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Leitlinien zum , prénatalen Schnelltest"”

Ziel des ,pranatalen Schnelltests* an unkultivierten Fruchtwasserzellen

im 2. Trimenon

Grundsatzlich ist im Rahmen pranataler Untersuchungen ein mdglichst friihzeitig vorlie-
gendes Ergebnis von wesentlicher Bedeutung. Ein so genannter ,pranataler Schnelltest*
kann zu diesem Zweck an unkultivierten Fruchtwasserzellen im 2. Trimenon einer
Schwangerschaft durchgefihrt werden. Dieser Test dient dem Nachweis bzw. Aus-
schluss der haufigsten autosomalen Trisomien und mdglicher numerischer gonosomaler
Aberrationen. Ein hierbei erzielter unauffalliger Befund kann wesentlich zur Beruhigung

der Schwangeren beitragen.

Hierfur stehen derzeit verschiedene Techniken zur Verfiigung. Zu nennen sind hier ins-
besondere die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), die Polymerasekettenreaktion
(PCR) sowie die Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)-basierende
Verfahren. In einigen Labors wird der ,pranatale Schnelltest* auch fur Chorionzellen

angeboten — hierfiir gelten prinzipiell ebenfalls die hier aufgefihrten Leitlinien, allerdings

unter Beruicksichtigung der Besonderheiten des Untersuchungsgutes Chorion (Stichwort:

erhdhte Gefahr der mutterlichen Kontamination — siehe auch Leitlinien zur zytogeneti-
schen Labordiagnostik). Hier wird insbesondere empfohlen bei friiher Amniozentese und
Chorionuntersuchung das Geschlecht nicht vor der 12. bzw. 14. SSW bekannt zu geben
(vgl. Erklarung zur pranatalen Geschlechtsdiagnostik, Kommission fur Offentlichkeitsar-

beit und ethische Fragen).
Indikationen zur Durchfiihrung

Ein ,préanataler Schnelltest” ist in erster Linie dann einzusetzen, wenn es aus medizini-
schen Griinden geboten ist, eine Diagnose zum Nachweis der hdufigsten autosomalen
Trisomien und mdéglichen numerischen gonosomalen Aberrationen friher als mit den

bisherigen, insbesondere banderungszytogenetischen Methoden zu erhalten.
Fur den ,pranatalen Schnelltest” gilt allgemein:

Das Labor, das einen ,pranatalen Schnelltest” erbringt, sollte das Angebot einer human-
genetischen Beratung sicherstellen und die Karyotypisierung durchfihren kénnen. Ein
Labor sollte vor dem Angebot eines ,prénatalen Schnelltestes" Erfahrungen an mindes-
tens 50 Kontrollfallen gesammelt haben. Hierunter sollten sich auch auffallige Falle be-
finden. Das Labor sollte regelméRig an externen Qualitatskontrollen teilnehmen. Der
pranatale Schnelltest ist nur in Verbindung mit einer konventionellen Karyotypisierung

durchzuftihren. Dariiber hinaus sind folgende Punkte zu beachten:
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e Ein pranataler Schnelltest” fuhrt bei Nutzung geeigneter Sonden bzw. Zielbe-
reiche im menschlichen Genom mit groRer Wahrscheinlichkeit zum Nachweis
oder Ausschluss einer Trisomie 13, 18, 21, einer Triploidie und mdglicher nu-

merischer gonosomaler Aberrationen.

e Uber einen ,pranatalen Schnelltest* im 2. Trimenon kénnen ca. 80-90% aller
Falle mit einer Chromosomenanomalie erkannt werden. Bei alleiniger Anwen-
dung eines ,pranatalen Schnelltests“ werden nicht alle diagnostischen Mdglich-
keiten ausgeschopft, die sich nach dem invasiven Eingriff der Amniozentese
routinemaRig tber die Karyotypisierung ergeben. Ein ,prénataler Schnelltest”
kann somit eine Karyotypisierung nicht ersetzen. Er ist ein Ergdnzungsverfah-
ren, dessen Bedeutung ausschlieB3lich im rasch vorliegenden Ergebnis liegt.

e Mit einem ,pranatalen Schnelltest* kénnen in aller Regel keine chromosomalen
Strukturanomalien erfasst werden. Bei Mosaiken ist die diagnostische Aussa-
gekraft des Tests eingeschrankt. Zellmosaike der analysierten Chromosomen

kénnen in der Regel nur im FISH-basierenden Test erfasst werden.

e Die Erfassungsrate an chromosomalen Aberrationen durch einen ,pranatalen
Schnelltest” kann in den verschiedenen ,Indikationsgruppen” unterschiedlich

sein.

e Ein ,pranataler Schnelltest* kann in einem geringen Teil der Falle zu keinem
verwertbaren Ergebnis fuihren (z.B. mitterliche Kontamination, Hintergrund bei
der Auswertung oder Polymorphismen der Zentromersonden). Hier ist sicher-
zustellen, dass eine nicht erfolgreich durchfiihrbare Analyse beim Auftraggeber
nicht als auffélliges Ergebnis fehl interpretiert wird. Grundséatzlich sollten nur
makroskopisch unaufféllige Fruchtwasserproben fir einen Schnelltest verwen-
det werden. Bei blutiger Kontamination besteht ein hohes Risiko einer Fehldi-
agnose durch maternale Zellkontamination insbesondere bei weiblichen Test-

ergebnissen, hierauf sollte im Befundbrief eingegangen werden.

e Das Vorgehen, das sich aus einem pathologischen Befund bei einem ,pranata-
len Schnelltest” ergibt, ist sehr weitgehend vom Einzelfall abh&ngig. In aller Re-
gel ist eine Bestatigung des Ergebnisses Uber die Karyotypisierung erforderlich.

Die Befundmitteilung sollte im Rahmen einer genetischen Beratung erfolgen.

e Jede invasive vorgeburtliche Diagnostik, auch in Verbindung mit einem ,Prana-
talen Schnelltest”, sollte mit dem Angebot einer genetischen Beratung verbun-
den sein. Die Mitteilung des Ergebnisses sollte bei unauffalligen Befunden in al-
ler Regel, bei auffalligen Befunden in jedem Fall im Rahmen einer humangene-
tischen Beratung erfolgen. (Leitlinie Genetische Beratung: medgen 19 (2007)
452-454)
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Speziell fiir den FISH-basierenden , pranatalen Schnelltest” gilt:

Der FISH-basierende ,prénatale Schnelltest an unkultivierten Fruchtwasserzellen ist ein
molekular-zytogenetisches Untersuchungsverfahren, das der raschen Diagnostik der
haufigsten numerischen Chromosomenaberrationen dient. Er kann innerhalb von 5-24
Stunden zu einem Ergebnis fuhren.

- Pro Sonde sollten mindestens 30 Interphasekerne ausgewertet werden. Wenn dies

nicht eingehalten werden konnte, muss im Befundbrief darauf eingegangen werden.

- Durch qualitatssichernde Maflinahmen mussen die Grenzwerte fur unaufféllige und
auffallige Ergebnisse laborintern regelméRig ermittelt bzw. kontrolliert werden. Zwingend
wird dies insbesondere bei einem Wechsel der verwendeten FISH Sonden. Zur Orientie-
rung dienen hierbei folgende Werte:

a) >/= 90% der Interphasekerne mit unauffalligem Signalmuster — unauffélliges Ergebnis
b) > 60% der Interphasekerne mit auffalligem Signalmuster — auffalliges Ergebnis

¢) 10-60% der Interphasekerne mit auffélligem Signalmuster — kontrollbedirftiges Er-

gebnis, eventuell vorliegendes Mosaik

Kontrollbedurftige Ergebnisse kénnen einerseits Anlass fir die Erweiterung der
Auswertung auf insgesamt 100 Interphasekerne fir die fragliche Sonde, und/oder
fur eine erweiterte zytogenetische Analyse sein (z.B. zur Mosaikerfassung) bzw.
bei unzureichender Qualitat der Hybridisierung fur eine Wiederholungsuntersu-
chung.

- Obwohl der FISH-basierende ,pranatale Schnelltest” in >98% der auswertbaren
Féalle ein verlassliches Ergebnis liefert ist zu beachten, dass falsch-positive oder
falschnegative Ergebnisse auftreten kénnen. Dies ist mdglich durch das Vorliegen
von Zentromerheteromorphismen, Signalsplitting, zusatzlichen kleinen Marker-
chromosomen oder Derivativchromosomen. Hierauf ist ggf. in geeigneter Form im

Befund hinzuweisen.

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

Der PCR-basierende ,préanatale Schnelltest* an unkultivierten Fruchtwasserzellen ist ein
molekulargenetisches Untersuchungsverfahren, das der schnellen Diagnostik der hau-
figsten numerischen Chromosomenstérungen dient. Das Ergebnis liegt in der Regel
innerhalb von 4-24 Stunden nach Eingang der Probe im Labor vor. Der Test basiert auf
dem qualitativen Nachweis polymorpher Allele von STR-Systemen sowie deren semi-
guantitativer Dosisabschatzung. In der Regel werden die Chromosomen 13, 18, und 21

sowie die beiden Geschlechtschromosomen untersucht.

- Ein unauffélliger Befund in einem einzelnen STR-Marker kann entweder als eine Ho-
mozygotie oder eine Heterozygotie mit 1:1 Ratio vorliegen. Ein auffalliger Befund in
einem einzelnen STR-Marker kann sich entweder in Form einer Homozygotie oder einer
Heterozygotie mit 2:1 Ratio oder einem 3-Allel-Muster darstellen.
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- Bei Single- und Multiplex-PCR-Ansatzen sind die Bedingungen (z.B. Zyklenzahl) so zu
wahlen, dass eine semiquantitative Dosisabschatzung in der exponentiellen Phase der
PCR-Reaktion stattfindet.

- FUr jedes zu untersuchende Chromosom (Ausnahme Y-Chromosom) sollten mehrere
polymorphe STR-Marker eingesetzt werden. Die Auswahl der STR-Marker muss unter
Berucksichtigung von Eignungskriterien wie z.B. dem Repeat-Typ (z.B. Tetranukleo-
tidrepeats), dem Heterozygotiegrad, die Grof3e der Stotter-Banden und/oder die chromo-
somale Lage der Marker auf der genetischen Karte erfolgen.

- Die STR-Analyse muss mit geeigneten Analysesystemen (z.B. Kapillarelektrophorese-
systemen) erfolgen, mit denen eine Auftrennung von PCR-Fragmenten bis auf 1bp ge-
nau maoglich ist. Auswertungen Uber konventionelle Agarosegele sind fiir eine 1bp-

Trennung und eine Dosisabschéatzung nicht ausreichend.

- Auffallige Ergebnisse mit nur einem informativen Marker pro Chromosom 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 Interpretation der STR-Marker anderer Chromosomen auf eine

eventuelle maternale Kontamination bzw. vorliegen einer Triploidie hin zu prufen.

- Sind alle STR-Marker fur ein Chromosom nicht informativ und/oder liegen durch den
Ultraschallbefund besondere Hinweise auf das mdgliche Vorliegen einer Trisomie 13, 18,
21, oder eine numerische gonosomale Aberration vor, sollte die Analyse auf weitere
Marker ausgedehnt werden. Alternativ dazu kann auch z.B. ein FISH-Test zur Klarung
durchgefiihrt werden. Muss das Ergebnis fur ein Chromosom dennoch offen bleiben,

muss dies im Befund eindeutig gekennzeichnet sein.

- Bei der Auswertung kdnnen bisher nicht beschriebene Allele (aul3erhalb des Rahmens
der kleinsten und grof3ten bisher aufgetretenen Allele) eines STR-Systems auftreten und

fur ein benachbartes STR-System ein 3-Allelmuster vortauschen.

- Bei Hinweisen auf eine maternale Kontamination sollte eine miitterliche DNA-Probe

vergleichend mitgefuhrt oder nachuntersucht werden.

- Mosaikbefunde kdnnen in Abhangigkeit von der Starke des Mosaiks nicht immer ein-
deutig beurteilt werden.

- Eine Monosomie X kann zwar Uber die Anzahl getesteter Marker statistisch mit hoher
Sicherheit nachgewiesen, letztlich jedoch mit dem PCR-basierenden ,pranatalen
Schnelltest” nicht nachgewiesen werden. Dies sollte im Rahmen der Befundbesprechung
diskutiert und ggf. Gber einen FISH-basierenden ,pranatalen Schnelltest* und / oder eine
Chromosomenanalyse abgesichert werden, insbesondere dann, wenn sich fir eine Mo-
nosomie X Hinweise aus dem Ultraschallbefund ergeben (z.B. erhdhte Nackentranspa-

renz, Hydrops fetalis).

Obwohl der PCR-basierende ,préanatale Schnelltest” in tiber 98% der Falle ein verlassli-
ches Ergebnis liefert, ist im Befund darauf hinzuweisen, dass eine Aussage nur Uiber nu-
merische Verénderungen der untersuchten Chromosomen zu treffen ist, dass strukturelle

Veranderungen und Mosaike nur mit einer Chromosomenanalyse erfasst werden kdnnen.
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Speziell fur den MLPA-basierenden ,prénatalen Schnelltest” gilt:

Der MLPA-basierende prénatale ,prénatale Schnelltest* an DNA aus unkultivierten
Fruchtwasserzellen ist ein molekulargenetisches Verfahren, das innerhalb von 24 Stun-
den zu einem Ergebnis fihren kann. Bei der MLPA-Technik handelt es sich um semi-
guantitatives Verfahren, mit dem Aneuploiden der Chromosomen 13, 18, 21, X und Y
nachgewiesen werden kénnen. Dabei werden eine Reihe von Sondenpaaren (“MLPA-
Probes”) an die Ziel-DNA hybridisiert. Die Sequenz der jeweiligen Sondenpaare ist so
gewahlt, dass sie in direkter Nachbarschaft binden und daher von einer thermostabilen
Ligase verknupft werden kdnnen. In einem zweiten Schritt werden die ligierten Sonden-
paare dann per PCR amplifiziert. Hierbei korreliert die Menge des jeweiligen sondenspe-
zifischen PCR-Produkts mit der urspriinglichen Menge der Zielsequenz. Die Amplifikati-
onsprodukte werden durch Kapillarelektrophorese der Grof3e nach getrennt. Dosisunter-
schiede sind durch Reduktion oder Vergrof3erung der Peakhdhen und/oder Peakflachen
erkennbar. Durch einen Vergleich des Patienten mit einer Kontrollperson kénnen Abwei-

chungen erkannt werden.

- Durch qualitatssichernde MaRhahmen muss bestimmt werden, ob die Peakhdhe oder
die Peakflache (gegebenenfalls auch beide Parameter) unter den verwendeten Bedin-
gungen die verlasslichsten Werte liefert. Dieser Wert wird dann fiir die entsprechende
mathematische Auswertung verwendet (siehe unten). Da einzelne Sonden in Einzelféllen
Signalstérken aufweisen, die nicht mit der Menge der Zielsequenz korrelieren (z.B. auf-
grund eines Basenaustausches in der Sondenbindungsstelle), muss das verwendete
MLPA-Verfahren mindestens 4 Sondenpaare gegen das jeweilige Zielchromosom auf-
weisen. Jedes Labor sollte eine Validierung anhand einer gréReren Zahl bekannter A-

neuploidien vornehmen.

- Zwischen verschiedenen Produktversionen und Chargen kdnnen Unterschiede in den
Signalstarken einzelner Sonden bestehen, die zu einer Verfalschung der Ergebnisse
fuhren kdnnen, wenn man als Referenzwerte Daten alter Produktversionen verwendet.
Uber entsprechende Kontrollldufe muss die Ubertragbarkeit der Daten zu bestehenden
Referenzen Uberprift werden. Gegebenfalls muss eine Anpassung der Referenzwerte
erfolgen.

- Die Auswertung der MLPA-Daten erfolgt durch den Vergleich des Probenlaufs mit
Daten von Normalkontrollen. Da zwischen einzelnen Probenldufen Variationen auftreten
kdnnen, sollten parallel zum Probenlauf Normalkontrollen mitgefiihrt werden. Hierbei ist
zu bertcksichtigen, dass die Anzahl und somit auch die Gesamtflache/-hdhe der Signale
zwischen weiblichen und méannlichen Proben unterschiedlich ist, so dass weibliche und
mannliche Normalkontrollen mitgefuhrt werden sollten, sofern das Geschlecht der Probe

nicht bekannt ist.

- Fur die mathematische Auswertung der MLPA-Daten stehen mehrere Normalisierungs-
verfahren zur Verfigung. Alle diese Verfahren missen sicherstellen, dass sie unter den
jeweiligen Bedingungen eine sichere Unterscheidung zwischen unauffalligen und auffal-
ligen Ergebnissen ermdglichen. Bei der Berechnung wird gegen die gemittelten Werte
von Normalkontrollen normiert (Wertsetzung = 1). Idealerweiser ergibt sich bei Vorliegen

einer Trisomie eine 1.5-fache Signalstérke fur die gemittelten Signale des entsprechen-



Leitlinie: Pranataler Schnelltest
15.6.2009

den Chromosoms (Wert = 1.5). Bei einem Turner-Syndrom ergibt sich ein Wert von 0.5
in Bezug auf das X-Chromosom im Vergleich zu weiblichen Normalkontrollen. Da die
tatsachlichen Werte i.d.R. geringfugig von den Idealwerten abweichen, muss jedes La-
bor durch qualitatssichernde MaRnahmen die Grenzwerte definieren, bei denen der
Probenlauf als negativ, als positiv bzw. uneindeutig gewertet wird.

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

nicht moglich.

- Verunreinigungen mit maternalem Gewebe/Blut kénnen zu falsch-negativen Tester-
gebnissen fuhren. Diese Einschrankung des Verfahrens muss im Befund erwahnt wer-

den.
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