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Ziel des ,pranatalen Schnelltests”
an unkultivierten Fruchtwasser-
zellen im 2. Trimenon

Grundsitzlich ist im Rahmen prénataler
Untersuchungen ein moglichst frithzeitig
vorliegendes Ergebnis von wesentlicher
Bedeutung. Ein so genannter ,,pranataler
Schnelltest® kann zu diesem Zweck an
unkultivierten Fruchtwasserzellen im 2.
Trimenon einer Schwangerschaft durch-
gefithrt werden. Dieser Test dient dem
Nachweis bzw. Ausschluss der haufig-
sten autosomalen Trisomien und mog-
licher numerischer gonosomaler Aberra-
tionen. Ein hierbei erzielter unauffilliger
Befund kann wesentlich zur Beruhigung
der Schwangeren beitragen.

Hierfiir stehen derzeit verschiedene
Techniken zur Verfiigung. Zu nennen sind
hier insbesondere die Fluoreszenz-in-si-
tu-Hybridisierung (FISH), die Polyme-
rasekettenreaktion (PCR) sowie die Mul-
tiplex ligation dependent probe amplifica-
tion (MLPA)-basierende Verfahren. In ei-
nigen Labors wird der ,,prinatale Schnell-
test auch fiir Chorionzellen angeboten —
hierfiir gelten prinzipiell ebenfalls die hier
aufgefiihrten Leitlinien, allerdings unter
Berticksichtigung der Besonderheiten des
Untersuchungsgutes Chorion (Stichwort:
erhohte Gefahr der miitterlichen Konta-
mination - siehe auch Leitlinien zur zyto-
genetischen Labordiagnostik). Hier wird
insbesondere empfohlen bei frither Am-
niozentese und Chorionuntersuchung das
Geschlecht nicht vor der 12. bzw. 14. SSW
bekannt zu geben (vgl. Erkldrung zur pra-
natalen Geschlechtsdiagnostik, Kommis-
sion fiir Offentlichkeitsarbeit und ethische
Fragen).
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Leitlinien zum

»pranatalen Schnelltest”

Indikationen zur Durchfiihrung

Ein ,préanataler Schnelltest® ist in erster
Linie dann einzusetzen, wenn es aus me-
dizinischen Griinden geboten ist, eine Di-
agnose zum Nachweis der hiufigsten au-
tosomalen Trisomien und méglichen nu-
merischen gonosomalen Aberrationen
frither als mit den bisherigen, insbeson-
dere banderungszytogenetischen Metho-
den zu erhalten.

Fiir den, pranatalen
Schnelltest” gilt allgemein:

Das Labor, das einen ,,prénatalen Schnell-
test® erbringt, sollte das Angebot einer
humangenetischen Beratung sicherstel-
len und die Karyotypisierung durchfiih-
ren kénnen. Ein Labor sollte vor dem An-
gebot eines ,,pranatalen Schnelltestes Er-
fahrungen an mindestens 50 Kontrollfil-
len gesammelt haben. Hierunter sollten
sich auch auffillige Fille befinden. Das
Labor sollte regelméflig an externen Qua-
litdtskontrollen teilnehmen. Der prana-
tale Schnelltest ist nur in Verbindung mit
einer konventionellen Karyotypisierung
durchzufithren. Dariiber hinaus sind fol-
gende Punkte zu beachten:
== Ein ,préanataler Schnelltest® fiihrt bei
Nutzung geeigneter Sonden bzw. Ziel-
bereiche im menschlichen Genom
mit grofler Wahrscheinlichkeit zum
Nachweis oder Ausschluss einer Tri-
somie 13, 18, 21, einer Triploidie und
moglicher numerischer gonosomaler
Aberrationen.
== Uber einen ,prinatalen Schnelltest”
im 2. Trimenon kénnen ca. 80-90%
aller Félle mit einer Chromosomen-

anomalie erkannt werden. Bei allei-
niger Anwendung eines ,,pranatalen
Schnelltests“ werden nicht alle dia-
gnostischen Moglichkeiten ausge-
schopft, die sich nach dem invasiven
Eingriff der Amniozentese routine-
mifig tiber die Karyotypisierung er-
geben. Ein ,,prénataler Schnelltest®
kann somit eine Karyotypisierung
nicht ersetzen. Er ist ein Ergdnzungs-
verfahren, dessen Bedeutung aus-
schliefSlich im rasch vorliegenden Er-
gebnis liegt.

Mit einem ,,pranatalen Schnelltest*
koénnen in aller Regel keine chromo-
somalen Strukturanomalien erfasst
werden. Bei Mosaiken ist die diagnos-
tische Aussagekraft des Tests einge-
schrankt. Zellmosaike der analysier-
ten Chromosomen kénnen in der Re-
gel nur im FISH-basierenden Test er-
fasst werden.

Die Erfassungsrate an chromosoma-
len Aberrationen durch einen ,,pra-
natalen Schnelltest® kann in den ver-
schiedenen ,,Indikationsgruppen® un-
terschiedlich sein.

Ein ,,prianataler Schnelltest kann in
einem geringen Teil der Fille zu kei-
nem verwertbaren Ergebnis fith-

ren (z.B. miitterliche Kontaminati-
on, Hintergrund bei der Auswertung
oder Polymorphismen der Zentro-
mersonden). Hier ist sicherzustellen,
dass eine nicht erfolgreich durchfiihr-
bare Analyse beim Auftraggeber nicht
als auffilliges Ergebnis fehl interpre-
tiert wird. Grundsitzlich sollten nur
makroskopisch unauffillige Frucht-
wasserproben fiir einen Schnelltest
verwendet werden. Bei blutiger Kon-
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tamination besteht ein hohes Risi-
ko einer Fehldiagnose durch mater-
nale Zellkontamination insbesondere
bei weiblichen Testergebnissen, hier-
auf sollte im Befundbrief eingegangen
werden.

== Das Vorgehen, das sich aus einem pa-
thologischen Befund bei einem ,,pra-
natalen Schnelltest® ergibt, ist sehr
weitgehend vom Einzelfall abhén-
gig. In aller Regel ist eine Bestitigung
des Ergebnisses iiber die Karyotypi-
sierung erforderlich. Die Befundmit-
teilung sollte im Rahmen einer gene-
tischen Beratung erfolgen.

== Jede invasive vorgeburtliche Diagnos-
tik, auch in Verbindung mit einem
»Pranatalen Schnelltest*, sollte mit
dem Angebot einer genetischen Be-
ratung verbunden sein. Die Mittei-
lung des Ergebnisses sollte bei unauf-
falligen Befunden in aller Regel, bei
auffilligen Befunden in jedem Fall im
Rahmen einer humangenetischen Be-
ratung erfolgen. (Leitlinie Genetische
Beratung: medgen 19 (2007) 452-454)

Speziell fiir den FISH-basierenden
»pranatalen Schnelltest” gilt:

Der FISH-basierende ,,pranatale Schnell-
test an unkultivierten Fruchtwasserzellen
ist ein molekular-zytogenetisches Unter-
suchungsverfahren, das der raschen Dia-
gnostik der hiufigsten numerischen Chro-
mosomenaberrationen dient. Er kann in-
nerhalb von 5-24 Stunden zu einem Er-
gebnis fithren.
== Pro Sonde sollten mindestens 30 In-
terphasekerne ausgewertet werden.
Wenn dies nicht eingehalten werden
konnte, muss im Befundbrief darauf
eingegangen werden.
== Durch qualititssichernde Mafinah-
men miissen die Grenzwerte fiir un-
auffillige und auffillige Ergebnisse la-
borintern regelmiafig ermittelt bzw.
kontrolliert werden. Zwingend wird
dies insbesondere bei einem Wechsel
der verwendeten FISH Sonden. Zur
Orientierung dienen hierbei folgende
Werte:
a) =90% der Interphasekerne mit
unauffilligem Signalmuster —
unauffilliges Ergebnis
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b) > 60% der Interphasekerne mit
auffilligem Signalmuster — auffal-
liges Ergebnis

¢) 10-60% der Interphasekerne mit
auffilligem Signalmuster - kon-
trollbediirftiges Ergebnis, eventuell
vorliegendes Mosaik

Kontrollbediirftige Ergebnisse konnen

einerseits Anlass fiir die Erweiterung

der Auswertung auf insgesamt 100 In-
terphasekerne fiir die fragliche Sonde,
und/oder fiir eine erweiterte zytoge-
netische Analyse sein (z.B. zur Mosaik-
erfassung) bzw. bei unzureichender

Qualitdt der Hybridisierung fiir eine

Wiederholungsuntersuchung.

== Obwohl der FISH-basierende ,,prina-
tale Schnelltest” in >98% der auswer-
tbaren Fille ein verléssliches Ergebnis
liefert ist zu beachten, dass falsch-po-
sitive oder falschnegative Ergebnisse
auftreten konnen. Dies ist moglich
durch das Vorliegen von Zentromer-
heteromorphismen, Signalsplitting,
zusitzlichen kleinen Markerchromo-
somen oder Derivativchromosomen.

Hierauf ist ggf. in geeigneter Form im

Befund hinzuweisen.

Speziell fiir den PCR-basierenden
»~pranatalen Schnelltest” gilt:

Der PCR-basierende ,,prinatale Schnell-
test“ an unkultivierten Fruchtwasserzel-
len ist ein molekulargenetisches Unter-
suchungsverfahren, das der schnellen
Diagnostik der hdufigsten numerischen
Chromosomenstérungen dient. Das Er-
gebnis liegt in der Regel innerhalb von 4-
24 Stunden nach Eingang der Probe im
Labor vor. Der Test basiert auf dem quali-
tativen Nachweis polymorpher Allele von
STR-Systemen sowie deren semiquantita-
tiver Dosisabschitzung. In der Regel wer-
den die Chromosomen 13, 18, und 21 so-
wie die beiden Geschlechtschromosomen
untersucht.
== Ein unauffilliger Befund in einem
einzelnen STR-Marker kann entwe-
der als eine Homozygotie oder eine
Heterozygotie mit 1:1 Ratio vorliegen.
Ein auffilliger Befund in einem ein-
zelnen STR-Marker kann sich entwe-
der in Form einer Homozygotie oder
einer Heterozygotie mit 2:1 Ratio oder
einem 3-Allel-Muster darstellen.

Bei Single- und Multiplex-PCR-An-
sitzen sind die Bedingungen (z.B. Zy-
klenzahl) so zu wahlen, dass eine se-
miquantitative Dosisabschétzung in
der exponentiellen Phase der PCR-
Reaktion stattfindet.

Fiir jedes zu untersuchende Chromo-
som (Ausnahme Y-Chromosom) soll-
ten mehrere polymorphe STR-Marker
eingesetzt werden. Die Auswahl der
STR-Marker muss unter Berticksich-
tigung von Eignungskriterien wie z.B.
dem Repeat-Typ (z.B. Tetranukleotid-
repeats), dem Heterozygotiegrad, die
Grof3e der Stotter-Banden und/oder
die chromosomale Lage der Marker
auf der genetischen Karte erfolgen.
Die STR-Analyse muss mit geeig-
neten Analysesystemen (z.B. Kapillar-
elektrophoresesystemen) erfolgen, mit
denen eine Auftrennung von PCR-
Fragmenten bis auf 1bp genau mog-
lich ist. Auswertungen iiber konventi-
onelle Agarosegele sind fiir eine 1bp-
Trennung und eine Dosisabschétzung
nicht ausreichend.

Auffillige Ergebnisse mit nur einem
informativen Marker pro Chromo-
som sind nicht ausreichend, da bei
Abweichungen von der 1:1-Ratio eine
Primerbindungsmutation bei einem
der beiden Allele in Betracht gezogen
werden muss. Ein 3-Allelmuster in
einem STR-System ist durch Interpre-
tation der STR-Marker anderer Chro-
mosomen auf eine eventuelle mater-
nale Kontamination bzw. vorliegen ei-
ner Triploidie hin zu priifen.

Sind alle STR-Marker fiir ein Chro-
mosom nicht informativ und/oder
liegen durch den Ultraschallbefund
besondere Hinweise auf das mog-
liche Vorliegen einer Trisomie 13, 18,
21, oder eine numerische gonosomale
Aberration vor, sollte die Analyse

auf weitere Marker ausgedehnt wer-
den. Alternativ dazu kann auch z.B.
ein FISH-Test zur Klarung durchge-
fithrt werden. Muss das Ergebnis fiir
ein Chromosom dennoch offen blei-
ben, muss dies im Befund eindeutig
gekennzeichnet sein.

Bei der Auswertung kénnen bisher
nicht beschriebene Allele (auflerhalb
des Rahmens der kleinsten und grofi-
ten bisher aufgetretenen Allele) eines



STR-Systems auftreten und fiir ein
benachbartes STR-System ein 3-Allel-
muster vortauschen.

== Bei Hinweisen auf eine maternale
Kontamination sollte eine miitterliche
DNA-Probe vergleichend mitgefiihrt
oder nachuntersucht werden.

== Mosaikbefunde kénnen in Abhingig-
keit von der Starke des Mosaiks nicht
immer eindeutig beurteilt werden.

== Eine Monosomie X kann zwar iiber
die Anzahl getesteter Marker statis-
tisch mit hoher Sicherheit nachgewie-
sen, letztlich jedoch mit dem PCR-
basierenden ,,pranatalen Schnelltest*
nicht nachgewiesen werden. Dies
sollte im Rahmen der Befundbe-
sprechung diskutiert und ggf. tiber
einen FISH-basierenden ,,pranatalen
Schnelltest” und / oder eine Chro-
mosomenanalyse abgesichert wer-
den, insbesondere dann, wenn sich
fiir eine Monosomie X Hinweise aus
dem Ultraschallbefund ergeben (z.B.
erhohte Nackentransparenz, Hydrops
fetalis).

Obwohl der PCR-basierende ,,pranatale
Schnelltest“ in {iber 98% der Fille ein ver-
lassliches Ergebnis liefert, ist im Befund
darauf hinzuweisen, dass eine Aussage
nur iber numerische Veranderungen der
untersuchten Chromosomen zu treffen
ist, dass strukturelle Veranderungen und
Mosaike nur mit einer Chromosomen-
analyse erfasst werden konnen.

Speziell fiir den MLPA-
basierenden ,pranatalen
Schnelltest” gilt:

Der MLPA-basierende prinatale ,,pri-
natale Schnelltest® an DNA aus unkulti-
vierten Fruchtwasserzellen ist ein mole-
kulargenetisches Verfahren, das inner-
halb von 24 Stunden zu einem Ergebnis
fithren kann. Bei der MLPA-Technik han-
delt es sich um semiquantitatives Verfah-
ren, mit dem Aneuploiden der Chromo-
somen 13, 18, 21, X und Y nachgewiesen
werden koénnen. Dabei werden eine Rei-
he von Sondenpaaren (“MLPA-Probes”)
an die Ziel-DNA hybridisiert. Die Se-
quenz der jeweiligen Sondenpaare ist so
gewidhlt, dass sie in direkter Nachbar-
schaft binden und daher von einer ther-

mostabilen Ligase verkniipft werden kon-
nen. In einem zweiten Schritt werden die
ligierten Sondenpaare dann per PCR am-
plifiziert. Hierbei korreliert die Menge des
jeweiligen sondenspezifischen PCR-Pro-
dukts mit der urspriinglichen Menge der
Zielsequenz. Die Amplifikationsprodukte
werden durch Kapillarelektrophorese der
GrofSe nach getrennt. Dosisunterschiede
sind durch Reduktion oder Vergroflerung
der Peakhohen und/oder Peakflichen er-
kennbar. Durch einen Vergleich des Pati-
enten mit einer Kontrollperson konnen
Abweichungen erkannt werden.
== Durch qualititssichernde Mafinah-
men muss bestimmt werden, ob die
Peakhohe oder die Peakfliche (gege-
benenfalls auch beide Parameter) un-
ter den verwendeten Bedingungen die
verlasslichsten Werte liefert. Dieser
Wert wird dann fiir die entsprechende
mathematische Auswertung verwen-
det (siehe unten). Da einzelne Sonden
in Einzelféllen Signalstirken aufwei-
sen, die nicht mit der Menge der Ziel-
sequenz korrelieren (z.B. aufgrund
eines Basenaustausches in der Son-
denbindungsstelle), muss das verwen-
dete MLPA-Verfahren mindestens 4
Sondenpaare gegen das jeweilige Ziel-
chromosom aufweisen. Jedes Labor
sollte eine Validierung anhand einer
grofleren Zahl bekannter Aneuploi-
dien vornehmen.
== Zwischen verschiedenen Produktver-
sionen und Chargen konnen Unter-
schiede in den Signalstirken einzelner
Sonden bestehen, die zu einer Verfil-
schung der Ergebnisse fithren kon-
nen, wenn man als Referenzwerte Da-
ten alter Produktversionen verwen-
det. Uber entsprechende Kontrollldufe
muss die Ubertragbarkeit der Daten
zu bestehenden Referenzen tiberpriift
werden. Gegebenfalls muss eine An-
passung der Referenzwerte erfolgen.
== Die Auswertung der MLPA-Daten er-
folgt durch den Vergleich des Pro-
benlaufs mit Daten von Normalkon-
trollen. Da zwischen einzelnen Pro-
benldufen Variationen auftreten kon-
nen, sollten parallel zum Probenlauf
Normalkontrollen mitgefiihrt wer-
den. Hierbei ist zu berticksichtigen,
dass die Anzahl und somit auch die
Gesamtfliche/-hohe der Signale zwi-

schen weiblichen und ménnlichen
Proben unterschiedlich ist, so dass
weibliche und ménnliche Normal-
kontrollen mitgefithrt werden sollten,
sofern das Geschlecht der Probe nicht
bekannt ist.

== Fiir die mathematische Auswertung
der MLPA-Daten stehen mehrere
Normalisierungsverfahren zur Verfii-
gung. Alle diese Verfahren miissen si-
cherstellen, dass sie unter den jewei-
ligen Bedingungen eine sichere Un-
terscheidung zwischen unauffilligen
und auffilligen Ergebnissen ermog-
lichen. Bei der Berechnung wird ge-
gen die gemittelten Werte von Nor-
malkontrollen normiert (Wertsetzung
=1). Idealerweiser ergibt sich bei Vor-
liegen einer Trisomie eine 1.5-fache Si-
gnalstirke filir die gemittelten Signale
des entsprechenden Chromosoms
(Wert = 1.5). Bei einem Turner-Syn-
drom ergibt sich ein Wert von 0.5 in
Bezug auf das X-Chromosom im Ver-
gleich zu weiblichen Normalkontrol-
len. Da die tatsdchlichen Werte i.d.R.
geringfiigig von den Idealwerten ab-
weichen, muss jedes Labor durch
qualititssichernde Mafinahmen die
Grenzwerte definieren, bei denen der
Probenlauf als negativ, als positiv bzw.
uneindeutig gewertet wird.

== Grenzen des Verfahrens: Ein ein-
deutiger Nachweis einer Triploidie
(69,XXX) ist mit dem MLPA-Ver-
fahren nicht moéglich. Zwar kann das
MLPA-Verfahren Hinweise auf Vor-
liegen eines Mosaiks liefern, ein ein-
deutiger Nachweis ist mit dem MLPA-
Verfahren aber nicht méglich.

== Verunreinigungen mit maternalem
Gewebe/Blut kénnen zu falsch-nega-
tiven Testergebnissen fithren. Diese
Einschrankung des Verfahrens muss
im Befund erwahnt werden.
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