgebesuch 2 Wochen spater = SSW 12+
o Besprechung NIPT-Befund
o Durchfithrung NT und frithes Organscreening
oNT > 3,5 mm oder Fehlbildung — CVS + Microarray anbieten

verpasst haben

Spites Screening — NIPT fiir Patientinnen, die das Zeitfenster 11+0 bis 13+6 fiir den Combined Test

— NIPT fiir Patientinnen mit Fehlbildung/hohem Risiko fiir Aneuploidie, fiir die
ein Schwangerschaftsabbruch nicht infrage kommt

PND: Prinataldiagnostik; GA: Gestationsalter; NT: Nackentransparenz; CVS: Chorionzottenbiopsie.

Zuletzt wird, im Sinne einer grof3ziigige-
ren Indikationsstellung, auch ein adjustier-
tes Risiko von > 1:2500 diskutiert (Tab. 2).
Diese Werte beruhen jedoch nur auf theo-
retischen Uberlegungen. Klinische Studi-
en oder klare Empfehlungen dazu gibt es
derzeit nicht. Die Empfehlung zum Einsatz
im Hochrisikokollektiv beruht primir da-
rauf, dass es zu den meisten cfDNA-Tests bis
dato kaum Daten in Kollektiven mit mittle-
rem bzw. niedrigem Risiko gab. In 2 rezen-
ten, grofden prospektiven Studien mit dem
Harmony™-Test und dem Verifiy™-Test
konnte jedoch gezeigt werden, dass cfDNA-
Tests im direkten Vergleich mit herkémmli-
chen Screening-Tests auch in nichtselektio-
nierten Kollektiven deutlich tiberlegen sind
[Norton ME et al. 2014, Bianchi DW et al.
2014]. Auf Basis dieser Daten scheint es ins-
gesamt wahrscheinlich, dass sich die Emp-
fehlungen der Fachgesellschaften in naher
Zukunft andern werden. Ein von der Fe-
tal Medicine Foundation entwickelter Al-
gorithmus fiir den Einsatz von cfDNA-Tests
im primaren Screening (Tab. 2) wurde be-
reits in einer prospektiven Studie erfolg-
reich evaluiert. Anzumerken ist an dieser
Stelle, dass laut einer rezenten Metaanaly-
se > 50 % der fetalen Fehlbildungen mittels
Ultraschall schon im ersten Trimenon er-
kannt werden konnen. cfDNA-Tests sollten
daher immer mit entsprechend hochwerti-
gem Ultraschall kombiniert werden.

Zusammenfassung

— NIPT ist ein neuartiges Verfahren zur
Messung zellfreier DNA (cfDNA) im
miitterlichen Blut. Uber die Konzen-
tration und Verteilung der zellfreien feta-

len DNA (cffDNA) wird eine Einschitzung
abgeleitet, ob das ungeborene Kind von
einer so genannten freien Trisomie -21,
-18 oder -13 betroffen sein konnte oder
nicht.

— Es handelt sich hierbei um einen medizi-
nischen Test, nicht aber um ein medizi-
nisches Diagnoseverfahren.

— Es kann bei NIPT (selten) zu falsch-un-
auffalligen und falsch-auffélligen Befun-
den kommen.

— NIPT macht nur eine Aussage zur frei-
en Trisomie-21, Trisomie-18 und Triso-
mie-13. Mit einigen Tests konnen auch
X- und Y-chromosonale Stoérungen er-
kannt werden. Andere Chromosomen-
storungen, auch seltene Formen dieser
Trisomien (partielle Trisomien, Mosai-
ke), sowie Erkrankungen, die nur einzel-
ne Gene betreffen, werden durch den Test
nicht erfasst.

— Bei < 5 % der Untersuchungen ist aus
technischen Griinden eine weitere Blut-
abnahme erforderlich. Bei < 2 % der Pa-
tienten kommt es zum Testversagen.

— Eine zytogenetische Diagnose aller 46
Chromosomen des Fetus ist weiterhin nur
durch einen invasiven Eingriff (Amnio-
zentese, Chorionzottenbiopsie) moglich.
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