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Die nichtinvasive Pranataldiagnostik aus dem
miitterlichen Blut: schrittweiser Einzug in den
klinischen Alltag

0. Lapaire, B. Zimmermann, S. Hahn, W. Holzgreve

Die friihzeitige Erkennung chromosomaler Pathologien, neben fetalen Malformationen, ist ein Schwerpunkt der heutigen pranatalen Diagnostik.
Mit verschiedenen Techniken kann das Anliegen von Klinikern und Forschern, den Schwangeren eine méglichst risikofreie diagnostische Methode
anzubieten, um die Anzahl invasiver Eingriffe (Amniozentese [AC], Chorionzottenbiopsie [CVS]) und die damit verbundenen Komplikationen, wie
Abort oder Infektionen, zu verringern, sowie neue Marker fiir die pranatale Diagnostik zu evaluieren, umgesetzt werden. Bis heute sind die
Schwierigkeiten in der Anreicherung fetaler Zellen so grof3, dal8 diese eine routineméalige Anwendung im klinischen Alltag verhindert haben. Im
Gegensatz dazu kann heute die zellfreie DNA im Blut der Schwangeren fiir eine genaue Beurteilung fetaler genetischer Informationen genutzt
werden, welche sich klar von maternalen Sequenzen zum Beispiel im Falle der Rhesus-Genotypisierung unterscheiden. Das Spektrum der prdanatalen
Diagnostik hat sich kiirzlich mit dem Nachweis fetaler RNA im miitterlichen Blut erweitert. Die nachgewiesene fetale RNA ist erstaunlich stabil.
Ihr Nachweis kénnte zukiinftig fiir ein nichtinvasives fetales Screening auf Aneuploidien und schwangerschaftsassoziierte Erkrankungen von
Bedeutung sein.

Schliisselworter: pranatale Diagnostik, fetale DNA, fetale RNA

Non-invasive Prenatal Diagnosis of the Maternal Blood: Step by Step into Clinical Everyday Life. The detection of fetal aneuploidies and malfor-
mations, as early as possible, is the major aim in prenatal diagnostic. The genetic analysis of fetal cells or fetal DNA/RNA for genetic testing, which
can be accumulated from the blood of pregnant women, is one of the most challenging topics of prenatal research today. With different methods,
the intention to offer risk-free diagnostic tools for pregnant women, in order to reduce the number of invasive interventions (e. g. amniocentesis
[AC], chorionic villi sampling [CVS]) and the procedure related risk of abortions, can be converted. Up to now the technical problems of cell
enrichment have prevented their routine clinical use. In contrast, cell-free fetal DNA, extracted from maternal plasma can now be used for the
identification of fetal genetic dominant traits (e. g. the fetal rhesus status) or inherited polymorphism. The spectrum of prenatal diagnosis has only
recently been enlarged by the detection of free fetal RNA. Fetal RNA, enriched from maternal plasma is quite stable and holds promises for

advances in the field of prenatal screening and pregnancy associated disorders. J Reproduktionsmed Endokrinol 2005; 2 (5): 272-7.

Key words: prenatal diagnosis, cell-free fetal DNA, fetal RNA

D ie heute routinemaBig angebotene prédnatale Dia-
gnostik zwecks Ausschluf von fetalen Aneuploidien
und Malformationen ist seit den 1970er Jahren in der
Klinik etabliert. Aufgrund des Abortrisikos von heute
0,5-1 % lehnen viele Frauen einen invasiven Eingriff ab.
Man schatzt, dal® 45 Feten/10.000 Frauen in einem stan-
dardisierten Screeningprogramm durch einen invasiven
Eingriff verloren gehen. Aus diesem Grund suchen For-
schungsgruppen weltweit nach neuen, effektiven, risiko-
freien und verldBlichen Methoden sowie zusdtzlichen
Markern fiir ein pranatales Screening und fur die pranata-
le Diagnostik. Grundlage hierfur ist die Gewinnung von
fetalem Gewebe aus dem miitterlichen Blut, entweder
mit Anreicherung von fetalen Zellen oder zellfreier
Desoxyribonukleinsdure (DNA). Kiirzlich konnte zudem
fetale Ribonukleinsdure (RNA) aus dem mitterlichen
Serum extrahiert werden. Die auch heute am haufigsten
gebrauchten molekularbiologischen Techniken in der
pranatalen Diagnostik sind neben der konventionellen
zytogenischen Diagnostik die Fluoreszenz-in-situ-Hybri-
disierung (FISH) und die quantitative Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR).

Im Jahr 1893 wurde erstmals tiber das Auftreten von feta-
len Zellen in der miitterlichen Zirkulation berichtet [1].
Der deutsche Pathologe Georg Schmorl fand in den Lun-
genkapillaren schwangerer Frauen, die an einer Pra-
eklampsie verstorben waren, Zellen, die den Synzytio-
trophoblastzellen der fetalen Plazenta dhnelten. Ver-
gleichbare Beobachtungen wurden spéater auch von an-
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deren Autoren gemacht [2, 3]. Man hat daraus geschlos-
sen, dafl Fragmente des Synzytiotrophoblasten vom Ran-
de der Chorionzotten abreiRen kénnen, um dann in den
mitterlichen Blutkreislauf eingeschwemmt zu werden.
Dieses Phdanomen ist jedoch nicht nur von physiologi-
schem Interesse, sondern auch eine Voraussetzung zur
nichtinvasiven Pranataldiagnostik. Uber Jahrzehnte wur-
den Versuche unternommen, fetale Zellen aus dem miit-
terlichen Blut zu isolieren [4-6]. Die geringe Anzahl feta-
ler Zellen pro Volumeneinheit und das Fehlen spezifi-
scher fetaler Zellmarker limitierten stark die Weiterent-
wicklung klinischer Methoden und deren Anwendung im
klinischen Alltag. Mit der Verfeinerung molekulargeneti-
scher Techniken (z. B. Einsatz von neueren Fluoreszenz-
farbstoffen wie SYBR Green | oder der Einsatz von Hydro-
lysesonden bei der Real-time-PCR) kommen nichtinvasi-
ve Methoden in der pranatalen Diagnostik bereits heute
zur klinischen Anwendung. Als diagnostisches Instru-
ment konnen bei der aus dem muitterlichen Blut extra-
hierten fetalen DNA Abschnitte des fetalen Genoms be-
stimmt werden, welche nicht im miutterlichen Genom
vorkommen (z. B. fetaler Rhesusstatus bei bestimmten
Rhesuskonstellationen) [7]. Der Nachweis von fetaler
RNA im miitterlichen Blut 6ffnet der pranatalen Diagno-
stik zudem neue Moglichkeiten. Der grofte Teil der im
Blut vorhandenen fetalen RNA scheint von der Plazenta
zu stammen. Die zukinftige klinische Anwendung des
Nachweises fetaler RNA kann im prédnatalen Screening
sowie im Nachweis fetaler Aneuploidien und schwan-
gerschaftsassoziierter Erkrankungen liegen.

Nichtinvasive klinische Diagnostik mittels
fetaler Zellen aus dem miitterlichen Blut

Ein lange erwtiinschtes Ziel in der prénatalen Diagnostik
ist die Reduktion invasiver Eingriffe und deren assoziier-
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tes Abortrisiko mit Hilfe der Isolation fetaler Zellen aus
dem mutterlichen Blut. Die Zellen konnen mittels Fluo-
reszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) auf Aneuploidien
untersucht werden [8]. Diese Methode erfordert jedoch
intakte Zellen und kann nur mit frischen Zellen oder mit
Zellen, die in einem speziellen Medium gelagert wurden,
durchgefiuhrt werden. Die Hauptschwierigkeit bei der
Verwendung fetaler Zellen fur die pranatale Diagnostik
liegt in der Anreicherung derselben. Durchschnittlich lie-
gen diese in einer Konzentration von 1-6 Zellen pro Mil-
liliter maternalen Blutes vor [9]. Fir eine optimale Spezi-
fitat einer Untersuchung mit FISH sind 3 oder mehr Zel-
len erforderlich, was in der Regel eine Anreicherung not-
wendig macht. Alternativ konnen fetale Zellen mittels
PCR untersucht werden, was andere technische Proble-
me hervorruft. So kann bisweilen die Amplifikation nur
eines Allels eines bestimmten Locus gelingen, was bei
heterozygoten Loci falsche Resultate liefert [10, 11].
Diese Schwierigkeit wird mit der unabhangigen Analyse
von 4-5 fetalen Zellen mittels sogenannter Single-cell-
PCR umgangen [12]. Dies setzt wiederum erneut eine
genugende Anzahl fetaler Zellen voraus. Fetale Zellen
konnen schon im ersten Trimenon im Blut der Schwange-
ren nachgewiesen werden. Bis heute gibt es jedoch keine
schnelle, einfache Methode fiir deren Isolation. Die An-
reicherung erfolgt tiber mehrere Schritte, wobei primar
eine Zentrifugation mittels Dichtegradienten erfolgt [13].
Nachfolgend wird eine weitere Anreicherung alternativ
mit fluoreszierenden Markern (,fluorescent activated cell
sorting” — FACS) [14] oder mit magnetischen Partikeln
(,magnetic activated cell sorting” — MACS) [15] erreicht.
MACS ist relativ einfach zu erlernen und ermoglicht
einen hoheren Umsatz von Proben. Zudem besitzt die
Methode eine hohere Sensitivitat als FACS. Der dritte
Schritt beinhaltet entweder eine In-situ-Hybridisierung,
eine Zellkultur oder eine PCR. Die letztgenannte Technik
besitzt einige Vorteile: Sie ist weniger arbeitsintensiv und
sensitiver als die In-situ-Hybridisierung. Das Zellanrei-
cherungsverfahren tiber mehrere Schritte erfordert viele
Manipulationen, mit welchen eine gewisse Anzahl Zel-
len zerstort wird und/oder verloren geht. Vereinfachte
Methoden wie das automatische Einlesen der Zellen sind
erforderlich, um die Zellanreicherung in der klinischen
Praxis einzufiihren. Daneben wurden Versuche unter-
nommen, fetale Zellen, die aus dem miitterlichen Blut
extrahiert wurden, zu kultivieren [16]. Nachfolgende
Experimente, welche die anfanglich ermutigenden Resul-
tate zu reproduzieren versuchten, schlugen fehl [17].
Verschiedene fetale Zellpopulationen konnen aus dem
maternalen Blut angereichert werden. CD34*-hamopoie-
tische Stammzellen und Zellen des Trophoblasts kdnnen
dazu verwendet werden. Jede der Zell-Linien hat spezifi-
sche Vor- und Nachteile. So konnen kernhaltige Erythro-
zyten nicht kultiviert werden. Diese Tatsache erlaubt des-
wegen keine Analyse in der Metaphase. CD34+-Zellen
konnen ferner postpartal im midtterlichen Blut persi-
stieren und sind in einer folgenden Schwangerschaft fr
eine prdnatale Diagnostik nicht geeignet. Des weiteren
sind fetale Zellen nicht konstant im maternalen Blut
nachweisbar. Die isolierten Zellen konnen entweder mit-
tels Zytochemie, ,Soret-band-absorption“-Mikroskopie,
monoklonalen Antikorpern oder FISH untersucht wer-
den. In einer groBen Multicenter-Studie, unterstiitzt
durch das National Institute of Child Health and Deve-
lopment (NICHD), wurden 2744 maternale Proben auf
fetale Zellen untersucht [18]. Zellen mannlicher Feten
wurden in 41,4 % korrekt identifiziert, wenn der Fetus
euploid war. Unter den bestétigten Aneuploidien wurden

74,4 % korrekt bestimmt. Aufgrund der Schwierigkeiten
in der Zellanreicherung, verbunden mit hohen Kosten
und zeitbeanspruchenden Teilschritten, sowie fehlender
spezifischer Marker, lie sich der Einsatz fetaler Zellen
jedoch nicht im klinischen Alltag etablieren.

Mikrochimerismus im maternalen Gewebe:
ein Ausblick

Die Entdeckung der Persistenz fetaler Zellen im mater-
nalen Gewebe (fetaler Mikrochimerismus) hat das Spek-
trum der Forschung fetaler Zellen stark erweitert [19].
Fetaler Mikrochimerismus ist definiert als Persistenz feta-
ler Zellen im maternalen Gewebe ohne nachweisbare
, Graft-versus-host“-Reaktion (oder maternale Immunant-
wort gegen die fetalen Zellen) [20]. Hypothetisch wird
eine Verbindung zu Autoimmunprozessen angenommen,
die bei Frauen weit haufiger als bei Mannern auftreten.
Nelson postulierte, dal® einige Autoimmunerkrankungen,
welche vorwiegend bei Frauen vorkommen und klini-
sche sowie pathologische Ahnlichkeiten mit einer ,Graft-
versus-host”-Reaktion haben, mit fetalem Mikrochimeris-
mus assoziiert sind [21]. Fetaler Mikrochimerismus ist
ein haufiges Phanomen, wenn auch aufgrund der gerin-
gen Zellzahl schwierig nachzuweisen. Fetale Zellen
konnten in gesunden Patientinnen sowie in entziindli-
chen oder neoplastischen Veranderungen, wie Zervix-
karzinom, Hepatitis C und Schilddriisenadenom, gefun-
den werden. Die fetalen Zellen, auch ,pregnancy-asso-
ciated progenitor cells” (PAPCs) genannt, haben dhnliche
Eigenschaften wie adulte Stammzellen, sind diesen
jedoch nicht gleichzusetzen. Ihr Ursprungsgewebe ist
heute noch unklar. Aborte oder Abruptiones erhthen die
Wahrscheinlichkeit des Mikrochimerismus, wahrschein-
lich aufgrund eines vermehrten Ubertrittes fetaler Zellen
in den maternalen Kreislauf, wihrend die Anzahl der
Schwangerschaften keinen signifikanten Einflufs auf das
Phanomen des Mikrochimerismus hat [22]. Im Gegen-
satz dazu spielt der Zeitrahmen nach der Geburt eine
Rolle. Fetale Zellen sind seltener bei Frauen mit sehr jun-
gen Kindern detektierbar [23]. Fetaler Mikrochimerismus
eroffnet ein neues Forschungsgebiet: Es ist ein hdufiges
Phanomen, das nach jeder Schwangerschaft auftreten
kann und mogliche klinische wie therapeutische Konse-
quenzen hat.

Nichtinvasive pranatale Diagnostik
mit freier fetaler DNA

Dennis Lo und Mitarbeiter verdffentlichten 1997 die erste
Arbeit, welche die erfolgreiche Extraktion von fetaler
DNA aus dem maternalen Plasma und Serum beschreibt
[24]. Sie konnten mit der Bestimmung des Y-Chromo-
soms mannlicher Feten demonstrieren, dal} fetale DNA
im mutterlichen Blut in einer viel hoheren Konzentration
vorhanden ist als fetale Zellen. Mittels quantitativer Real-
time-PCR konnten hohe mittlere Konzentrationen an fe-
taler DNA (bis zu 6,2 % der totalen DNA) in der friithen
und spdten Schwangerschaft nachgewiesen werden [25].
Die Konzentrationen im Plasma erreichen 25,4 Genome
equivalents (Geq)/ml (3,3-69,4) in der Frihschwanger-
schaft und 292 Geg/ml (76,9-769) in der Spatschwanger-
schaft. Der zuverlassige Nachweis von Y-chromosoma-
len Markern konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen
erfolgreich reproduziert werden [26]. Die friihe Bestim-
mung des fetalen Geschlechts ist zudem hilfreich fur die
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pranatale Beratung bei Erkrankungen, welche an das Ge-
schlechtschromosom gebunden sind [27].

Zellfreie fetale DNA - Identifikation von
Komplikationen in der Schwangerschaft

Kurz nach der ersten Publikation des Nachweises fetaler
DNA im mautterlichen Blut wurde nach moglichen quan-
titativen Abweichungen des fetalen DNA-Spiegels bei
schwangerschaftsassoziierten  Erkrankungen gesucht.
Es wurde angenommen, dal® fetale DNA als Marker
des feto-maternalen Systems dienen konnte. Erhhte feta-
le DNA-Konzentrationen wurden bei verschiedenen
schwangerschaftsassoziierten Pathologien festgestellt.
Die am besten studierte ist die Praeklampsie [28]. Nach
unserer urspriinglichen Beobachtung einer erhohten
Zahl fetaler Zellen bei Praeklampsie [6] konnten Lo et al.
zeigen, dafS die mittlere Konzentration fetaler DNA bei
Praeklampsie um das 5fache erhoht war. Andere Grup-
pen bestdtigten erfolgreich diesen Befund [29, 30].
Die erhohten Konzentrationen fetaler DNA kommen bei
praeklamptischen Patientinnen zum Teil aufgrund ver-
minderter renaler Clearance zustande [31]. Eine andere
Hypothese beinhaltet eine Verletzung der plazentaren
Barriere sowie einen erhohten (plazentaren) Zellunter-
gang. Levine konnte zeigen, dal’ fetale DNA-Werte bei
Praeklampsie zweiphasig erhoht im maternalen Serum
vorkommen: zwischen der 17. und der 28. Schwanger-
schaftswoche und nachfolgend in der 29.-41. Schwan-
gerschaftswoche. Somit kann ein erhohter Serumspiegel
bereits vor einer klinisch manifesten Praeklampsie nach-
gewiesen werden [32]. Neben erhchten Serumspiegeln
bei Praeklampsie fanden sich ebenfalls quantitative Ver-
anderungen bei Hyperemesis gravidarum [33], Friihge-
burtsbestrebungen [34] und Aneuploidien.

Zellfreie fetale DNA und Aneuploidien

Lo und Mitarbeiter wiesen mittels Real-time-PCR eine
2fache Erhohung fetaler DNA-Werte bei Trisomie 21
nach, verglichen mit euploiden Feten [35]. Weitere
Studien bestatigten diese Beobachtungen, obwohl eine
Erhohung bei Trisomie 21, nicht aber bei Trisomie 18,
nachgewiesen werden konnte [36]. Dies ldlt vermuten,
dall ein unterschiedliches Wachstumsverhalten des
Fetus oder plazentare Veranderungen eine Rolle spielen.
Nicht alle Arbeitsgruppen konnten jedoch erhohte fetale
DNA-Werte im maternalen Blut finden: So fanden
Hromadnikova und Mitarbeiter keine Anderung der mitt-
leren fetalen DNA-Konzentrationen oder Verdanderungen
der fetalen/maternalen Ratio bei Trisomie 21 [37].
Wataganara hingegen fand erhohte fetale DNA-Serum-
werte bei Trisomie 13, nicht aber bei Trisomie 18 [38].
Aufgrund der quantitativen Verdnderungen stellt die feta-
le DNA einen wertvollen Marker bei diversen schwan-
gerschaftsassoziierten Erkrankungen dar, mit dem mog-
liche Hochrisikoschwangerschaften frihzeitig erkannt
werden konnen.

Die Konzentrationen fetaler DNA korrelieren ebenfalls
mit dem Gestationsalter [25]. Niedrige Konzentrationen
konnen schon im ersten Trimester nachgewiesen werden.
Diese steigen im zweiten und dritten Trimester stark an.
Nach der 32. Schwangerschaftswoche kommt es zu
einem starken Anstieg, wahrscheinlich durch eine durch-
ldssigere Plazentaschranke [39].
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Detektierung von fetalen, paternal vererbten
Allelen im miitterlichen Plasma

Initiale Studien charakterisierten fetale DNA im miitterli-
chen Kreislauf, indem Sequenzen des Y-Chromosoms mit
PCR nachgewiesen wurden.

Aufgrund der maternalen DNA, welche die Untersu-
chungsbedingungen einschrankten, konzentrierte man
sich auf Allele, welche nicht im mutterlichen Genom vor-
kamen (z. B. Vererbung eines paternalen dominanten
Allels). Das bekannteste Beispiel ist die pranatale Bestim-
mung des fetalen Rhesusstatus. Etwa 15 % der kauka-
sischen Frauen sind in einer Schwangerschaft gefihrdet,
eine schwere intrauterine Anamie zu entwickeln, meist
aufgrund einer Rhesusinkompatibilitit. Analog der
Amplifizierung spezifischer Sequenzen des Y-Chromo-
soms wird bei einer Rhesuskonstellation der fetale
Rhesusstatus mittels zellfreier fetaler DNA-Proben be-
stimmt [40, 41]. Aufgrund der guten Reproduzierbarkeit
und Verlallichkeit wurde die Bestimmung des fetalen
Rhesusstatus vom ,British National Blood Service” als
Routineangebot eingeftihrt [42]. Die Einfihrung der
Rhesusbestimmung stellt somit die erste Routinemethode
dar, welche auf nichtinvasiv gewonnener fetaler DNA
basiert.

Nach Separierung der fetalen DNA wurden monogene
Erkrankungen, wie myotone Dystrophie [43], Achondro-
plasie [44], zystische Fibrose [45] und kongenitale
Nebennierenhyperplasie [46] diagnostiziert. Eine kiirz-
lich aus unserem Labor veroffentlichte Arbeit zeigte, dafd
fetale DNA von miitterlicher DNA aufgrund der Grolen-
unterschiede getrennt werden kann [47]. Die Mehrheit
fetaler DNA im muitterlichen Blut hat eine Grofe von
< 300 Basenpaaren, wogegen die maternale DNA eine
Grolle von > 500-1000 Basenpaaren aufweist. Der Gro-
Renunterschied konnte durch einen unterschiedlichen
Ursprungsort erkldart werden: Fetale DNA hat ihren
Ursprung in der Plazenta und/oder im Fetus, wogegen
maternale DNA ihren Ursprung vorwiegend im hamato-
poietischen System hat [48]. Die Moglichkeit, fetale
DNA mittels Groenunterschieden von der maternalen
zu trennen, erleichtert die Untersuchung von paternal
vererbten Punktmutationen. Unserer Arbeitsgruppe ge-
lang der zuverlassige Nachweis von 4 paternal vererbten
B-Globin-Mutationen [49]. Die Detektionsraten waren
86 %, 100 %, 100 % und 81 %. Nur ein falsch positives
Resultat wurde bei einer der vier Punktmutationen
notiert. Die Ergebnisse zeigen, dals der Nachweis einer
Punktmutation des fetalen Genoms mit nichtinvasiv
gewonnener DNA moglich ist und so in Zukunft invasive
Verfahren mit ihrem assoziierten Risiko vermindert wer-
den konnten. Die Massenspektrometrie erlaubt den
Nachweis spezifischer Allele, inklusive Punktmutationen
und Differenzen einzelner Nukleotide (single-nucleotide
polymorphism) [50].

Nichtinvasive pranatale Diagnostik mit freier
fetaler DNA mittels ,,array based comparative
genomic hybridisation” (CGH)

Das bekannteste Beispiel einer genetischen Imbalance ist
die Trisomie 21. Relativ kleine Deletionen des Genoms
oder Duplikationen konnen jedoch ebenfalls einen klini-
schen Phanotyp aufweisen. Beispiele sind das Di-George-
Syndrom (22q11.21), das Prader-Willi-Syndrom (15¢12)



oder das Wolf-Hirschhorn-Syndrom (4p16.3). Oft sind
die sogenannten subtelomerischen Regionen eines Chro-
mosoms betroffen, wobei die Verdnderungen haufig so
klein sind (< 5 Mega Basen), da8 sie mit einer klassischen
Chromosomendarstellung nicht erfalit werden koénnen.
Diese Veranderungen koénnen heute mit einer sogenann-
ten ,array based comparative genomic hybridisation”
(CGH) erkannt werden [51], wobei die CGH mittels klo-
nierten Fragmenten des Genoms in einem stark verklei-
nerten Format (,arrayed”) auf einem Chip vorgenommen
wird [52, 53]. Array based comparative genomic hybridi-
sation wurde schnell die Methode der Wahl, um das ge-
samte Genom auf Imbalancen zu tiberprifen. Dabei wer-
den die unterschiedlich markierten DNA-Proben (Patient
und Kontrolle) zusammen hybridisiert. Der groRe Vorteil
dieser Technik liegt in der automatisierten Evaluation des
gesamten Genoms.

Nichtinvasives prdnatales Screening
mit fetaler DNA

Im Focus der aktuellen Forschung liegt die fetale DNA
auch in Hinblick auf ihren Nutzen als potentieller Serum-
marker im zweiten und dritten Trimenon, besonders bei
chromosomalen Abberationen und schwangerschafts-
assoziierten Erkrankungen. Die quantitative Bestimmung
fetaler DNA konnte die Sensitivitit der bestehenden
Screening-Tests erhohen, was die Rate invasiver Eingriffe
reduzieren wirde. Farina evaluierte den Nutzen freier
fetaler DNA als Marker fiir M. Down im zweiten Trime-
ster [54]. Die mittlere DNA-Serumkonzentration war bei
Feten mit Trisomie 21 um das 1,7fache erhoht, verglichen
mit der Kontrollgruppe. Fetale DNA alleine wies eine
Detektionsrate von 21 % auf (bei einer Falschpositiv-Rate
von 5 %). Kombiniert mit den Serummarkern PAPP-A,
o-Fetoprotein, B-HCG und Estriol wies fetale DNA eine
Sensitivitdt von 86 % (bei einer Falschpositiv-Rate von
5 %) auf. Die definitive Wertigkeit fetaler DNA bei
M. Down mufs in groBeren Studien sowie einheitlichen
Nachweismethoden und Techniken bestimmt werden.
Um fetale DNA als Screeninginstrument zu benutzen, ist
eine geschlechtsunspezifische Bestimmung erforderlich.
Obwohl einige Sequenzen untersucht werden missen,
um eine klare Unterscheidung zwischen fetaler und miit-
terlicher DNA machen zu konnen, wird diese Technik in
Zukunft doch wohl in der Klinik einsetzbar sein. Aktuell
besteht die Schwierigkeit in der Generierung genauer
Daten, dies aufgrund der niedrigen Anzahl fetaler Se-
quenzen im mitterlichen Plasma, sodaf8 die Proben, wel-
che durch eine PCR amplifiziert werden, nahe an der
Detektionsgrenze liegen.

Nichtinvasive pranatale Diagnostik und
Screening mit freier fetaler RNA
aus dem miitterlichen Plasma

Einen neuen Bereich in der prénatalen Diagnostik stellt
die Bestimmung freier fetaler RNA, extrahiert aus dem
miitterlichen Plasma, dar. Die Bestimmung fetaler RNA
erlaubt eine geschlechtsunspezifische Diagnostik fetaler
und maternaler Pathologien [55]. Der Nachweis fetaler
RNA ist in bezug auf die tibliche Instabilitat des Molekiils
erstaunlich [56]. Tsui et al. demonstrierten, dal® endoge-
ne RNA-Molekiile im Plasma, im Gegensatz zur extra-
hierten und gereinigten RNA, sehr stabil ist [57]. Es konn-
te zudem gezeigt werden, dall endogene Plasma-RNA-

Molekiile mit subzellularen Partikeln assoziiert sind, die
die RNA vor einem Abbau schiitzen [58]. Nicht nur fetale
DNA, sondern auch fetale RNA (z. B. mRNA des Cortico-
tropin-releasing-Hormon - CRH) kommt in erhohten
Konzentrationen bei Schwangeren mit Praeklampsie vor
[59]. Erhohte Werte der mRNA der B-Untereinheit des
HCGs konnten bei Schwangeren mit aneuploiden Feten
gemessen werden [60]. Die MeBbarkeit fetaler RNA gibt
nun die Moglichkeit, die Expression bestimmter Gene zu
erforschen, analog der heute schon in der Onkologie be-
nutzten RNA-Marker [61]. Tsui und Mitarbeiter zeigten
kurzlich, daB mittels Microarray-Technik plazentare
mRNA schnell und relativ einfach nachgewiesen werden
kann [62]. Unsere Arbeitsgruppe aus Basel konnte zu-
dem zeigen, dal die mittlere Konzentration fetaler
mRNA des CRH bei Patientinnen mit einer Frihgeburt
erhoht ist, wiahrend sich die mittleren Konzentrationen
bei Frauen mit vorzeitigen Kontraktionen nicht signifi-
kant von denjenigen der Kontrollgruppe unterschieden
[63].

Technische Aspekte

Seit dem erstmaligen Nachweis fetaler Nukleinsduren
haben viele Laboratorien weltweit nach neuen diagnosti-
schen Anwendungsmoglichkeiten und immer differen-
zierteren Nachweismethoden gesucht. Seit langerem
wurden Unterschiede in der Zentrifugation und deren
Auswirkungen diskutiert [64, 65]. Andere Faktoren, wie
unterschiedliche Primer und Probes (z. B. unterschiedli-
che Hydrolysesonden, entweder mit Tetramethyl-6-carb-
oxyrhodamin [TAMRA] oder ,minor groove binder [MGB]
probes” mit einem nichtfluoreszierenden Quencher)
[66]) oder unterschiedliche Extraktionsmethoden [67]
machen Vergleiche zwischen den einzelnen Laboratori-
en schwierig. Eine Studie analysierte die Ergebnisse von
Extraktionen fetaler DNA aus muitterlichen Proben, wel-
che in verschiedenen Laboratorien mit einheitlichen,
standardisierten Nachweismethoden verarbeitet wurden
[68]. Obwohl alle beteiligten Zentren fetale mannliche
DNA aus den Proben extrahieren konnten, zeigten sich
grolle Unterschiede in der Sensitivitit (31-97 %) und
Spezifitat (93—100 %). Neue Methoden, welche die Aus-
beute an fetaler DNA zu erhéhen vermogen, wie der
Zusatz von Formaldehyd [69], missen kritisch von meh-
reren Laboratorien gepriift werden, bevor sie im Alltag
eingesetzt werden konnen [70].

Ausblick

Der Nachweis fetaler DNA und RNA im Blut der Schwan-
geren eroffnete neue Moglichkeiten im Gebiet der nicht-
invasiven pranatalen Diagnostik. Erstaunliche Fortschrit-
te wurden in den vergangenen 8 Jahren erzielt. Das
wachsende Verstandnis vom biologischen Verhalten und
den klinischen Maglichkeiten der fetalen Nukleinsauren
im maternalen Plasma bringt uns dem Ziel néher, nicht-
invasive diagnostische Marker fiir ein fetales Screening
und fur eine zuverldssige Diagnostik im klinischen Alltag
zu entwickeln.
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