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Die pränatale Diagnostik fetaler chromosomaler An-
omalien beruht derzeit im wesentlichen auf invasiven

Eingriffen wie Amniozentese, Chorionzottenbiopsie oder
Punktion der Nabelschnur. Aufgrund der Komplikations-
raten der invasiven Techniken (ca. 1 % bei Amniozentese
und Chorionzottenbiopsie) ist es notwendig, die Indikation
streng zu stellen, also diese Form der Pränataldiagnostik
nur definierten Risikogruppen wie z. B. Schwangeren über
der Altersgrenze von 35 Jahren zukommen zu lassen. Tat-
sächlich wird aber z. B. die überwiegende Zahl von Kindern
mit Trisomie-21 von Müttern unter 35 Jahren, die ein indi-
viduell geringeres Risiko tragen, geboren. Dies legt nahe,
nichtinvasive Methoden zur Gewinnung von Material für
molekulargenetische Pränataldiagnostik zu entwickeln.

Teil I: Diagnostik auf der Basis der Analyse
fetaler Zellen

Stand der Forschung
Eine Reihe von Berichten belegt die Anwesenheit von Zel-
len fetalen Ursprungs in der mütterlichen Zirkulation.
Prinzipiell können mehrere Typen fetaler Zellen gefunden
werden, deren Isolierung jeweils unterschiedliches Vorge-
hen erfordert:

(A) Trophoblastzellen
Verschiedene Publikationen belegen die Anwesenheit von
Trophoblastzellen in der mütterlichen Zirkulation, wobei
allerdings deren Zahl sehr niedrig sein dürfte, da zumin-
dest die größeren unter ihnen in den Lungenkapillaren
abgefangen werden [1–3]. Eine Arbeitsgruppe berichtete
über richtige pränatale Geschlechtsbestimmung in 9 von
10 Fällen (in einem Fall waren zuwenig Zellen vorhanden)
unter Verwendung eines Antikörpers gegen trophoblast-
spezifisches HLA-G [4]. Trophoblastzellen lassen sich
auch aufgrund ihrer Größe mittels eines Filters anreichern
[5]. Ein bedeutender Nachteil in der Anwendung dieser
Zellen für die Pränataldiagnostik liegt in der genetischen
Mosaikbildung begründet, die sich an den Kernen dieser
Zellen zeigt [6, 7].

(B) Lymphozyten
Schon vor mehr als 20 Jahren wurden fetale Lymphozyten
aus dem mütterlichen Blut auf der Basis der Expression
von vom Vater stammenden MHC-I-Molekülen mittels
FACS sortiert [8, 9]. Ein Problem besteht darin, daß langle-
bige Lymphozyten die Schwangerschaft überstehen und
somit noch in einer nächsten Schwangerschaft vorhanden
sein können, was ihre potentielle Verwendbarkeit als dia-
gnostischen Marker wesentlich einschränkt. Zirkulierende
fetale Zellen mit dem Markerprofil von T-Zellen oder lym-
phoiden Progenitorzellen sind bis zu 27 Jahre nach der
Entbindung nachgewiesen worden [10]. Persistierender
Mikrochimärismus im Anschluß an eine Schwangerschaft
scheint der Normalfall zu sein [11].

(C) Kernhältige rote Vorstufen (Erythroblasten)
Dieser Zelltyp ist gut charakterisierbar, was dazu führt, daß
die Mehrzahl der in diesem Gebiet tätigen Gruppen mit
Erythroblasten arbeitet [12–16]. Ungefähr die Hälfte der
Erythroblasten im Blut von Schwangeren sind fetalen
Ursprungs [17]. Fetale Erythroblasten können nicht wie
Lymphozyten die Schwangerschaft überleben und in einer
folgenden Schwangerschaft noch vorhanden sein. Ihre
Konzentration im peripheren Blut von Schwangeren liegt
gegen Ende des ersten Trimenons im Mittel bei etwas über
einer Zelle pro ml Blut [18, 19], bei Trisomie-21 erhöht
sich diese Zahl um das 6fache [18]. Fetale Erythrozyten-
vorstufen lassen sich in mehr als einer Hinsicht von müt-
terlichen roten Blutzellen einerseits bzw. Leukozyten an-
dererseits unterscheiden:

(1) Das fetale Hämoglobin unterscheidet sich von dem
Erwachsener: Während beim Erwachsenen der Globinan-
teil des Hämoglobinmoleküls zu 98 % aus 2α und 2β-Ket-
ten (HbA0 und HbA1) und zu 2 % aus 2α und 2δ-Ketten
(HbA2) besteht, herrschen in der frühen Fetalphase Hb
Gower (Gower I: ζ2ε2, Gower II: α2ε2) und Hb Portland
(ζ2γ2) vor, später überwiegt bis über die Geburt hinaus
HbF (α2γ2) [20–22].

(2) Der Membranmarker CD45 ist in leicht unter-
schiedlicher Dichte auf allen Leukozytensubpopulationen
und ihren Vorstufen vorhanden. Im Rahmen der Erythro-
poiese geht dieses Molekül sehr früh verloren. Erythrozy-
ten und ihre Vorstufen sind CD45-negativ [23]).

(3) Im Zusammenhang mit ihrem Eisenbedarf exprimie-
ren Zellen der Erythropoiese bis hin zum Retikulozyten an
der Zelloberfläche den Rezeptor für Transferrin, CD71 [24].
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(4) Das Glykoprotein Glykophorin A ist in hoher Dichte
an der Oberfläche von Zellen der Erythropoiese bis hin
zum Erythrozyten nachweisbar [25].

(5) Kernhältige Vorstufen der Erythropoiese erreichen
noch nicht die Dichte reifer Erythrozyten und sind daher
durch Dichtezentrifugation von ihnen zu trennen [25-27].

(6) Nur Vorstufen der Erythrozyten (von BFU-E bis zum
oxyphilen Normoblasten) exprimieren den Rezeptor für
Erythropoietin [28].

Verfahren, die auf der Isolation der gesuchten Zellen
mittels der erwähnten Unterscheidungskriterien beruhen,
sind – jedes einzeln für sich genommen – nicht perfekt.
Beispielsweise sind auch im Blut gesunder Erwachsener
(und besonders Schwangerer) ein geringer Anteil an kern-
hältigen roten Vorstufen anzutreffen. Auch Erythrozyten
Erwachsener können einen (vergleichsweise niedrigen)
Anteil an fetalem Hämoglobin aufweisen, bei Heterozygo-
tie für β-Thalassämie ist dieser deutlich erhöht. CD45-ne-
gativ sind auch die mütterlichen Erythrozyten und deren
Vorstufen. Der Transferrinrezeptor findet sich generell auf
proliferierenden Zellen, so auch auf aktivierten Lympho-
zyten. Auch mütterliche erythropoietische Zellen exprimie-
ren den Rezeptor für Erythropoietin, wenn auch möglicher-
weise in niedriger Zahl oder Affinität. Die Verwendung
von Antikörpern gegen Glykophorin A führt in individuell
unterschiedlichem Ausmaß zur Zellagglutination [23].
Daneben gibt es auch noch unspezifische Bindung von
Antikörpern durch Fc-Rezeptoren-tragende Monozyten
und durch tote Zellen. Jeder einzelne dieser Faktoren kann
die Detektion fetaler Erythroblasten behindern. Durch An-
reicherungsverfahren, die auf der Basis mehrerer Parame-
ter beruhen und so Probleme der mangelnden Spezifität
jeweils einer Dimension durch deren Kombination mini-
mieren, ist ein höherer Grad an Anreicherung zu erzielen.
Dies bringt jedoch wieder das Problem einer erniedrigten
Rekuperation mit sich, weil jeder Anreicherungsschritt un-
weigerlich mit Zellverlusten verbunden ist.

In den letzten Jahren wurden unterschiedliche Metho-
den veröffentlicht, um fetale Erythroblasten aus dem peri-
pheren Blut von Schwangeren zu gewinnen (siehe [29–32]).
Dazu zählen die Anreicherung mittels eines fluoreszenz-
aktivierten Zellsorters [12, 23, 33–36], Sortierung mit Hilfe
von Magnetpartikeln [14, 17, 19, 25, 37–39], Trennung
aufgrund von unterschiedlicher Oberflächenladung [40–
42], Anreicherung über ein Panningverfahren mittels eines
galaktosespezifischen Lektins [43] und Kulturen erythro-
ider Progenitorzellen, die die unterschiedlichen Prolifera-
tionskinetiken von Zellen fetalen und erwachsenen Ur-
sprunges benutzen [44–47]. γ-Globinketten sind nach
Membranpermeabilisation fluorochrommarkierten Anti-
körpern zugänglich oder können auf dem Objektträger
mittels Immunzytochemie nachgewiesen werden [48–50].
Ein weiterer Ansatz ist die virtuelle Anreicherung und Re-
lokalisierung von Zellen mit Hilfe von automatisierten
Bildanalyseverfahren oder Objektträger-gestützten Verfah-
ren der Zytometrie [16, 51–53].

An die Anreicherung bzw. Isolation lassen sich Methoden
wie Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) [23] oder
Einzelzell-PCR [48] anschließen. Die Ploidie bezüglich
der Chromosomen 18, 13 und 21 kann durch unterschied-
lich fluoreszierende Sonden gleichzeitig, aber auch hinter-
einander als „Poly-FISH“ [36, 54] mit Hilfe von alpha-
Satellit-zentromerspezifischen Sonden bestimmt werden.

An einigen Beispielen wurden diagnostische Anwen-
dungen auf der Basis von im Blut von Schwangeren zirku-
lierenden Zellen fetalen Ursprungs bereits gezeigt. Dies
gilt für u. a. für monogen bedingte Erbkrankheiten: Gene
für Sichelzellanämie und β-Thalassämie wurden aus mit
Hilfe von Magnetpartikeln sortierten, kernhältigen, roten
Vorstufen, deren fetaler Ursprung durch den Gehalt an
Hbg oder Hbz bestimmt wurde, durch Einzelzell-PCR
nachgewiesen [48]. Auch wurden nach Amplifikation des
gesamten Genoms aus einem fetalen Erythroblasten die
Diagnose einer Duchenne-Muskeldystrophie gestellt [15].
Was die Diagnostik fetaler Aneuploidie betrifft, berichten
einige Arbeitsgruppen von dem erfolgreichen Nachweis
fetaler Aneuploidie (Trisomien 18 und 21) mit Hilfe von
FISH unter Verwendung chromosomspezifischer DNA-
Sonden [13, 14, 35, 55].

Als Bestätigung des fetalen Ursprunges isolierter Zellen
ist das Vorhandensein eines Y-Chromosoms anzusehen.
Bei weiblichen fetalen Zellen haben wir das Problem, daß
ein dem Y-Chromosom vergleichbarer einfacher Marker
zur Unterscheidung von mütterlichen Zellen fehlt. Auf der
Basis von DNA-Polymorphismus von STR- (short tandem
repeat) Markern ist es jedoch möglich, die fetale Herkunft
von Zellen nachzuweisen, die ein väterliches Allel besit-
zen [56, 57]. Diese Technik wurde bereits erfolgreich zur
Charakterisierung weiblicher fetaler Zellen aus dem peri-
pheren Blut von Schwangeren angewendet [58].

Teil II: Nichtinvasive Diagnostik mittels Analyse
zellfreier DNA im mütterlichen Blut

Einleitung
Durch die 1997 erstmals beschriebene Entdeckung fetaler
DNA in der mütterlichen Zirkulation hat sich ein neues
und revolutionäres Spezialgebiet in der Pränataldiagnostik
entwickelt. Im Vergleich zur Analyse fetaler Zellen aus
dem mütterlichen Blut liegt der Vorteil der fetalen DNA-
Analyse aus dem mütterlichen Plasma in der guten Repro-
duzierbarkeit, Einfachheit und Schnelligkeit dieser Metho-
de. Zahlreiche Studien sind bereits durchgeführt worden,
um sowohl biologische als auch klinische Aspekte der fe-
talen DNA-Analyse aus der mütterlichen Zirkulation zu
erforschen. Mittels hochsensitiver Methoden wie Echtzeit-
PCR, ist es nun möglich, bestimmte fetale genetische Merk-
male mit fast hundertprozentiger Sensitivität und Spezifität
zu bestimmen. Der Nachweis des fetalen Rhesusfaktors im
Plasma von Schwangeren mit einer Rhesuskonstellation ist
der erste nichtinvasive molekularbiologische Test in der
Pränataldiagnositk, der Einzug in die klinische Routine
halten wird. Es ist zu erwarten, daß diese Methode bald
auch für die Untersuchung anderer Erbkrankheiten ver-
wendet werden kann. Trotz dieses Fortschritts bedarf es
noch intensiver Forschung, um die biologischen Vorgänge
zwischen mütterlicher und fetaler Zirkulation zu verstehen
und auch die klinische Anwendung der fetalen DNA-Ana-
lyse als Screening für Schwangerschaftskomplikationen zu
ermöglichen.

Zirkulierende freie DNA im Plasma und Serum:
ein häufiges Phänomen
Bereits 1977 beschrieben Leon et al. [59], daß kleine Men-
gen freier DNA im Serum vorhanden sind und daß bei
Krebspatienten die Konzentration an DNA erhöht ist. Große
Beachtung fand zwei Jahrzehnte später die Beschreibung
von tumorspezifischen DNA-Sequenzen im Plasma und
Serum von Krebspatienten [60, 61]. Verschiedene geneti-
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sche Merkmale von Tumor-DNA (Tumor Suppressor Gene,
Onkogene, Chromosomen-Translokationen, Mikrosatellit-
Veränderungen, Punktmutationen des ras-Gens, epigene-
tische Veränderungen, virale DNA), die aus dem Plasma
von Krebspatienten isoliert wurde, konnten inzwischen
nachgewiesen werden [62]. Diese Veränderungen wurden
bei verschiedenen Tumoren gefunden (Lungen-, Nieren-,
Kolorektal-, Hals-, Brustkarzinome). Es ist wahrscheinlich,
daß diese molekularen Tumormarker in naher Zukunft kli-
nische Anwendung finden werden.

Fetale DNA aus dem mütterlichen Plasma
1997 wurde erstmals der Nachweis fetaler DNA im müt-
terlichen Plasma beschrieben [63]. In einer nachfolgenden
Studie wurde die Konzentration von fetaler DNA mittels
Echtzeit-PCR gemessen [64]. Dabei zeigten sich erstaunlich
hohe fetale DNA-Konzentrationen: in der Frühschwanger-
schaft beträgt die Konzentration von fetaler DNA an der
Gesamt-DNA im mütterlichen Plasma 3,4 %; in der Spät-
schwangerschaft 6,2 %. Die DNA-Menge nimmt während
der Schwangerschaft kontinuierlich zu, wobei eine starke
Erhöhung der Konzentration während der letzten 8
Schwangerschaftswochen erfolgt. Viele Studien sind seither
durchgeführt worden, die sich mit der Anwendung dieser
Technik als Screeningmethode für Schwangerschaftskom-
plikationen beschäftigen. Jedoch sind viele Fragen nach der
biologischen Bedeutung dieser Entdeckung noch völlig
ungeklärt.

Die fetale DNA stammt aus der Plazenta und/oder dem
fetalen Blut [65]. Für das fetale Blut als Ursprung der DNA
sprechen folgende Beobachtungen: fetale Zellen werden
im mütterlichen Blut apoptotisch und die Menge an fetaler
DNA nimmt gemeinsam mit der Zahl fetaler Zellen wäh-
rend der Schwangerschaft und bei gewissen Schwanger-
schaftskomplikationen zu. Argumente für die Plazenta als
Ursprung sind: die Menge an fetaler DNA ist relativ groß,
fetale DNA hat nur eine kurze Halbwertszeit und die Kon-
zentration von fetaler DNA ist bei strukturellen Verände-
rungen der Plazenta höher.

Der Ausscheidungsmechanismus von fetaler DNA ist
noch nicht vollständig geklärt. Die Halbwertszeit fetaler
DNA wurde mit 16,3 Minuten berechnet [66]. Diese kurze
Halbwertszeit läßt fetale DNA als ideales Ausgangsmateri-
al für die nichtinvasive Pränataldiagnostik erscheinen, da
die analysierte DNA nicht aus früheren Schwangerschaf-
ten stammen kann. Im Gegensatz dazu wurde die Persi-
stenz fetaler intakter Zellen aus früheren Schwangerschaf-
ten als potentielle Ursache für falsch-positive Ergebnisse
beschrieben [10].

In zwei kürzlich erschienen Publikationen wurden auch
fetale intakte Zellen in der mütterlichen Plasmafraktion
nachgewiesen [67]. Dabei wurde mittels dieser Zellen eine
Trisomie-21 diagnostiziert [68]. Diese Ergebnisse konnten
jedoch nicht reproduziert werden [69].

Klinische Anwendung

Bestimmung des fetalen Geschlechts
Da auch zellfreie mütterliche DNA im mütterlichen Plas-
ma vorhanden ist, können nur fetale genetische Merkmale
untersucht werden, die nicht im Genom der Mutter vor-
handen sind. Daher wird in den meisten Studien das
Y-Chromosom des männlichen Feten im mütterlichen
Plasma nachgewiesen. Mit Einführung der Echtzeit-PCR
beträgt die Sensitivität der Geschlechtsbestimmung inzwi-
schen nahezu 100%. Der Nachweis Y-Chromosom-spezi-

fischer DNA-Sequenzen gelingt bereits ab der 7. Schwan-
gerschaftswoche [70].

Bestimmung des fetalen Rhesusfaktors
Die Kenntnis des fetalen Rhesusfaktors ist für das klinische
Management bei einer RhD-negativen Schwangeren mit
einem RhD-positiven heterozygoten Partner wichtig. Im Fall
eines RhD-negativen Feten sind keine weiteren diagnosti-
schen oder therapeutischen Maßnahmen notwendig. Lo et
al. beschrieben erstmalig 1998 die Verwendung von Echt-
zeit-PCR zur Bestimmung des fetalen Rhesustyps aus müt-
terlichen Plasmaproben bei RhD-negativen Schwangeren
[71]. Die Ergebnisse der Plasma-PCR-Analyse stimmten
mit den serologischen Ergebnissen nach der Geburt bei
allen Proben, die im 2. und 3. Schwangerschaftstrimenon
gewonnen wurden, komplett überein. Bei 2 Proben von
Schwangeren im ersten Trimenon gab es falsch-negative
Ergebnisse. Daraus folgerten die Autoren, daß der fetale
Rhesustyp ab dem 2. Schwangerschaftsdrittel verläßlich
bestimmt werden kann. Diese Ergebnisse wurden in zahl-
reichen weiteren Studien bestätigt. Viele Autoren empfeh-
len jedoch, daß aufgrund möglicher RhD-Varianten oder
Rearrangements mehrere Primer für verschiedener Exons
des Rhesus D-Gens verwendet werden sollen [72]. Vor
2 Jahren hat das International Blood Group Reference
Laboratory diesen nichtinvasiven molekularbiologischen
Test in sein Routinepeogramm aufgenommen (http://www.
bloodnet.nbs.nhs.uk/ibgrl).

Screening für Präeklampsie
Die Präeklampsie ist noch immer eine der Hauptursachen
für mütterliche und fetale Mortalität. Der pathogenetische
Mechanismus ist nach derzeitiger Meinung eine Störung
der Einnistung der Plazenta, die bedingt ist durch die Un-
fähigkeit der Trophoblastzellen, in die regelrechte Dezidua
einzuwandern und die Arterienwände zu infiltrieren. Da-
her stellt sich die Frage, ob hier auch eine Störung des
Transfers von DNA zwischen mütterlicher und fetaler Zir-
kulation vorliegt. Holzgreve et al. beschrieben 1998 einen
erhöhten Transfer von fetalen Zellen in den mütterlichen
Kreislauf bei Präeklampsie [73]. In einer weiteren Studie
[74] konnte gezeigt werden, daß es bei Präeklampsie zu
einer 5fach höheren DNA-Konzentration im Vergleich zu
einer Normalgruppe kommt. Die Höhe der DNA-Menge
korreliert dabei mit dem Schweregrad der Erkrankung [75,
76]. Es gibt auch Hinweise, daß die fetale DNA-Analyse
auch als prädiktiver Test für die spätere Entwicklung einer
Präeklampsie eingesetzt werden könnte [77, 78].

Screening für andere Schwangerschaftskomplikationen
Die Analyse fetaler DNA als Marker für Frühgeburtlichkeit
wurde von Leung et al. (1998) beschrieben [79]. Die Auto-
ren fanden erhöhte DNA-Konzentrationen bei Schwange-
ren, die zwischen der 26. und 34. Schwangerschaftswoche
entbunden wurden. Interessanterweise waren die DNA-
Konzentrationen bei denjenigen Schwangeren niedriger,
bei denen eine tokolytische Therapie erfolgreich war. Er-
höhte fetale DNA-Mengen fanden sich auch im Plasma von
Schwangeren mit Plazenta increta [80]. Andere schwan-
gerschaftsspezifische Erkrankungen, bei denen höhere fe-
tale DNA-Mengen gefunden wurden, waren Hyperemesis
gravidarum, Polyhydramnion und nach externer Wendung
bei Beckenendlage.

Screening für Down-Syndrom
In einer gemeinsamen Studie konnten Bianchi und Lo zei-
gen [81], daß die fetale DNA-Konzentration bei einem Teil
der Schwangeren mit Feten mit Trisomie-21 erhöht war.
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Diese Ergebnisse wurden in nachfolgenden Studien bestä-
tigt [82]. Farina et al. [83] fanden in ihrem Kollektiv eine
Detektionsrate von 21 %, bei einer falsch positiven Rate
von 5 % für die fetale DNA-Analyse als Screening für das
Down-Syndrom. Wenn man die Plasma-DNA-Messung
mit dem Quadruple-Test (AFP, uE3, hCG, Inhibin A) kom-
biniert, so erhöht sich die Detektionsrate für das Down-
Syndrom von 81 auf 86%. Da diese Tests im 2. Schwanger-
schaftsdrittel durchgeführt werden, wäre es von großem
Interesse, die Plasma-DNA-Messung mit dem OSCAR-Test
(Nackentransparenzmessung, β-HCG, PAPP-A) in der 11.
bis 14. Schwangerschaftswoche zu kombinieren.

Zukunftsperspektiven

Es bedeutet eine Einschränkung bei der Untersuchung freier
fetaler DNA, daß nur genetische Merkmale verwendet
werden können, die sich von den mütterlichen Merkmalen
unterscheiden. Y-Chromosom-spezifische DNA-Sequenzen
sind dabei die am häufigsten verwendeten Marker. Eine
Alternative bietet die Verwendung von Polymorphismen
[84, 85] (Abb. 1), der Nachteil dieser Methode liegt jedoch
in der geringeren Sensitivität. Kürzlich erschienene Publi-
kationen weisen auf die Möglichkeit der Verwendung von
mRNA als Marker hin, die sowohl bei weiblichen als auch
männlichen Feten verwendet werden können [86]. Plasma-
mRNA-Marker und Echtzeit-PCR werden möglicherweise
in nächster Zukunft als Screeningmethode für Schwanger-
schaftskomplikationen und Chromosomenstörungen ein-
gesetzt werden [87].

Fetale Zellen aus der mütterlichen Zirkulation stellen
theoretisch ein optimales Material für eine nichtinvasive
Pränataldiagnostik dar. Die Sensitivitäten der heute ange-
wandten Techniken sind jedoch noch zu niedrig oder auch
der Arbeitsaufwand zu hoch, um den Anforderungen einer
klinischen Routineanwendung gerecht zu werden. Dies hat
sich auch an den Resultaten einer internationalen Multi-
centerstudie gezeigt (NIFTY I), die durchgeführt wurde,
um die diagnostischen Möglichkeiten dieser neuen Tech-
nik zu evaluieren. Eine vorläufige Datenanalyse [88] hat
ergeben, daß die Sensitivität (Entdeckungsrate für Aneu-
ploidien) bei 74 % lag, bei einer falsch-positiven Rate von
0,6 % bis 4,1 %. Damit ist die Entdeckungsrate der fetalen
Zell-Analyse ähnlich der Detektionsrate des biochemischen
Screenings. Neuere Entwicklungen lassen jedoch auf
praktikable diagnostische Verfahren hoffen.
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