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die mannliche Form gewahlt wurde, so ist dies nicht geschlechtsspezifisch

gemeint, sondern wurde ausschlieRlich aus Grunden der Lesbarkeit gewahlt.



1 Einleitung

Es wird angenommen, dass bei bis zu 1:150 Schwangerschaften eine Trisomie
21 (T21) vorliegt, jedoch % in Fehlgeburten resultieren (Noble 1998). Dabei
liegt die Fehlgeburtsrate zwischen der 10. Schwangerschaftswoche (SSW) und
Geburt bei etwa 32 %, zwischen der 16. SSW und Geburt bei 25 % (Savva et
al. 2006). In Deutschland wurden im Jahr 2016 792.131 Kinder geboren
(Statistische Bundesamt (Destatis) 28.03.2018). In diesem Jahr wurden in den
aktiven Geburtenregistern des Mainzer Modells und von Sachsen-Anhalt
47.699 und 296.527 Geburten beziehungsweise Schwangerschaften erfasst,
davon 166 und 496 mit T21. Dies entspricht einer Pravalenz von 34,8 und 16,7
auf 10000 Geburten (European Union 2021).

Die T21 beschreibt das dreifache, anstelle des zweifachen, Vorliegen des
Genmaterials des Chromosoms 21 (Hennig 2002). Das klinische Bild der T21
wird als Down-Syndrom bezeichnet. Das Down-Syndrom ist die haufigste
Ursache fur schwere geistige Behinderungen (Bull 2020). Eine geistige
Behinderung ist definiert als mindestens zwei Standardabweichungen (SD)
unter dem durchschnittlichen Intelligenzquotienten der Allgemeinbevolkerung.
Der Durchschnitt liegt bei 100, der Grenzwert von zwei SD unterhalb bei 70. Es
wird angenommen, dass etwa 20 % aller Kinder mit Down-Syndrom eine milde
geistige Behinderung, sprich mindestens einen Intelligenzquotienten von 50 bis
70, aufweisen. Bei etwa 70 % liegt eine mittelschwere geistige Behinderung mit
einem Intelligenzquotienten zwischen 20 und 50 vor. 10 % leiden an einer
schweren geistigen Behinderung mit einem Intelligenzquotienten unter 20
(Alberman et al. 1992). Jedoch lernen in Deutschland heute fast alle Kinder mit
Down-Syndrom lesen, schreiben und rechnen, ein recht selbststandiges und
selbstbestimmtes Leben ist mit Unterstitzung mdglich (Hoppen 2021).
Zusatzlich zu den kognitiven Einschrankungen leiden zwischen 50 und 60 % an
schweren angeborenen Fehlbildungen. Am haufigsten sind mit etwa 44 % die
angeborenen Herzfehler, gefolgt von gastrointestinalen Fehlbildungen mit etwa

6 %. Auch wurden Fehlbildungen des Urogenitaltrakts, der Extremitaten und



angeborene Katarakte beschrieben (Alberman et al. 1992). Bei den
angeborenen Herzfehlern treten insbesondere der atrioventrikulare
Septumdefekt, Ventrikelseptumdefekte, Vorhofseptumdefekte, die Fallot-
Tetralogie und ein persistierender Ductus arteriosus auf. Weitere ernste
gesundheitliche Probleme, die mit Down-Syndrom assoziiert sind und deutlich
haufiger als in der Allgemeinbevolkerung auftreten, sind Leuka&mien und
Tumore mit einer Inzidenz von etwa 2 bis 3 %, Schilddrisenerkrankungen bei
etwa 52 %, neurologische Entwicklungsstérungen mit 9 bis 26 %, Autismus bei
7 bis 16 % und Demenz mit etwa 5 % bei den unter 40-Jahrigen und 68 bis 80
% im Alter von 65 Jahren. Uber 70 % haben orthopadische Probleme, 55 %
leiden an Dysphagie und 65 % an Schlafstérungen. Immundefizite zusammen
mit obstruktiven Atemwegen begulnstigen besonders respiratorische Infekte, die
bei < 40 % der Patienten mit Down-Syndrom als Todesursache angegeben
werden (Hoppen 2021). Durch diese gesundheitlichen Besonderheiten ergeben
sich erhohte Kosten im Vergleich zu Individuen ohne chromosomale
Aberrationen. So berechneten Kageleiry et al. die durchschnittlichen
medizinischen Mehrkosten fur Kinder mit Down-Syndrom zwischen Geburt und
Vollendung des 18. Lebensjahrs auf etwa $250.000 US Dollar (Kageleiry et al.
2017). Die gesamten gesellschaftlichen Mehrkosten, direkte durch entstandene
Kosten und indirekte durch ausbleibende Einnahmen, wurden auf $677000 bis
$900.000 US Dollar berechnet (Ball et al. 2007; Cuckle et al. 2013; Song et al.
2013). In Deutschland liegt der Fokus eher auf guter Informationsverfugbarkeit
fur Betroffene, deren Eltern und den behandelnden Arzten, um die adaquate
Betreuung und Forderung, sowie Behandlung und/oder Pravention von

assoziierten Erkrankungen zu gewahrleisten (Hoppen 2021; AWMF 2016).

In den letzte 40 Jahren hat sich das Screening auf T21 deutlich ausgeweitet,
neue Tests sind zunehmend spezifischer und sensitiver. Auch ist die Testung
auf weitere Fehlbildungen oder genetische Erkrankungen mdglich (Cuckle und
Maymon 2016). Jedoch ist fir eine definitive Diagnose einer Trisomie weiterhin
die Durchflhrung einer invasiven Diagnostik von No&ten (Gemeinsamer

Bundesausschuss 2021). Die Entwicklung dieser Test wird auch durch den



Wunsch werdender Mutter ein gesundes Kind zur Welt zu bringen getrieben.
Von den insgesamt 496 mit T21 betroffenen Schwangerschaften und
Lebendgeburten in  Sachsen-Anhalt 2016 wurde bei 272 ein
Schwangerschaftsabbruch nach einer pranatalen Diagnose durchgefuhrt, was
54,8 % aller T21-Schwangerschaften entspricht. Im Vergleich hierzu wurde ein
Abbruch durchschnittlich nur bei 1071 von insgesamt 9411 Schwangerschaften,
also bei 11,4 %, durchgefihrt, wenn alle grol3en fetalen Anomalien im Jahr
2016 betrachtet wurden. Im Mainzer Modell waren die Proportionen ahnlich;
51,8 % aller T21 Schwangerschaften resultierten nach pranataler Diagnose in
einem Schwangerschaftsabbruch, wahrend es bei Betrachtung aller grofen
Anomalien nur 11,5 % waren (European Union 2021).

In Deutschland ist der aktuelle Goldstandard fur das Screening auf T21 das
kombinierte Ersttrimesterscreening (ETS). Es ermoglicht die Detektion von etwa
90 % aller Feten mit T21, jedoch werden ebenso etwa 3 % aller euploiden
Feten falschlich positiv getestet. Bei einem positiven Screeningtest wird zur
invasiven Diagnostik geraten, die mit einem Fehlgeburtsrisiko einhergeht. Auch
zur Reduktion von Fehlgeburten wird die Entwicklung von Screeningtests mit
einer besseren Testgite angestrebt. Die zellfreie fetale DNA (engl. cell-free
fetal DNA; cfDNA)-Analyse verspricht die Detektion von 99 % aller Feten mit
T21 bei einer falsch-positiv Rate (FPR) von 0,1 % und ware somit sensitiver
und spezifischer als das ETS beim Screening fur die T21 (Gil et al. 2017). Ziel
der Studie ist, die FPR des ETS und der cfDNA-Analyse beim Screening auf
T21 in einem Zentrum fur Pranataldiagnostik klinisch zu verifizieren und einen
Screening-Algorithmus zur Reduktion der gesamten FPR zu entwickeln, unter
Berucksichtigung der entstehenden Kosten und der Maoglichkeit, auf weitere

fetale Anomalien und Schwangerschaftskomplikationen zu testen.

1.1 Mutterschaftsrichtlinien

,Die  vom Gemeinsamen Bundesauschuss (...) beschlossenen Richtlinien
dienen der Sicherung einer nach den Regeln der arztlichen Kunst und unter



Berucksichtigung des allgemein anerkannten Standes der medizinischen
Erkenntnisse ausreichenden, zweckmaligen und wirtschaftlichen arztlichen
Betreuung der Versicherten wahrend der Schwangerschaft und nach der
Entbindung® (Gemeinsamer Bundesausschuss 2016, 2021). In den
Mutterschafts-Richtlinien wird explizit fur die arztlichen Versorgung die
Vorrangigkeit der fruhzeitigen Erkennung von Risikoschwangerschaften und
Risikogeburten festgelegt. Die arztliche Betreuung soll zweckmafig und
ausreichend sein, jedoch sollen entbehrliche Kosten vermieden werden. Des
Weiteren sollen alle MaRnahmen durch Arzte ausgefiihrt werden, die tber die
entsprechenden Kenntnisse und Einrichtungen verfugen. Laut den Richtlinien
sollen lediglich drei Basisultraschalluntersuchungen, innerhalb der von den
gesetzlichen Krankenkassen Ubernommenen Regelversorgung, durchgefuhrt
werden. Sie dienen der Verlaufsbeobachtung einer normalen Schwangerschaft
mit dem Ziel der genauen Gestationsaltersbestimmung, der Kontrolle der
somatischen Entwicklung des Feten, der Suche nach auffalligen fetalen
Merkmalen sowie dem Erkennen von Mehrlingsschwangerschaften
(Gemeinsamer Bundesausschuss 2016, 2021). Alle weiteren
Ultraschalluntersuchungen und Screeningmethoden zur Risikoberechnung
bezuglich eines Down-Syndroms beim Feten gehdren zu den sogenannten
individuellen Gesundheitsleistungen (IGelL-Leistungen) und werden bei einer
normalen Schwangerschaft mit unauffalligen Voruntersuchungen und
Anamnese in der Regel nicht von den Krankenkassen ubernommen
(Gemeinsamer Bundesausschuss 2016, 2021). Mit Inkrafttreten der aktuellen
Version der ,Mutterschafts-Richtlinien am 01.01.2022 hat der nicht-invasive
Pranataltest (NIPT) eine Sonderstellung erhalten. Um invasive Malinahmen,
wie der Fruchtwassergewinnung durch Amniozentese (engl. Amniocentesis;
AC) oder Gewinnung von Chorionzotten (engl. chorionic villus sampling; CVS)
beziehungsweise Plazentagewebe, zu vermeiden, kann eine NIPT mit Frage
auf das Vorliegen einer T21, Trisomie 18 (T18) oder Trisomie 13 (T13) als
Kassenleistung durchgefuhrt werden. Liegen Befunde vor, die eine invasive
Abklarung von Noten machen, kann die NIPT nicht in diesem Rahmen

durchgefuhrt werden. Die Testung ist jedoch nicht an eine statistisch erhdhte
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Wahrscheinlichkeit flir das Vorliegen einer Trisomie gebunden (Gemeinsamer

Bundesausschuss 2021).

Weitere Bedingungen sind, dass nur NIPT-Verfahren mit Qualitatssicherung fur
die Validitat der Ergebnisse durchgefuhrt werden, die fur die T21 eine
Sensitivitat von mindestens 97 % und eine Spezifitat von mindestens 99 %
aufweisen, gesichert durch eine prospektiv geplante, verblindete Studie. Zudem
muss der beratende Arzt Uber eine Qualifikation gemal des
Gendiagnostikgesetzes verfugen und darauf basierend aufklaren und beraten
(Gemeinsamer Bundesausschuss 2021). Ein Befund der auf das Vorliegen
einer Trisomie hinweist, muss darauf verweisen, dass eine gesicherte Diagnose

einer invasiven Abklarung bedarf (Gemeinsamer Bundesausschuss 2021).

1.2 Screening auf Chromosomenstorungen

Aktuelle Screeningmethoden auf Chromosomenstérungen haben sich seit den
frihen 1980er Jahren deutlich weiterentwickelt und umfassen von anfanglich
nur dem mutterlichen Alter mittlerweile diverse Parameter, die meisten aus
serologischen oder sonographischen Untersuchungen stammend (Cuckle und
Maymon 2016). Was jedoch unverandert geblieben ist, ist das durch nicht-
invasive Methoden bislang nur die Erstellung eines individuellen Risikoprofils
moglich ist. Somit dienen aktuelle Screeningmethoden lediglich zur
Bestimmung des Risikokollektivs innerhalb der Gruppe aller Schwangeren, fur
die eine invasive Diagnostik laut Leitlinien in Erwagung gezogen werden sollte.
Die Diagnose einer Chromosomenstorung bleibt der invasiven Diagnostik
vorbehalten (Gemeinsamer Bundesausschuss 2021; Salomon et al. 2017).

Die Qualitat der verschiedenen Screeningtests lasst sich anhand der
Detektionsrate (DR) und FPR ermitteln (Tabelle 1). Hierbei beschreibt die DR
den Anteil der getesteten Feten, welche eine T21 aufweisen und auch auf diese
zutreffend getestet wurden. Die FPR hingegen beschreibt den Anteil von Feten
ohne T21, die jedoch falschlich als auffallig getestet wurden. Zudem gibt der
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positive Pradikationswert (PPW) den Anteil aller richtig positiv getesteten zu
allen Screening-positiven Feten gesamt an und beschreibt somit die
Wabhrscheinlichkeit, dass nach einem positiven Screeningtest tatsachlich eine
T21 vorliegt.

Tabelle 1: Wahrheitsmatrix fiir richtige und falsche Screening-Klassifikationen.

Fetus mit Trisomie 21 Fetus ohne Trisomie 21

Screening positiv richtig positiv falsch positiv
- Detektionsrate/Sensitivitat

Screening negativ  [falsch negativ richtig negativ
- Spezifitat

Als auffallig wird ein Screening-Ergebnis oberhalb eines zuvor bestimmten
Schwellenwertes definiert. Um die DR anzuheben, muisste ein zuvor
festgelegter Schwellenwert herabgesetzt werden, was jedoch auch zu einem
Anstieg der FPR fihren wirde (Wright et al. 2014). Daher wirden automatisch
mehr Frauen in die Risikogruppe fallen, was neben einer erhdhten Rate von
invasiver Diagnostik auch einen psychisch negativen Effekt auf die Frauen zur
Folge hatte (Wagner et al. 2018). Somit ist die Festlegung des Schwellenwertes
immer ein Kompromiss zwischen dem Wunsch alle Schwangerschaften mit
einer T21 zu detektieren und einer tolerierbaren Quote von falschlich
Screening-positiv kategorisierten Frauen (Wright et al. 2014). In der Regel ist
der Schwellenwert so gelegt, dass 5 % aller euploiden Feten als auffallig
kategorisiert werden (Kagan et al. 2013).

1.2.1 Mutterliches Altersscreening

1933 wurde erstmals der Zusammenhang zwischen mutterlichem Alter und dem
Risiko einer Schwangerschaft mit einer T21 hergestellt (Abbildung 1) und 1968
wurde erstmals ein Fetus pranatal mit T21 diagnostiziert (Penrose 1933; Valenti
et al. 1968). Dies fuhrte zu dem ersten Screening fur die T21, die in den frihen
1980 lediglich Uber das mutterliche Alter moglich war. Ein Schwellenwert von 35
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Jahren wurde festgelegt, um das Risikokollektiv zu bestimmen (Wald et al.
1997).

Zu Beginn der 1980 Jahre lag auf dem Schwellenwert ,35 Jahre® die 95.
Perzentile des Altersspektrums der werdenden Mutter, somit gehdrten nur 5%
aller Schwangeren zum Risikokollektiv (Wald et al. 1997; Eiben et al. 2014).
2020 waren in Deutschland bei 224.064 von insgesamt 772.790
Lebendgeburten die Mutter 35 Jahre oder alter (Statistische Bundesamt
(Destatis)). Somit liegt durch das zunehmend hdhere Alter der Schwangeren
der Schwellenwert ,35 Jahre® Gber der 75. Perzentile, womit mehr als 25 % aller
Schwangeren zu dem Risikokollektiv gehoren wurden. Die Anzahl der
Totgeburten, Aborten und induzierten Schwangerschaftsabbrichen ist hierbei
noch nicht berucksichtigt. Dies stellt die Sinnhaftigkeit des Tests als alleinige
Screeningmethode in Frage. Zudem liegt bei einem reinen altersbasierten
Screening die DR nur bei etwa 30 % (Wald et al. 1997). In Verbindung mit
anderen Parametern fliel3t das mutterliche Alter jedoch weiterhin in komplexere

Screening-Algorithmen standardmafig ein.

15—
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Miitterliches Alter in Jahren am
voraussichtlichen Entbindungstermin

Abbildung 1: Natiirliche Geburtsprévalenz einer Trisomie 21 nach mlitterlichem Alter bei Geburt
(Adaptiert von Noble 1998).
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1.2.2 Serumscreening (Triple und Quadruple Test)

1987 wurde gezeigt, dass zwischen der 14. und 22. Schwangerschaftswoche
(SSW) der mediane mdutterliche Serumspiegel fir Alphafetoprotein (AFP),
ursprunglich verwendet fur das Screening auf Neuralrohrdefekte, bei T21-
Schwangerschaften 25% unter dem von euploiden Schwangerschaften lag.
Diese Veranderung ist nicht durch das mutterliche Alter beeinflusst (Cuckle et
al. 1987). Durch die zusatzliche Verwendung von AFP mit dem miutterlichen
Alter konnte die DR fur Trisomie 21 % auf 35 % angehoben werden, bei einer
FPR von 5 % (Cuckle et al. 1987). Ebenfalls zeigte sich zu dieser Zeit, dass die
mutterlichen Serumspiegel von humanem Choriongonadotropins (hCG), spater
die B-Kette von hCH (B-hCG), doppelt so hoch und von unkonjungiertem Ostriol
(UE3, engl. unconjugated estriol) 25 % unter der Norm bei T21-
Schwangerschaften lagen. Die Analyse dieser drei Serummarker, AFP, hCG/[B-
hCG und uE3, in der 15. bis 22. SSW, zusammen mit dem mdatterlichen Alter
ergaben den sogenannten Triple-Test. Dieser wies eine DR von etwa 60 %,
spater 70 % durch genaue sonographische Bestimmung des Gestationsalters,
bei gleichbleibender FPR von 5 % auf (Wald et al. 1997).

Mit der Identifizierung weiterer Serummarker wurde 1996 gezeigt, dass in T21-
Schwangerschaften die Inhibin A-Serumspiegel durchschnittlich um das 1,76-
fache erhéht sind (Wald et al. 1996). Der so entstandene Quadruple-Test,
durchfiihrbar in der 15. bis 22. SSW, wies einen Anstieg der DR auf 76 % auf,
bei unveranderter FPR (Wald et al. 1997). Ebenfalls wurde das
schwangerschaftsassoziierte Plasmaprotein A (engl. pregnancy-associated
plasma protein A; PAPP-A) als Serummarker identifiziert. Da der Unterschied
der Plasmakonzentration von PAPP-A bei T21 in Vergleich zu euploiden
Schwangerschaften zu Beginn der Schwangerschaft am grofdten ist und im
Verlauf des 1. Trimenons rapide abnimmt, eignet sich PAPP-A nicht als ein
Serummarker fur einen Test, welcher im 2. Trimenon durchgefuhrt wird (Cuckle
und Maymon 2016).
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Da die |dealergebnisse der Serumparameter weit gestreut und von mehreren
Faktoren abhangig sind, wie beispielsweise SSW, miutterliches Gewicht,
Einlings- bzw. Mehrlingsgraviditat, Ethnizitat, Raucherstatus, spontaner
Konzeption oder assistierter Reproduktion, usw., werden sie als das Vielfache
des Medians (engl. Multiples of the median; MoM) angegeben (Spencer et al.
2002; Spencer et al. 2003b; Spencer et al. 2000b; Spencer et al. 2004; Liao et
al. 2001). Zur Berechnung wird die gemessene Serumkonzentration durch die
erwartete Serumkonzentration bei einer Schwangerschaft mit einem euploiden
Fetus dividiert. Somit werden die Ergebnisse immer in Bezug zum l|dealwert
angegeben. Die prospektive Multizentrum-Studie SURUSS erhob bei 47.053
Einlingsschwangerschaften, davon 101 mit T21, Serumparameter und testete
sie gegen b5-gepaarte Stichproben, sowie 600 weitere Proben. Aus den
erhobenen Daten wurden die in Tabelle 2 gelisteten Abweichungen der MoMs
von T21-Schwangerschaften zu unbetroffenen Schwangerschaften berechnet
(Wald et al. 2003).

Tabelle 2: Mediane MoM-Werte in Down-Syndrom-Schwangerschaften und Detektionsraten bei
einer 5% Falsch-positiv-Rate fiir individuelle Marker (ohne Verwendung des miitterlichen Alters)
nach Gestationsalter (Wald et al. 2003).

MoM, Multiples of the Median; DR, Detektionsrate; AFP, Alphafetoprotein; uE3, unkonjugiertes
Ostriol;  hCG, humanes Choriongonadotropin;  B-hCG, B-Kette des humanen
Choriongonadotropins; PAPP-A, schwangerschaftsassoziiertes Plasmaprotein-A.

Abgeschlossene Schwangerschaftswochen
102 14-20
Serumparameter | Median (MoM) | DR (%) Median (MoM) DR (%)
AFP 0,86 8 0,74 24
ukE3 0,99 13 0,70 40
hCG 0,96 5 2,05 40
B-hCG 1,62 19 2,66 50
Inhibin-A 0,94 5 2,54 59
PAPP-A 0,34 58 1,11 5

@ Der Median fiir Serum-AFP basiert auf 10-13 abgeschlossenen Schwangerschaftswochen
zusammen, da dieser sich nicht wesentlich im Schwangerschaftsverlauf &ndert.
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Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, ist Inhibin-A der aussagekraftigste Serummarker.
B-hCG ist ein starkerer Marker als hCG und gewinnt im 2. Trimenon an
Signifikanz. Die mit am langsten bekannten Serummarker AFP, uE3 und hCG
sind im 2. Trimenon die Marker mit der geringsten Testgute (Cuckle und
Maymon 2016; Wald et al. 1997).

So wie andere Screeningtests dient der Triple- bzw. der Quadruple-Test
lediglich zur statistischen Risikoberechnung auf ein erhodhtes Risiko einer
Chromosomenstérung oder einer Fehlbildung. Bei einer FPR von 9,3 % bzw.
von 6,2 % des Triple- bzw. des Quadruple-Tests bei einer 85 % DR wurde die
Testung weitgehend durch andere nicht-invasive Verfahren mit einer besseren
Spezifitat bei gleicher Sensitivitat ersetzt, zumal die Durchfihrung in einen
spateren Zeitraum der Schwangerschaft fallt als neuere Testverfahren (Wald et

al. 2003). Sie kann aber weiterhin als IGeL-Leistung durchgefihrt werden.

1.2.3 Kombiniertes Ersttrimesterscreening

Das kombinierte ETS basiert auf der fetalen Nackentransparenz (NT)-Messung
mittels Ultraschalls in der 12. — 14. SSW, sowie der Messung der Serummarker
B-hCG und PAPP-A im mditterlichen Blut (Kagan et al. 2013). Fur die
Berechnung eins individuellen Risikos fur eine fetale T21 werden diese
Parameter mit dem mdutterlichen Altersrisiko, dem Gestationsalter und der
Anamnese kombiniert unter der Berucksichtigung der jeweiligen
Wahrscheinlichkeitsquotienten (Kagan et al. 2013).

Somit entsteht die Berechnung eines personlichen Risikos. In Deutschland liegt
der verwendete Schwellenwert zur Definition des Risikokollektivs liegt meist bei
1:150. Wie aus Tabelle 3 ersichtlich liegen die dazugehorige DR und FPR etwa
bei 90 % und 3 % (Wright et al. 2014).

Das kombinierte ETS gilt heute als Goldstandard der Risikoevaluation. In

Deutschland wird die Untersuchung als |GelL-Leistung angeboten, je nach
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Zentrum belaufen sich die Kosten auf 150 € bis 250 € (Gemeinsamer
Bundesausschuss 2021). In vielen anderen Landern Europas ist sie Bestandteil
der gesetzlichen Regelversorgung (Ekelund et al. 2008; Morgan et al. 2013).

Tabelle 3: Detektions- uns Falsch-positiv-Raten bei unterschiedlichen Risikoschwellenwerten in
Screening auf Trisomie 21 mittels ETS basierend auf dem miitterlichen Altersrisiko, der NT,
PAPP-A und B-hCG (Ausschnitt aus (Wright et al. 2014).

T21, Trisomie 21; FPR, Falsch-positiv-Rate; DR, Detektionsrate; T18/T13, Trisomien 18 und 13.

Schwellenwert fur
T21-Risiko (1:x) FPR, % | DR T21, % |DR T18/T13, %
100 2,0 86,4 65,8
200 3,5 89,9 69,8
300 4,7 91,7 71,9
400 5,8 92,9 73,3
500 6,8 93,7 74,4
1000 11,3 95,9 77,7
1500 15,0 96,9 79,8
2000 18,1 97,5 81,3
2500 20,8 97,9 82,5
3000 23,3 98,2 83,5
3500 25,5 98,4 84,4
4000 27,5 98,6 85,1
5000 31,2 98,8 86,4
1.2.3.1 Fetale Nackentransparenz

Erstmals wurde ein ,erweiterter Raum im fetalen Nackenbereich, zwischen der
Wirbelsaule und der Haut“ bei einer T21-Schwangerschaft im 2. Trimenon 1985
beschrieben (Benacerraf et al. 1985). Funf Jahre spater wurde die erhdhte NT
auch bei einem Fetus mit T21 zwischen der 10. bis 11. SSW beschrieben
(sieche Abbildung 2); die Autoren gingen von einer erhohten
Flussigkeitsansammlung im Nacken aus (Szab6 und Gellen 1990). Nicolaides
et al. zeigten 1994, dass in einer Studienpopulation mit 1273
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Einlingsschwangerschaften, 86 % der T21-Feten eine NT = 3 mm aufwiesen
und in der Gruppe mit einer NT < 3 mm (Anzahl (n) = 1185 Schwangerschaften)
die Inzidenz einer T21 funfmal niedriger als die erwartete Inzidenz basierend

auf dem mutterlichen Altersrisiko lag (Nicolaides et al. 1994).

Abbildung 2: Normale Nackentransparenz (links) und erhGhte Nackentransparenz (rechts) bei einem
Fétus mit Trisomie 21.

Um die NT richtig beurteilen und in die Risikoberechnung miteinbeziehen zu
konnen, wurde die sonographische Messung der NT standardisiert und prazise
Richtlinien zur Bilddarstellung des Fetus und Markierungsplatzierung fur die
Messung herausgegeben (Kozlowski et al. 2019; Fetal Medicine Foundation
2022). Folgende Kriterien sind zu erfullen (Fetal Medicine Foundation 2022):
e Messung durch ausgebildete und qualifizierte Gynakologen, die jahrlich
durch unabhangige Audits Uberpruft werden
e ein Gestationsalter zwischen 11+0 und 13+6 SSW
¢ einer Scheitel-Steil3-Lange (SSL) zwischen 45 mm und 84 mm
e neutraler Position des Fo6tus, mit dem Kopf in der Verlangerung der
Wirbelsaule
e alleinige Darstellung des Kopfes und des Thorax (angemessene
VergréfRerung)
e Darstellung des Kopfes und des Thorax in mediosagittaler Schnittebene
mit Abbildung der Nasenspitze als echogener Punkt, des Nasenbeins
(NB), der rechteckigen Maxilla, des Dienzephalons und der NT

e Genaue Unterscheidung von NT und Amnion
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e Reduzierung des ,Gain“ auf ein Minimum, um die NT-Linien klar und
dunn abzubilden

e Messung des echoleeren Raums zwischen den NT-Linien; die
horizontalen Linien der Messkreuze sollten gerade in den weil3en Linien
der NT verschwinden

e Messung der NT an der weitesten Stelle; hierzu soll die NT mehrfach
gemessen werden und der gro3te Wert, der allen obigen Anforderungen

entspricht, soll zur Risikoermittlung verwendet werden.

Bei der Interpretation gilt es die Abhangigkeit der NT zu der SSL zu beachten.
Bei einer SSL von 45 mm liegt der Median von euploiden Feten bei 1,2 mm, bei
einer SSL von 84 mm bei 2,5 mm. Zur Beurteilung und Berechnung des
Wahrscheinlichkeitsquotienten des NT-Werts wird dieser mit dem Median fur
die spezifische SSL verglichen. Normalerweise wird ein Schwellenwert auf der
95. Perzentile verwendet und ein Uberschreiten definiert einen auffalligen
Befund (Kagan et al. 2013; Wright et al. 2008). Bei 75 % der Feten mit T21 liegt
die NT Uber der 95. Perzentile (Wright et al. 2008; Snijders et al. 1998). Fur den
Vergleich der gemessenen NT zum SSL-spezifischen Median gibt es drei
Ansatze, den Delta (A)-NT-Ansatz, der Differenz der gemessenen NT und des
SSL-spezifischen Medians, dem MoM-Ansatz, der Division der gemessenen NT
durch den SSL-spezifischen Median, und den Mixture-Model-Ansatz, bei dem
der gemessene NT-Wert sowohl ins Verhaltnis zum SSL-spezifischen Median
als auch zur SSL-unabhangigen Median fur erhohter NT-Werte gesetzt wird
(Spencer et al. 2003a; Wright et al. 2008; Kagan 2009).

Insgesamt hat die fetalen NT eine groRe Aussagekraft zu dem T21-Risiko wie
auch dem Gesundheitszustand des Fetus. Wald et al. geben in der SURUSS-
Studie eine MoM-Deviation der NT von Trisomie 21 zu nicht betroffenen Foten
von 1,96 an, sowie einer DR alleinig basierend auf der NT von 51 % bei einer
FPR von 5 % (Wald et al. 2003). Cuckle und Maymon benennen die fetale NT
als ,den mit Abstand besten individuellen Marker” in der Risikoberechnung fur
Trisomie 21 (Cuckle und Maymon 2016). Da eine erhdhte NT-Messung auch
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als Indikator fur andere Chromosomenstorungen und Anomalien gilt, wird
unabhangig vom T21-Risiko ab einer NT-Messung > 3,5mm zu einer invasiven
Diagnostik mit Karyotypisierung und gegebenenfalls Microarray geraten
(Kozlowski et al. 2019).

1.2.3.2 Serum-Biochemie

Im ersten Trimenon sind die Serummarker B-hCG und PAPP-A die
bedeutendsten Serummarker (Tabelle 2), wobei PAPP-A mit zunehmenden
Gestationsalter an Aussagekraft abnimmt wahrend B-hCG an Aussagekraft
zunimmt (Cuckle und Maymon 2016). Die Blutentnahme und Messung der
Parameter findet fur gewohnlich im selben Besuch wie die
Ultraschalluntersuchung statt und sollte nach dem OSCAR (Ein-Stopp Klinik fur
Risikobewertung fetaler Anomalien; engl: One-stop Clinic for Assessment of
Risk for fetal anomalies) -Ansatz fir die bestmdgliche Patientenberatung
unmittelbar nach dieser zur Verfugung stehen. Somit kann die Risikoermittlung
mit einem vollstandigen Datensatz direkt im Anschluss an die
Ultraschalluntersuchung erfolgen (Spencer et al. 2000a). Die Verwendung von
gemessenen Konzentrationen von (-hCG und PAPP-A an einem
abweichenden Tag von der Ultraschalluntersuchung, meist friher, ist moglich,
jedoch mussen die Ergebnisse fur die Ultraschalluntersuchung und die
Serumbiochemie jeweils fur das Gestationsalter am Tag der Untersuchung
berechnet und anschliefend kombiniert werden. Dieser Ansatz hat aufgrund
unserer dezentralen Struktur ohne Messung der Serumkonzentrationen vor Ort
den Vorteil, dass die Ergebnisse ebenfalls nach der Ultraschalluntersuchung
vorliegen und die Ubermittlung des spezifischen Risikos nicht nachtraglich in
einem zweiten Gesprach erdrtert werden muss (Wright et al. 2010).

Analog zum Serumscreening im 2. Trimenon sind die Plasmakonzentrationen
von B-hCG und PAPP-A im Serumscreening des ETS ebenfalls weit gestreut
und werden von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Zum Vergleich mit den
erwarteten Werten bei einer Schwangerschaft mit einem euploiden Fetus,
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mussen die gemessenen Konzentrationen entweder wie oben beschrieben in
MoMs oder in sogenannte Grade des Extremen (engl: degree of extremeness,
DoEs) umgewandelt werden. Bei DoEs liegt der erwartete Wert bei einem
euploiden Fetus auf 0, im Gegensatz zu 1 bei der Verwendung des MoM-
Systems. Die Werte -1 und +1 geben jeweils die 5. und 95. Perzentile an (Merz
et al. 2008). Die Einflussfaktoren sind maternal und
schwangerschaftsspezifisch, zu ihnen gehdren des maternale Korpergewicht,
die Ethnizitat, der Raucherstatus, der Modus der Konzeption, die Paritat und die
Anzahl der Feten (Spencer et al. 2003b; Spencer et al. 2004; Spencer et al.
2002; Spencer et al. 2000b; Liao et al. 2001; Kagan et al. 2008a; Merz et al.
2011). Diese Patientinnen-spezifischen GrélRen werden mit denen einer
Referenzpatientin mit kaukasischer Herkunft, Nichtraucherin, Gewicht von 69 kg
und Paritat >0 mit spontaner Konzeption und Einlingsschwangerschaft
verglichen (Wagner et al. 2018). Korrekturen fir die oben genannten
Einflussfaktoren mussen mit einbezogen werden, um Abweichungen, die auf
diese Charakteristika zuruckzufuhren sind, abzugrenzen. Die ermittelten MoMs
oder DoEs werden wie die NT mit Wahrscheinlichkeitsquotienten verrechnet
und zu dem mdutterlichen Alter in die Risikoberechnung eingeschlossen
(Wagner et al. 2018).

1.2.3.3 Erweiterungen fiir das ETS

Eine Verbesserung des ETS ist durch die Hinzunahme weiterer Ultraschall- und
Serummarker maoglich. Als weitere Serummarker fur das ETS werden der
placental growth factor (PIGF) und AFP in Erwagung gezogen. PIGF wird
zudem im Screening auf Praeklampsie, AFP im Screening fur fetale
Wachstumsretardierung verwendet (Cuckle und Maymon 2016).

Vor allem haben sich drei Ultraschallmarker, das fetale Nasenbein (NB),
Regurgitation oder Insuffizienz der fetalen Trikuspidalklappe
(Trikuspidalklappeninsuffizienz; TI) und der reverse flow im Ductus venosus
(DV)-Fluss, als zusatzliche Marker im ETS bewahrt, nicht jedoch der fronto-
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maxillare Gesichtswinkel (Kagan et al. 2013). Wegen des Zeitaufwands der
Untersuchung und des ausgiebigen Schulungsbedarfs der Untersucher ist die
routinemafige Untersuchung dieser Parameter auf3erhalb von Zentren schwer
zu etablieren und die Sinnhaftigkeit fraglich (Cicero et al. 2003; Kagan et al.
2009c; Maiz et al. 2009). Mit einem 2-Stufen Verfahren, bei dem diese
Parameter nur bei einer Gruppe von Schwangeren mit einem intermediaren
Risiko erhoben werden musste, konnte der Anteil an Untersuchungen deutlich
reduziert werden. Mit der Definierung des intermediaren Risikos zwischen 1:51
bis 1:1000 muissten beispielsweise nur 15 % der Schwangeren auf diese
Parameter hin untersucht (Kagan et al. 2009a; Kagan et al. 2009c; Maiz et al.
2009). Die DR der Marker NB, Tl und DV-Fluss allein liegt zwischen 55 % bis
66 %, die FPR bei 1 % bis 3 %. Durch die zusatzliche Anwendung einer dieser
Marker im Intermediarrisikokollektiv kann die DR des ETS von 90 % auf 93 %
bis 96 % gesteigert werden bei einer Verringerung der FPR von 3 % auf 2,4 %
bis 2,6 % (Kagan et al. 2013).

Zusatzlich zur Detektion von der T21 kann das ETS zur Detektion von Feten mit
T18 und T13 verwendet werden. Mit dem Algorithmus zur Risikobestimmung flr
eine Schwangerschaft mit einer T21 werden bei einer FPR von 3 % neben etwa
90 % der Feten mit T21 auch 74 % beziehungsweise 77 % aller Feten mit T18
und T13 erfasst. Unter Hinzunahme der fetalen Herzfrequenz und spezifischen
Algorithmen fur T18 und T13 kdnnen die DR auf 91 %, 97 % und 94 % fur T21,
T18 und T13 verbessert werden bei festgelegten FPR von 3% fir T21 und 0,2
% far T18/T13 oder einer gesamten FPR von 3,1 % (Kagan et al. 2008b).

1.2.4 Zellfreie DNA (cfDNA)-Analyse

Zu Beginn der 90er Jahre fokussierten sich die ersten Versuche fetale DNA
durch eine einfache venose Blutabnahme bei der Mutter zu gewinnen darin,
fetale kernhaltige Zellen aus dem Blut zu isolieren (Bianchi et al. 1990). In der
prospektiven, multizentrischen klinischen Studie des National Institute of Child
Health and Human Development Fetal Cell Isolation Study (NIFTY) sollte die
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Durchfuhrbarkeit einer Geschlechtsbestimmung und eines
Aneuploidiescreenings an diesen Zellen getestet werden. Jedoch lag bei
insgesamt 1292 mannlichen Feten von insgesamt 2744 analysierten
Einlingsschwangerschaften die FPR bei der Geschlechtsbestimmung bei 11,1
%. Bei dem Aneuploidiescreening lag die DR bei 74,4 % mit einer FPR von
etwa 0,6 % bis 4,1 %, womit diese Methode dem klassischen ETS deutlich

unterlegen ist (Bianchi et al. 2002).

Im Jahr 1997 wurden erstmals freie Y-Chromosom-Fragmente im Blut von
schwangeren Frauen mit mannlichen Feten nachgewiesen. Sowohl bei
Schwangeren mit weiblichen Feten als auch bei nicht-Schwangeren konnten
diese nicht nachgewiesen werden. Somit wurden diese DNA-Fragmente der
aktuellen Schwangerschaft zugeordnet (Lo et al. 1997). Im Jahr 2010 konnte
gezeigt werden, dass sich das ganze fetale Genom durch die im mutterlichen
Blut befindlichen Fragmente abbilden Iasst (Lo et al. 2010). Diese freie DNA
entstammt der Plazenta, obwohl sich der Begriff zellfreie fetale DNA (cffDNA)
etabliert hat, und macht etwa 10 % der gesamten zellfreien DNA (cfDNA) im
mutterlichen Plasma zwischen der 11. und 13. SSW aus (Ashoor et al. 2013; Lo
et al. 1997). Jedoch hangt die Konzentration des fetalen DNA von diversen
Faktoren ab, so ist sie beispielsweise geringer bei Schwangeren mit afro-
karibischer Ethnizitat und nimmt zu zunehmenden mdutterlichen Gewicht ab,
steigt jedoch mit zunehmender SSL, PAPP-A und B-hCG Serumspiegeln
positivem Raucherstatus (Ashoor et al. 2013; Scott et al. 2018). Der
prozentuale Anteil der fetalen DNA an der gesamten cfDNA im mutterlichen
Plasma wird als fetale Fraktion (FF) bezeichnet. Der hohe Anteil maternaler
cfDNA im Serum erschwert die Analyse auf Aneuploidien, daher versuchten
mehrere Gruppen eine Allelenvariation zwischen der Mutter und dem Feten zu
nutzen (Lo et al. 1998). Obwohl durch diese Methoden eine T21 als auch eine
T18 nachgewiesen werden konnte, konnen sie nicht universal angewandt
werden, da die Analysen auf Polymorphismen in spezifischen Regionen
basieren (Lo et al. 2007b; Dhallan et al. 2007; Tong et al. 2006).
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Erste Versuche zur Entwicklung eines von Polymorphismen unabhangigen
Tests mittels digitaler PCR zeigten, dass diese Methode prinzipiell moglich ist,
jedoch scheiterten sie in der praktischen klinischen Umsetzung an den
technischen Voraussetzungen (Lo et al. 2007a; Fan und Quake 2007). Die
Entwicklung des Next Generation Sequencing ermoglicht einen deutlich
gesteigerten Sequenzierungsdurchsatz im Vergleich zur konventionelle Sanger-
Sequenzierung (Mardis 2008). Massively parallel shotgun sequencing
amplifiziert alle vorhandenen DNA-Fragmente und kann in einem Durchlauf 10
Millionen kurze Sequenzen generieren, welche anschlieRend den spezifischen
Chromosomen zugeordnet werden (Fan et al. 2008; Stumm et al. 2012).
Alternativ kann ein targeted parallel shotgun sequencing durchgefihrt werden,
bei dem die Amplifizierung auf Fragmente typisch fur vorher ausgewahlte
Chromosomen beschrankt ist (Stumm et al. 2012; Sparks et al. 2012b). Durch
die Zuordnung der Fragmente zu den spezifischen Chromosomen kann
festgestellt werden, ob eine ausgewogene Verteilung des genetischen Materials
auf die verschiedenen Chromosomen vorliegt, oder ob Abweichungen
detektierbar sind (Fan et al. 2008; Sparks et al. 2012b).

Da die Isolation der cffDNA aus der gesamten cfDNA im muatterlichen Serum
oder auch die Isolation von klinisch relevanten Chromosomfragmenten
technisch schwierig ist, wird die gesamte gewonnene cfDNA aus dem Serum
analysiert. Die Gendosis-Analyse klinisch relevanter Chromosomen wird in
Relation zur Dosis eines Referenzchromosoms bestimmt, meist Chromosom 3
(Liao et al. 2011; Chiu et al. 2008; Eiben et al. 2014). Durch die Amplifizierung
der gesamten cfDNA aus dem mutterlichen Serum ergeben sich die marginalen
Unterschiede zwischen einem normalen und einem Befund mit fetaler T21. Der
Anteil der DNA eines einzelnen Chromosoms 21 (C21) am gesamten Genom
betragt in etwa 0,75 %, somit der beider Chromosomen bei einem normalen
Karyotypen 1,5 %. Beim Vorliegen einer T21 erhoht sich der Anteil auf ca. 2,25
% (Sparks et al. 2012a). Im maternalen Serum fallen die Unterschiede noch

geringer aus, da die FF wie oben erwahnt durchschnittlich nur 10 % betragt.
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Daher gilt fur einen normalen Karyotypen:

1,5 % (C21 Anteil am maternalen Genom) * 0,9 (90 % maternale DNA) + 1,5 %
(C21 Anteil am fetalen Genom) * 0,1 (10 % fetale DNA) = 1,5 % Anteil C21 bei
normalem Karyotypen.

Gegenuber dem Anteil bei Vorliegen einer fetalen T21:

1,5 % (C21 Anteil am maternalen Genom) * 0,9 (90 % maternale DNA) + 2,25
% (C21 Anteil am fetalen Genom) * 0,1 (10 % fetale DNA) = 1,575 % Anteil C21
bei fetaler T21.

Das Analyseverfahren muss also in der Lage sein, solch geringe Unterschiede
zu detektieren (Kagan et al. 2014; Eiben et al. 2014). Um eine
Chromosomendosisabweichung in Relation zur FF wiederzugeben, werden die
ermittelten Gendosen im Anschluss als Vielfaches einer Standardabweichung,
den sogenannten z-Scores, berechnet. Ein z-Score von groRer 3, also einer
ermittelten Gendosis von mehr als 3 Standardabweichungen gegenuber dem
erwarteten Wert, wird als Screening positiver Befund gewertet (Eiben et al.
2014). 99,9 % aller euploiden Feten liegen unter einem z-Score von 3,
weswegen die FPR bei 0,1 % liegt (Chiu et al. 2008). Bei abnehmender FF im
maternalen Serum fallt die Differenz der C21-Dosis zwischen euploiden und
Feten mit T21 noch geringer aus, weswegen die Trennscharfe des Tests
abnimmt, bis sie bei einer FF kleiner 4 % an der gesamten cfDNA zu gering ist,
um den Test erfolgreich auswerten zu kénnen (Differenz 0,03 %). Somit ist die
Angabe der FF ein Qualitdtsmerkmal der Analyse und muss im Befund
mitgeteilt werden (Eiben et al. 2014). Eine Unterschreitung der FF unter 4 % tritt
in etwa 1 % bis 5 % aller Untersuchungen ein, eine Reanalyse mit erneuter
Blutentnahme nach frlhestens 2 Wochen kann in dieser Gruppe bei weiteren
63 % zu einem Ergebnis fuhren (Revello et al. 2016). Somit bleiben etwa 2 %
aller getesteten Schwangerschaften ergebnislos (Eiben et al. 2014). Insgesamt
hat das mutterliche Gewicht den gréfiten Einfluss auf die FF (Galeva et al.
2019; Revello et al. 2016). Eine zu geringe FF wird bei 7 %, 11 %
beziehungsweise 50 % bei einem mutterlichen Gewicht von 100 kg, 110 kg
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beziehungsweise 160 kg Koérpergewicht beobachtet (Galeva et al. 2019).
Neben einer zu geringen FF von unter 4 % kann eine zu hohe Assayvarianz
oder ein Assayversagen Grund fur ergebnislose cfDNA-Analysen sein. Norton
et al. berichteten Uber eine Quote von 3 % ergebnisloser Test, welche sich aus
1,2 % mit FF < 4 %, 0,5 % ohne ermittelbare FF und 1,3 % mit zu hoher

Assayvarianz oder Assayversagen zusammensetzt (Norton et al. 2015).

Insgesamt liegen mittlerweile viele Metaanalysen zur Testgute der cfDNA-
Analyse vor. Badeau et al. analysierten 65 Studien mit insgesamt 86.139
Schwangerschaften, davon 3141 mit Aneuploidien, und berichteten eine T21-
DR von 99,2 % bei einer FPR < 0,1 % in der Allgemeinbevoélkerung (Badeau et
al. 2017). Von Gil et al. wurden 35 Studien eingeschlossen mit insgesamt
223.932 Schwangerschaften, davon 1963 mit T21 und eine DR von 99,7 % bei
einer FPR von 0,04 % ermittelt (Gil et al. 2017). Eine aktuelle Metaanalyse von
Demko et al. schloss 24 prospektive Studien ein und ermittelte eine DR von 98
% bei einer FPR von 0,09 % (Demko et al. 2022). In einem Review des
American College of Medical Genetics and Genomics wurden 78 Studien
miteinbezogen und eine DR von 98,8 % (95 % CI 97,8 — 99,3 %) bei einer FPR
von 0,04 % (95 % CI 0,02 - 0,08 %) ermittelt. Der ebenfalls angegebene PPW
von 91,8 % verdeutlicht jedoch, dass obwohl sich die DR fur die T21 den 100 %
annahert, es sich nicht um einen diagnostischen Test, sondern um ein

Screeningverfahren handelt (Rose et al. 2022).

Die cfDNA-Analyse ist zum Zeitpunkt der Studiendurchfuhrung bereits klinisch
etabliert und als IGeL-Leistung von etwa 200 € je nach Anbieter verfugbar. Bei
den 2 % der ergebnislosen cfDNA-Auswertungen muss auf eine alternative
Risikoberechnungen zuruckgegriffen werden. Eine spatere Reanalyse mittels
cfDNA ist vor allem bei primarer Testung in frihen SSW moglich, da die
durchschnittliche FF mit jeder SSW steigt (Scott et al. 2018; Wang et al. 2013).
Meist wird das kombinierte ETS verwendet, hier ist jedoch das oben
beschriebene Zeitfenster der Probenentnahme fur die Serumparameter zu

beachten.
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1.3 Invasive Diagnostik

Eine pranatale Diagnose einer genetischen Erkrankung wie der T21 ist nur
mittels invasiver Diagnostik moglich. Eine invasive Diagnostik, entweder durch
eine CVS oder eine AC sollte laut Leitlinien immer auf ein auffalliges Screening
folgen (Gemeinsamer Bundesausschuss 2021). Vor jeder invasiven Diagnostik
besteht die Notwendigkeit, die Patientin nach §15 Vorgeburtliche genetische
Untersuchungen des Gendiagnostikgesetztes und des
Schwangerenkonfliktgesetztes ausfuhrlich Uber den Eingriff aufzuklaren
(Bundesamt fur Justiz). Dies beinhaltet auch die assoziierte erhdhte
Fehlgeburtsrate von 0,2 % beziehungsweise 0,1 % fir die CVS oder die AC, im
Vergleich zum Hintergrundrisiko fiir einen Spontanabort (Salomon et al. 2019).
Die CVS ist die bevorzugte invasive Diagnostik vor Erreichen der 16. SSW, die
AC wird routinemalig ab erreichen der 16. SSW durchgefuhrt. Zusatzlich ist zu
bertcksichtigen, dass eine CVS eine Gewebeprobe der Plazenta und nicht des
Fotus ist, die bei einer AC entnommenen Zellen sind jedoch fetalen Ursprungs.
Somit wirde beispielsweise ein auf die Plazenta beschranktes T21-Mosaik (1 %
aller Falle) einen auffalligen Befund in einer CVS, nicht aber bei einer AC
aufweisen. Die Kosten konnen auf ca. 1000 € angesetzt werden und werden
bei einem auffalligen Screeningbefund von den gesetzlichen Krankenkassen
Ubernommen (Kagan et al. 2015b; Gemeinsamer Bundesausschuss 2021).

1.4 Fehlbildungen insgesamt

Fehlbildungen werden als Pravalenz und nicht nach Inzidenz angegeben, da es
sich bei ihnen nicht um Neuerkrankungen, sondern um einen Zustand bei
Geburt handelt. Die Erfassung von Fehlbildungen hangt stark vom verwendeten
System, einer passiven Erfassung mit Ubermittlung der Daten an ein Zentrum
oder eine aktive Erfassung mit standardisiertem, systematischem
Untersuchungsvorgang durch geschultes Personal, ab. Aktive
Erfassungssysteme sind daher passiven Erfassungssystemen Uberlegen.
(Queiler-Luft und Spranger 2006). In Deutschland werden nach aktiven
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Erfassungssystemen etwa 2,5 % aller Kinder mit einer gréReren Fehlbildung
geboren (EUROCAT 2020). Bei jahrlich etwa 780.000 Geburten in Deutschland
sind somit 19.500 Kinder betroffen (Statistische Bundesamt (Destatis)).

m Monogen Erbbedingt 20% m Chromosomale Stérungen 5% - 10%
Virusinfektionen 2% - 10% Idiopathisch oder multifaktoriell 60%

Abbildung 3: Anteilige Darstellung der Ursachen fiir gro3e Fehlbildungen.

Unter groReren Fehlbildungen versteht man singuldre und kombinierte
strukturelle Defekte, Syndrome, Sequenzen und Assoziationen, die die
Lebensfahigkeit beeintrachtigen oder interventionsbedurftig sind (Queiler-Luft
und Spranger 2006). In nur 5 % bis 10 % der Falle ist eine chromosomale
Stérung Ursache der Fehlbildung, weitere 20 % sind monogenen Ursprungs. In
2 % bis 10 % wird die Ursache auf eine Virusinfektion in der Schwangerschaft
zuriickgefuhrt. Der GroRteil dieser Fehlbildungen mit etwa 60 % Anteil entsteht
idiopathisch oder ist multifaktoriell bedingt (Queier-Luft und Spranger 2006).
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1.4.1 Anteil der genetischen Erkrankungen

Das menschliche Genom besteht aus 23 Chromosomenpaaren, den
Autosomen und Geschlechtschromosomen, den Gonosomen. Bei numerischen
Chromosomenaberrationen liegt eine Fehlverteilung mit Abanderung der
normalen Chromosomenzahl vor, den Aneuploidien. Hierbei bezeichnet die
Trisomie das dreifache und die Monosomie das einfache Vorliegen eines
Chromosoms. Aneuploidien basieren meist auf Fehlverteilungen in der Eizelle,
selten in der Samenzelle. In der Regel steigt die Inzidenz einer
Schwangerschaft mit einer fetalen Aneuploidie mit dem mautterlichen Alter
(Hennig 2002). Zu den bekanntesten Chromosomenstérungen zahlen die T21,
T18 und T13 und die gonosomalen Aberrationen. Andere Mono- oder Trisomien
sind selten, da die Entwicklungsfahigkeit des Embryos deutlich eingeschrankt
und meist nur bei Vorliegen eines Mosaikes gegeben ist. Andere strukturelle
Chromosomenaberrationen basieren auf lichtmikroskopisch erkennbaren
Veranderungen des Chromosoms, wie Deletionen, Inversionen und
Translokationen. Chromosomale Veranderungen wie beispielsweise die
Mikrodeletionen sind nicht lichtmikroskopisch erfassbar und bedurfen weiterer
labortechnischer Abklarung als der Karyotypisierung. Die Inzidenz von fetalen
Chromosomenstorungen, die auf Veranderungen innerhalb der Chromosomen

basieren ist in der Regel unabhangig vom mutterlichen Alter (Hennig 2002).

1.4.2 Anteil der Trisomie 21 an allen Chromosomenstérungen

Die Trisomie 21, das Down-Syndrom, ist die wohl bekannteste als auch am
haufigsten auftretende Chromosomenaberration. Die Gesamtpravalenz in
Deutschland liegt zwischen 0,125 % bis 0,2 %, jedoch variiert sie zwischen den
Altersgruppen stark und nimmt mit dem mutterlichen Alter exponentiell zu. So
liegt die Inzidenz fur eine Schwangerschaft mit fetaler T21 bei einer Frau im
Alter von 20 Jahren bei 1:1250, im Alter von 30 Jahren bei 1:714 und im Alter
von 40 Jahren bei 1:86 (Screening for Fetal Chromosomal Abnormalities:
ACOG Practice Bulletin, Number 226 2020). Im Jahr 2016 wurden in Sachsen-
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Anhalt und Mainz 1124 und 387 genetische Storungen auf 296.527 und 47.699
Schwangerschaften beziehungsweise Geburten registriert. Somit lagen die
Pravalenzen bei 0,37 % und 0,81 % flr genetische Stérungen. Die T21 wurde
496-mal in Sachsen-Anhalt und 166-mal in Mainz registriert, somit lagen 2016
die Pravalenzen in diesen Regionen bei 0,17 % und 0,35 %. Vergleichsweise
lagen die Pravalenzen fur die Trisomie 18 bei 0,036 % und 0,08 %, fir die
Trisomie 13 bei 0,01 % und 0,034 % und fur die Monosomie X bei 0,022 % und
0,021 % (European Union 2021).

Den Hauptanteil der T21 machen mit ca. 95 % die sogenannten freien T21, bei
denen ein drittes freies Chromosom 21 vorliegt, aus. Dies geschieht durch non-
disjunction, dem Aneinanderhaften von 2 Chromosomen anstelle von deren
Trennung, bei der elterlichen Gametenformation. 88 % entfallen dabei auf die
mutterliche Meiose, 9 % auf die vaterliche und 3 % auf die Mitose. 1 % aller
T21-Falle sind Mosaike, bei denen Zellen mit dem dreifachen Erbgut des
Chromosoms 21 neben normalen Zellen vorliegen. Die verbleibenden 4 %
basieren auf Translokationen, meist Robertson’schen. Bei Translokationen
werden zuvor gebrochene Chromosome falsch zusammengefugt, was bei der
Zellteilung zu einer ungleichmafigen Aufteilung des genetischen Materials
fuhrt. Die Robertson’schen Translokationen stellen eine Besonderheit dar; bei
ihnen entsteht der Bruch zwischen dem langen und dem kurzen Arm des
Chromosoms, die kurzen Arme gehen verloren und die langen Arme werden an

ein anderes Chromosom geheftet (Noble 1998; Hennig 2002).

Dabei hauft sich mit zunehmendem mitterlichem Alter vor allem die Inzidenz
der freien Trisomien und die der Mosaik-Trisomie. In vielen europaischen
Landern fuhrt die pranatale Diagnose einer fetalen T21 oft zu einem Abbruch
der Schwangerschaft, weswegen trotz der hohen Inzidenz kaum noch Kinder
mit Down-Syndrom geboren werden. Zum Beispiel wurden zwischen 1992 und
1996 nach Diagnosestellung und Beratung nur 5,5 % aller Feten mit T21 in der

Schweiz ausgetragen (Binkert und Schinzel 2002). Auch wurde von
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Schwangerschaftsabbruchraten von tber 90 % in England und Wales, China,
den Niederlanden und Australien berichtet (Hill et al. 2017).

u freite T21 mitterlich = freite T21 vaterlich freite T21 Mitose Mosaik Translokation

Abbildung 4: Ursprung des zusétzlichen Chromosom 21-Genmaterials in Prozent an der
Gesamtanzahl aller Trisomien 21.

1.5 Pradiktion von Fehlbildungen US im 1. Trimenon

Im Rahmen des ETS wird standardmafig eine  detaillierte
Ultraschalluntersuchung durchgefuihrt. Neben der Messung der SSL, daher der
Bestimmung des tatsachlichen Gestationsalters, und der NT, wird hier die fetale
Sonoanatomie zur Erkennung von Fehlbildungen inspiziert (Wagner et al.
2018). Syngelaki et. al. berichteten 2019 Uber die Ergebnisse einer
standardisierten 30-minutigen Ultraschalluntersuchung von uber 100.000
Einlingsschwangerschaften zwischen der 11+0 und 1346 SSW. Nach
Ausschluss aller Aneuploidien wurden bei insgesamt 0,47 % der Feten
zwischen der 11+0 und 13+6 SSW Abnormalitaten diagnostiziert, zwischen der
19. und 25. SSW zusatzliche 0,9 % der bislang unauffallig getesteten Feten,
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weitere 0,3 % im 3. Trimenon und nach Geburt 0,08 %. Die Autoren
untergliederten die aufgefuhrten Fehlbildungen in drei Kategorien; in der
Ultraschalluntersuchung auf Fehlbildungen zwischen der 11+0 und 13+6 SSW
immer detektierbar, nicht detektierbar und maoglicherweise detektierbar. In die
Gruppe der immer detektierbaren Fehlbildungen fielen die Anenzephalie, die
alobare Holoprosenzephalie, Trikuspidal- oder Pulmonalatresie, die Cantrell-
Pentalogie, Herzektopie, der Exomphalos, die Gastroschisis und die body-stalk
Anomalie (Syngelaki et al. 2019). Erwahnenswert ist, dass die alobare
Holoprosenzephalie, der Exomphalos und der Megazystitis mit erhohten
Risiken fir die T13 beziehungsweise T18 einhergehen (Kagan et al. 2010).
Weiter wurden Uber 50 % der Falle mit offener Spina bifida, hypoplastischem
Linksherzsyndrom, atrioventrikulare Septumdefekte, komplexen Herzfehlern,
linksatrialer Isomerie, unteren Harnwegsobstruktionen, fehlenden Extremitaten,
fetaler Akinesie-Deformations-Sequenz und letalen Skelettdysplasien erkannt.
Nur eine geringe Anzahl von Fallen mit Ventrikulomegalie, Corpus callosum-
Agenesie, isolierter Lippenspalte, kongenitaler pulmonaler
Atemwegsmalformation, Ventrikelseptumdefekten, Abdominalzysten,
unilateraler Nierenagenesie oder multizystischer Niere, Hydronephrose,
Doppelniere, Hypospadie und Klumpfulien wurden bereits zwischen der 11+0
und 13+6 SSW detektiert. In die Kategorie der nicht detektierbaren
Abnormalitaten zwischen der 11+0 und 13+6 SSW fallen jene Fehlbildungen,
welche beziehungsweise deren sonographischen Merkmale sich erst im
zweiten oder dritten Trimenon manifestieren (Syngelaki et al. 2011). Im
Vergleich zum Vorlaufer dieser Studie derselben Gruppe von 2011 wird auf die
deutlich verbesserte DR von offener Spina bifida, schweren Herzfehlern und
Lippen-Kiefer-Gaumen-Spalten (LKGS) verwiesen (Syngelaki et al. 2011;
Syngelaki et al. 2019).

Um eine hohere DR dieser Fehlbildungen zu erzielen, wurde in der
vorangegangenen Studie eine Ausweitung der Screeningprotokolls auf weitere
Strukturen, die haufigere Anwendung der vaginalen Ultraschallsonde anstelle
der abdominellen, mehr beziehungsweise ausreichend Zeit fur die

32



Untersuchung und die Durchfihrung durch speziell ausgebildete Untersucher
diskutiert. Zusatzliche waren leicht erkennbare Marker, die bereits in der
Routineuntersuchung auffallen konnen, wichtig, um diese
Hochrisikopatientinnen dann an einen Experten der Fetalsonographie
Uberwiesen werden koénnen (Syngelaki et al. 2011). Zudem kdnnen
standardisierte Protokolle zur Erfassung der fetalen Sonoanatomie die

Sensitivitat des Ersttrimesterultraschalls verbessern (Karim et al. 2017).

Im ETS hat sich die NT als ein Marker fur fetale Auffalligkeiten bewahrt.
Generell gesehen ist eine erhdhte NT haufiger bei nicht chromosomalen (12 %),
als bei chromosomalen (4 %) Abnormalitaten (Syngelaki et al. 2019). Signifikant
haufiger zeigt sich eine fetale NT Uber der 95. Perzentile, beziehungsweise 2
3,5 mm, bei LKGS, Diaphragmahernien, Exomphalos, Lymphabflussstorungen,
Megazystis und Nierenfehlbildungen, (letalen) Skelettdysplasien,
neuromuskularen Fehlbildungen, body-stalk-Anomalien und in Fallen von
multiplen Defekten, sowie in 35 % der Falle von schweren Herzfehlern
(Syngelaki et al. 2011; Kagan et al. 2013). Es besteht ein Zusammenhang
zwischen NT-Auspragung und einer Diagnose im 1. Trimenon. So wurde
beispielsweise eine erhdhte NT bei 48 % aller Feten beobachtet, die im 1.
Trimenon mit einem Herzvitium diagnostiziert wurden, jedoch nur bei 22 % aller
Herzvitien (Syngelaki et al. 2019). Hierbei ist unklar, ob eine erhéhte NT zu
einer erhohten Alarmbereitschaft des Untersuchers und somit zu einer
genaueren Untersuchung beziehungsweise zu einer Uberweisung zum
Spezialisten fur fetale Sonographie fuhrt oder ob eine schwerere Auspragung
und folglich leichtere Diagnose eher zu den hamodynamischen Veranderungen
fuhrt, die eine erhdhte NT bedingen (Syngelaki et al. 2011).

Insgesamt liegt die Wahrscheinlichkeit einer fetalen Fehlbildung bei einer
erhdhten NT = der 95. Perzentile bei 43 %, zwischen der 95. und 99. Perzentile
bei 21 %, ab der 99. Perzentile bei 62 % (Bardi et al. 2020). Unabhangig vom
T21-Risiko sollte daher ab einer NT-Messung > 3,5mm zu einer invasiven

Diagnostik mit Karyotypisierung geraten werden (Kagan et al. 2006).
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Neben der NT sind weitere Fehlbildungen mit einem erhohten Risiko fur eine
Chromosomenstorung bekannt. Zu ihnen gehoren die fetale Megazystis, die
Omphalozele, die Holoprosenzephalie, der atrioventrikulare Septumdefekt und
die Diaphragmahernie (Kagan et al. 2013). Weitere Ultraschallmarker fur den
Verdacht auf und die Detektion von Fehlbildungen sind das Fehlen des
Loutterfly sign® fur die Holoprosenzephalie, die Darstellung des retronasalen
Dreiecks fur LKGS, eine fehlende Blasenfullung fir eine bilaterale
Nierenagenesie und eine Veranderung des Hirnstamms zusammen mit dem

,banana“ und ,lemon sign“ fur die Spina bifida (Hoopmann und Kagan 2013).
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1.6 Problem- und Fragestellung

Die Nutzung von Screeningtests auf T21 spiegelt den Wunsch der
Schwangeren wider ein gesundes Kind zu gebaren (Wagner et al. 2018).
Screeningtests fur die T21 stehen in Deutschland in der Regel nur als IgeL-
Leistung zur Verfugung, daher sollten sie moglichst kostengunstig sein, um
einen allgemeinen Zugang zu gewahrleisten (Kozlowski et al. 2019). Jedoch
sind Screeningtest auf die Erstellung eines personlichen Risikoprofils und der
Bestimmung des Risikokollektivs beschrankt, die Diagnose einer Aneuploidie
kann nur durch die invasive Diagnostik gestellt werden. Die kostenintensivere
invasive Diagnostik ist bei einem auffalligen Befund Leistung der gesetzlichen
Krankenkassen (Gemeinsamer Bundesausschuss 2021). Daher wirkt sich ein
groRes Risikokollektiv mit einer gro3en Anzahl von invasiven Diagnostiken
negativ auf die Gesundheitsbudgets aus. Zudem besteht ein assoziiertes
Fehlgeburtsrisiko von 0,2 % beziehungsweise 0,1 % bei einer CVS oder AC
(Salomon et al. 2019). Somit ist das Ziel eines guten Screeningtests eine
moglichst hohe DR bei einer mdglichst geringen FPR (groRer PPW), um so
viele T21-Schwangerschaft als auch so wenig euploide Schwangerschaften wie
moglich dem Risikokollektiv zuzuordnen und folglich, richtig zu diagnostizieren,
um dabei die Anzahl der Fehlgeburten durch invasive Diagnostik sowie die
Kosten gering zu halten. Jedoch sind die DR und die FPR beim kombinierten
ETS, dem aktuellen Goldstandard im Screening auf die T21, voneinander
anhangig; eine Senkung der Risikoschwelle erhoht zwar die DR, dadurch aber
auch die FPR und umgekehrt (Wright et al. 2014).
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1.6.1 Fragestellung

Lasst sich die FPR durch die standardmafige Etablierung des

Screenings anstelle des kombinierten ETS reduzieren?

Ho:
Die FPR lasst sich durch die standardmallige Etablierung des

Screenings anstelle des kombinierten ETS nicht reduzieren.

Ha:
Die FPR lasst sich durch die standardmallige Etablierung des

Screenings anstelle des kombinierten ETS reduzieren.
Ha:

Die FPR lasst sich durch die standardmafige Erganzung des

Screenings zum kombinierten ETS reduzieren.
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2 Methoden

Dies war eine randomisierte kontrollierte Studie in der Abteilung fur
Pranataldiagnostik an der Universitatsfrauenklinik Tubingen. In der Abteilung
werden im Jahr durchschnittlich 1200 ETS als 1GeL-Leistung durchgefuhrt. Die
Schwangeren gehdren zum ,Normalkollektiv® und werden von den lokalen
niedergelassenen Frauenarzten zur Untersuchung Uberwiesen, ohne dass in
diese Richtung einschlagige Voruntersuchungen stattgefunden haben oder eine
Vorauswahl getroffen wurde. Die Rekrutierung erfolgte aus diesem Kollektiv bei
Ubereinstimmung mit den Ein- und Ausschlusskriterien, nach einer
unauffalligen detaillierten Ultraschalluntersuchung mit einer normalen fetalen
Sonoanatomie und einer NT < 3,5 mm, ebenso wie einer eingehenden
Aufklarung und schriftlicher Einverstandniserklarung. Bei fetalen Fehlbildungen
oder einer NT > 3,5mm wurde wie Ublich eine invasive Diagnostik mittels CVS
oder AC empfohlen und primar keine individuelle Risikoberechnung
durchgefiihrt (Kagan et al. 2018). Alle beteiligten Arzte, die die
Ultraschalluntersuchung durchfuhrten, sind mindestens mit der Stufe Il der
Deutschen Gesellschaft fur Ultraschall in der Medizin (DEGUM) und nach der
UK Fetal Medicine Foundation (FMF) qualifiziet (DEGUM 2020a; Fetal
Medicine Foundation 2022).

2.1 Ethik

Jede Patientin erklarte ihre Einwilligung zur Studienteilnahme durch
Unterschrift. Den Patientinnen wurde dabei ausreichend Zeit und Gelegenheit
gegeben, um Uber ihre Teilnahme zu entscheiden und offene Fragen zu klaren
(Kagan et al. 2018). Ferner wurden sie Uber ihr Recht, die Teilnahme an der
Studie abzulehnen, beziehungsweise sie zu jedem Zeitpunkt abzubrechen, vom
untersuchenden Arzt informiert, ohne dass ihnen hierdurch Nachteile wahrend
der klinischen Behandlung entstehen. Die Bestimmungen des GenDG und
SchwangerenkonfliktG wurden in beiden Studien-Armen bertcksichtigt. Auch

die Vorgaben der Fetal Medicine Foundation zur Berechnung der Aneuploidie-
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Risiken wurden berucksichtigt. Das kombinierte ETS, bestehend aus dem
mutterlichen Alter, der fetalen NT, den Serumparametern PAPP-A und freiem [3-
hCG (Studienarm 1), entspricht der bisher an der Universitats-Frauenklinik
angebotenen Untersuchung. Die Untersuchung entsprechend des Studienarms
2 wird ebenfalls in der dargelegten Form an der Universitats-Frauenklinik
angeboten. Beide Untersuchungen sind klinisch etabliert und durch zahlreiche

Voruntersuchungen validiert.

Vor jeder invasiven Diagnostik ist eine notwendige eingehende Aufklarung im
Sinne des GenDG und SchwangerenkonfliktG erfolgt. Diese beinhaltete die
Aufklarung Uber das Fehlgeburtsrisiko der AC und der CVS in H6he von 0,1 %
und 0,2 %.

Diese nach § 15 der Berufsordnung fiir Arzte Priifer-initierte Studie wurde vom
ortlichen Ethikkomitee gepruft und genehmigt (Nr. 572/2015BO1) (Deutscher
Arztetag 2011). Die Studie wurde in der International Standard Randomized
Controlled Trial Number registry (ISRCTN No. 11174071) registriert. Da es sich
um eine reine Observationsstudie handelte, wurden keine Abbruchkriterien

festgelegt.

2.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Zu den Einschlusskriterien gehorten ein mutterliches Alter 2 18 Jahren, der
Wunsch der Schwangeren ein ETS durchfuhren zu lassen, die Durchfihrung
der Untersuchung zwischen der 12. bis 14. SSW, Einlingsgraviditat, kein Anhalt
fur fetale Fehlbildungen in der detaillierten Ultraschalluntersuchung, eine NT <
3,5 mm, sowie eine unterschriebene Einwilligungserklarung der Patientin. Die
Ausschlusskriterien  beinhalteten ein  fehlendes  Einverstandnis  zur
Studienteilnahme, ein Verdacht auf eine fetale Fehlbildung oder eine NT > 3,5
mm, eine SSL < 45 mm oder > 84 mm und Mehrlingsschwangerschaften

inklusive Vanishing twin (Kagan et al. 2018). Auch eine nachtraglich
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zurickgezogene Einwilligung fihrte zum Ausschluss. Eine alleinige Ablehnung

der Befragung fuhrte nicht zum Studienausschluss.

2.3 Ausfuhrliche Ultraschallkriterien

Die folgenden Parameter werden regelhaft bei der detaillierten
Ultraschalluntersuchung Uberpraft und, wo anwendbar, gemessen. Die
Untersuchung basiert somit auf den aktuellen ISUOG-Richtlinien (Salomon et
al. 2013):

e Plazentasitz und Morphologie

e SSL: Die SSL muss definitionsgemal® 45 mm bis 84 mm fur das ETS
betragen. Gemessen wird sie in der mediosagittalen Schnittebene in
Neutralstellung des Fotus und wird zur Bestimmung des Gestationsalters
nach Ultraschall herangezogen.

e Biparietaler Durchmesser (BPD): Der BPD wird an der weitesten
transversalen Distanz des Kopfes von auften nach aulen vermessen
und gehort ebenfalls zur Routineuntersuchung. Er eignet sich im hohen
MaRe zur Bestimmung des Gestationsalters da er mit diesem stark
korreliert und eine geringe Inter- und Intraobservervariabilitat aufweist.

e Abdomen-Umfang (AU): Auch der AU wird im transversalen Schnittbild
vermessen. Hier gilt der Magen als Leitstruktur. Der AU wird ebenfalls
zur Gewichtsabschatzung des Fetus genutzt.

e Femurlange (FL): Die FL wird als weiteres biometrisches Mal} erfasst.

e NT: Die NT wird in der mediosagittalen Schnittebene des Kopfes
vermessen. Der Nasenrucken mit Spitze und das Nasenbein verlaufen
parallel, die Maxilla mit dem harten Gaumen hierzu im rechten Winkel
und zentral im Kopf gelegen das Dienzephalon gelten als Leitstrukturen.
Hier ist darauf zu achten, dass von dieser Ebene nicht abgewichen wird,
was anhand des Fehlens einer der Leitstrukturen oder der Darstellung
des Os zygomaticus oder des Plexus choroideus zu erkennen ist. Die NT
ist im Nacken aller Feten zu finden und stellt sich als echofreier,
subkutaner FlUussigkeitsbereich dar.
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e Herzfrequenz: Die Herzfrequenz wird standardmalig erfasst.

e Beurteilung der fetalen Sonoanatomie: Diese ist sehr weitlaufig und
umfasst Herzvitien, Bauchwanddefekte, Urogenitalmalformationen,
Extremitatendefekte, Kopf-/Hirnfehlbildungen, Gesichtsfehlbildungen und

vieles mehr.

2.4 Randomisierung

Die Randomisierung erfolgte in einem Verhaltnis von 1:1 durch die
Studienzentrale der Universitatsfrauenklinik  Tudbingen in  Form von
computergenerierten zufalligen Nummern (Kagan et al. 2018). Diese
Zuordnung wurden in verschlossenen Losen der Abteilung flr
Pranataldiagnostik der Universitatsfrauenklinik Tubingen ausgehandigt. Die
Lose wurden der Reihe nach entnommen und der Patientenakte beigefugt. Erst
direkt im Anschluss an die ausfuhrliche Ultraschalluntersuchung und der
Feststellung des moglichen Studieneinschlusses sowie der schriftlichen
Studieneinwilligung wurde das verschlossene Los geodffnet und der Studienarm
offenbart. Bei einem Studienausschluss wurde das verschlossene Los
ruckgestellt, um bei der nachsten moglichen Studienteilnehmerin verwendet
werden zu konnen. Die Losnummer fungierte bei der folgenden

Studiendatendokumentation als Pseudonym.

2.5 Studienarme

Fir diese  Studie wurden Frauen nach einer  unauffalligen
Ultraschalluntersuchung in einer der beiden Studienarme randomisiert. Fur die
erste Gruppe wurde das individuelle Risiko anhand des kombinierten ETS
berechnet, fur die zweite Gruppe anhand der cfDNA-Analyse:

e Studien-Arm 1: kombiniertes ETS

Die Spiegel des freien B-hCGs und PAPP-As wurden im mutterlichen Serum

durch das Labor Enders, Stuttgart bestimmt und die MoMs mithilfe des
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Software-Programms ,Viewpoint“ von GE Healthcare, Minchen berechnet.
Zusammen mit dem mutterlichen Alter, dem Gestationsalter und der NT-
Messung wurde das individuelle Risiko fur eine T21 anhand des aktuellen
FMF-Algorithmus berechnet (Kagan et al. 2018). Die Ergebnismitteilung
erfolgte durch den primar beratenden und rekrutierenden Arzt.

e Studien-Arm-2: Ultraschall mit cfDNA-Analyse

Die cfDNA-Analyse wurde durch die Firma Cenata, Tubingen mittels des
Harmony® Pranatal Tests (Roche/Ariosa Diagnostics, Inc., San Jose, CA,
USA) durchgefiihrt und zusammen mit dem mutterlichen Alter das T21-
Risiko berechnet. Die Ergebnismitteilung erfolgte an den primar beratenden
und rekrutierenden Arzt, der dieses an die Schwangere weitergab. Zeitgleich
zur Probenentnahme fir die cfDNA-Analyse wurde ein weiteres
Serumrohrchen abgenommen, bei 4000 rpm fur 5§ Minuten zentrifugiert,
aliquotiert und pseudonymisiert bei -80°C in den Laborraumen der
Universitatsfrauenklinik Tubingen asserviert (Kagan et al. 2018). Dies
ermoglichte die Ermittlung des T21-Risikos mittels kombinierten ETS im
Falle einer erfolglosen cfDNA-Analyse. Das Serum konnte nicht zu einem
spateren Zeitpunkt abgenommen werden, da die Messung der Serummarker
nur zwischen der 12. bis 14. SSW validiert ist und bis zu 4 Wochen fur der
Prozess der cfDNA-Analyse nach erfolgloser Primarauswertung vergehen
konnen. Nach Untersuchungsabschluss wurde die Probe verworfen, es sei
denn, die Patientin hatte im Vorfeld der weiteren Archivierung zugestimmt.

Der in dieser Studie verwendete Harmony®-Pranatal Test (Roche/Ariosa
Diagnostics, Inc., San Jose, CA, USA) verwendet eine targeted parallel shotgun
sequencing-Technik, der sogenannten digitalen Analyse ausgewahlter
Regionen (engl. digital analysis of selected regions; DANSR) -Technik,
zusammen mit dem sogenannten FF-optimiertes Trisomierisiko (engl. fetal-
fraction optimized risk of trisomy evaluation; FORTE) -Algorithmus zur
Berechnung eines individuellen Risikos. Dabei basiert DANSR zum einen auf
der Amplifikation von einer Vielzahl nicht-polymorphischen Regionen auf den zu
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testenden Chromosomen (C21, C18 und C13), zum anderen auf der
Amplifikation einer Vielzahl von Regionen mit Einzelnukleotidpolymorphismen
auf Chromosomen 1 bis 12. Die Analyse der nicht polymorphischen Regionen
zeigt das relative Vorkommen von Genmaterial eines bestimmten Chromosoms
gegenuber eines Referenzchromosoms. Die Analyse der Regionen mit
Einzelnukleotidpolymorphismen zeigt, bei unterschiedlichen Varianten im
fetalen gegenuber maternalem Genmaterial, das relative Auftreten
verschiedener Varianten, von denen sich die FF ableiten lasst. Mittels FORTE
wird das individuelle Risiko einer Trisomie anhand des relativen Vorkommens
von Genmaterial eines bestimmten Chromosoms, der ermittelten FF und dem
Altersrisiko berechnet. Durch die Miteinbeziehung der FF und des Altersrisikos
in die Analyse wird die Trennscharfe auch bei geringeren FF vergrolert, was
vor allem die FPR senkt. Die Autoren berichten Uber ein ermitteltes individuelles
Risiko fur eine Trisomie von > 99 % in allen betroffenen Schwangerschaften
(Sparks et al. 2012a; Sparks et al. 2012b). In einer umfassenden Analyse der
klinischen Performance, die 10 Kohorten umfasste, wurden insgesamt Uber
23.000 Schwangerschaften untersucht, davon 421 Schwangerschaften mit
einer T21. 418 der 421 T21-Schwangerschaften wurden positiv getestet, 3
wurden als falsch-negativ kategorisiert. Von den euploiden Schwangerschaften
wurden 227.724 von 231.55 als negativ, 10 als falsch-positiv getestet. Somit
wurde eine Sensitivitat von 99,3 % und eine Spezifizitat von 99,9 % errechnet.
Die Rate der Testversager aufgrund einer zu geringen FF wurde nicht
angegeben (Stokowski et al. 2015). Mittels einer Microarray basierten
Untersuchung wurde die Testung nochmals verbessert. Juneau et. al. zeigten,
dass die Varianz der cfDNA-Fragmentzahlungen bei Verwendung eines
Microarrays verringert ist, wenn verglichen mit der Verwendung von Next
Generation Sequencing Techniken. Zusatzlich wurde die FF-Bestimmung durch
eine groldere Anzahl der analysierten polymorphischen Regionen prazisiert und
die Analysezeit drastisch von durchschnittlich 56 Stunden auf 7,5 Stunden
reduziert. Insgesamt wurden in der Studie 878 Proben mit bekannten
Trisomiestatus richtig getestet, davon waren 691 von euploiden, 18 von T13, 37
von T18 und 132 von T21-Feten (Juneau et al. 2014).
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Zur Vergleichbarkeit beider Studienarme erfolgte die Klassifizierung als
»ocreening positiv‘ bei einem ermittelten T21-Risiko > 1:100. Dieser Wert wird
bereits standardmafig bei der cfDNA-Analyse angewandt (Kagan et al. 2018).
Fir das ETS wird die Risikoschwelle heraufgesetzt; wie aus Tabelle 3
ersichtlich sinkt somit die DR und die FPR.

2.6 Erwartete falsch-positiv Rate und invasive Diagnostik

Wie aus Tabelle 3 ersichtlich liegt die erwartete FPR bei 2 % fir das
kombinierte ETS bei einem Schwellenwert von 1:100. Aus Erfahrungen durch
vorausgegangene prospektive ETS-Studien der Abteilung, wurde von einer
erhdhten Altersstruktur (= 35 Jahre) im Studienkollektiv in Relation zum
Vergleichskollektiv aus England und Wales und somit mit einer hdheren FPR
von 2,5 % ausgegangen (Abele et al. 2015; Wagner et al. 2017; Wright et al.
2014). Wiederum hat der Studienausschlusses aller Feten mit einer erhéhten
NT = 3,5 mm eine Abnahme der FPR zur Folge, weswegen diese abschliel3end
mit 1,5 % fur das kombinierte ETS geschatzt wurde (Kagan et al. 2018). Fir die
cfDNA-Analyse wurde eine FPR von 0,1 % und eine Rate von ergebnislosen
Tests von 3 % angenommen. Durch eine weitere Analyse kann die Rate
ergebnisloser Tests voraussichtlich auf 2 % gesenkt werden. Da fir die 2 %
ergebnisloser Tests anschliefend mittels kombiniertem ETS das T21-Risiko
ermittelt werden soll und daher die FPR des kombinierten ETS fur diesen Anteil
gilt, ergibt sich eine geschatzte FPR von 0,13 % fur den Studienarm Ultraschall
mit cfDNA-Analyse (Kagan et al. 2018).

Im Falle einer Screening-positiven Schwangerschaft wurde eine invasive
Diagnostik angeboten und gegebenenfalls durchgefuhrt. Durch die verringerte
FPR beider Studienarme (Studienarm 1 FPR von 2,0 %, Studienarm 2 FPR von
0,13 %) gegenuber des normalerweise angewandten Schwellenwerts beim
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kombinierten ETS von 1:150 (FPR etwa 3 %), wird eine Reduktion der

invasiven Diagnostik wahrend der Studiendurchfuhrung erwartet.

2.7 Befragungen der Patientinnen

Parallel wurden drei Befragungen der Patientinnen, die erste vor der
Randomisierung und Aufklarung durch den betreuenden Arzt, eine weitere ab 2
Wochen nach der Ergebnismitteilung und die letzte nach der Geburt,
durchgefuhrt. Die Fragebogen enthielten Fragen zu der Zufriedenheit der
Studienteilnahme und Testablaufe und zum Wissen Uber die Screening-Tests.
Die Patientinnen wurden telefonisch oder, falls in stationarer Behandlung,
personlich befragt. Die Fragebdogen sind im Anhang zu finden und eine
ausfuhrliche Auswertung dieser ist Gegenstand der Promotionsarbeit von
Markus Mader, Medizinische Fakultat der Universitatsklinik Tubingen.

2.8 Verlaufsdatenerhebung

Die Untersuchungsergebnisse wurden im Software-Programm ,Viewpoint® von
GE Healthcare, Munchen dokumentiert. Sowohl Bildmaterial als auch
Messungen in numerischer Form und detaillierten Beschreibungen von
Auffalligkeiten der ausfihrlichen Ultraschalluntersuchung wurden festgehalten
und die anamnestisch erhobenen mdutterlichen Faktoren, wie Alter, Gewicht,
Raucherstatus, Ethnizitat, Konzeptionsmodus und Paritdt eingetragen.
Sonographisch wurde das Gestationsalter und Anzahl der Feten bestimmt und
ebenfalls dokumentiert (Kagan et al. 2018). Im Falle der Durchfihrung einer
serumbiochemischen Analyse wurden die ermittelten Serumspiegel von B-hCG
und PAPP-A ebenfalls in das System ubertragen und mittels der bereits
erhobenen Daten die MoM-Werte durch die Software ausgegeben. Nach
Eintragung aller bendtigten Untersuchungsdaten wurde von ,Viewpoint“ von GE
Healthcare, Munchen ein individuelles Risiko fur eine Schwangerschaft mit
einem T21-positivem Foten mittels ETS errechnet. Im Falle der Durchfuhrung

einer cfDNA-Analyse wurde nach Ubermittiung des Ergebnisses an die
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Abteilung fur Pranataldiagnostik der Universitatsfrauenklinik, Tubingen, das
individuelle Risiko einer Schwangerschaft mit einem T21 positiven Foten in
,Viewpoint von GE Healthcare, Minchen zusammen mit der ermittelten FF
dokumentiert. Auch im Falle einer durchgefuhrten invasiven Diagnostik wurde
das Ergebnis der CVS oder AC hier festgehalten.

Fur die erste Befragung vor der Randomisierung und Aufklarung durch den
betreuenden Arzt wurden mit den Aufnahmeunterlagen der ,1. Fragebogen im
Rahmen der ReFaPo-Studie an der Universitats-Frauenklinik Ttbingen“ (siehe
Anhang) den Patientinnen, die zum ETS erschienen, ausgehandigt. Die
Antworten  aller Patientinnen, die zum ETS im Zeitraum der
Studiendurchfihrung erschienen, wurden unter dem Pseudonym erfasst. Fur
die 2 weiteren Befragungen wurden die Patientinnen telefonisch kontaktiert
oder, bei Aufenthalt in der Universitatsfrauenklinik Tubingen, direkt befragt. Die
Antworten des Fragebogens ,2 Wochen nach Abschluss des Screening-Tests
und nach Abschluss der Schwangerschaft® wurden ebenfalls unter dem
Pseudonym erfasst.

2.9 Enddatenerhebung

Zur weiteren Auswertung wurden die Ergebnisse der Untersuchung
pseudonymisiert in eine gesicherte Exceltabelle Ubertragen. Hierzu gehorten
das mdatterliche Alter, das Gestationsalter, die SSL, die NT, die Herzfrequenz,
der BPD, die Darstellbarkeit des NB, Vorhandensein einer TIl, DV-Fluss,
Vorhandensein von Fehlbildungen, den MoMs von -hCG und PAPP-A im Fall
von Studienarm 1 beziehungsweise der FF im Fall von Studienarm 2, sowie
dem mutterlichen Altersrisiko, dem ermittelten individuellen Risiko und dem
Datum des Befunds. Im Falle einer invasiven Diagnostik wurde dieses Ergebnis
ebenfalls erfasst.

Der primare Endpunkt sind die FPR in den beiden Studienarmen. Fur die

Uberprifung der korrekten Klassifizierung durch die Screeningtests wurde, bei
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Verfugbarkeit, das Ergebnis der invasiven Diagnostik herangezogen. Fur die
Falle ohne anschlielende invasive Diagnostik wurden die Patientinnen ab
sechs Wochen nach dem voraussichtlichen Entbindungstermin telefonisch
kontaktiert. Dieses Intervall wurde gewahlt um erstens eine mogliche spatere
Entbindung verglichen zum voraussichtlichen Entbindungstermin  zu
berucksichtigen, sowie das Ergebnis der dritten Friherkennungsuntersuchung
des Sauglings beim Kinderarzt, der sogenannten U3-Untersuchung,
abzuwarten. Falls nach der U3-Untersuchung keine auf eine T21 oder andere
Aberrationen deutenden Auffalligkeiten zu finden waren, wurden die Sauglinge
abschlief3end als euploid klassifiziert. Somit konnten die Screening-Ergebnisse
anschlieend wie nach Tabelle 1 in richtig- oder falsch-positiv,
beziehungsweise richtig- oder falsch-negativ kategorisiert werden. Die
Dokumentation erfolgte pseudonymisiert zusammen mit den Daten der

Untersuchung.

2.10 Power-Berechnung und Statistische Auswertung

Erwartet wird in Studien-Arm 1 und 2 jeweils eine FPR von 1,5 % und 0,13 %.
Das Signifikanzniveau soll bei p = 0,05 liegen und die Power bei 0,8. Daher
ergibt sich, dass in beiden Studienarmen jeweils eine Anzahl von 674
Patientinnen untersucht werden mussen (Kagan et al. 2018). Unter
Berucksichtigung eines geringen Anteils an Patientinnen, bei denen das
Ergebnis des Aneuploidiestatus nach der Schwangerschaft nicht erhoben
werden kann, sollen in jedem Studienarm jeweils 700 Patientinnen untersucht
werden. In Studienarm 1 werden daher rechnerisch 10,5, beziehungsweise 11
Patientinnen mit einem falsch-positivem Ergebnis erwartet. In Studienarm 2
werden rechnerisch 0,91, beziehungsweise eine Patientin mit einem falsch-

positivem Ergebnis erwartet.
Die FPR fur das ETS wurde mittels Vergleichs des 95 % Konfidenzintervalls

(engl. confidence interval, Cl) unter Verwendung der Clopper-Pearson Methode
und des Chi-Quadrattests analysiert. Die FPR des kombinierten ETS wurde
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sowohl unverandert als auch angepasst an die mutterliche Altersstruktur in
Deutschland im Jahr 2015 berechnet. Nach der Geburtsjahrmethode lag das
mediane mutterliche Alter in Deutschland 2015 bei 31 Jahren, der
Interquartilabstand (IQA) bei 27 bis 35 Jahren und 25,9 % aller Frauen waren
35 Jahre oder alter (Statistisches Bundesamt 2016). Eine Anpassung des
matterlichen Alters war in der Gruppe der cfDNA-Analyse nicht von Noéten, da
das berechnete Risiko bei 99,0 % aller Frauen 1 zu 10.000 oder geringer lag
(Kagan et al. 2018).

Maternale und schwangerschaftsspezifische Charakteristika wurden mithilfe
des Mann-Whitney U-Test fur kontinuierliche Variablen und mithilfe des Chi-
Quadrattest fur kategorielle Variablen verglichen. Der p-Wert wurde mit einem
zweiseitigen Signifikanzniveaus von 5 % bewertet (Kagan et al. 2018).
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3 Ergebnisse

Zwischen Oktober 2015 und Dezember 2016 erschienen 1601 Frauen in der
Abteilung fur Pranataldiagnostik an der Universitatsfrauenklinik Tubingen fur ein
ETS. 76 Frauen wurden wegen einer Mehrlingsgraviditat und 7 wegen einem zu
hohen Gestationsalters primar ausgeschlossen. Somit verblieben 1518 Frauen
mit Einlingsgraviditaten im richtigen Untersuchungszeitraum zwischen der 12.
bis 14. SSW. Weitere 31 Patientinnen (2 %) wurden nach einer auffalligen
feindiagnostischen Ultraschalluntersuchung, entweder wegen einer erhohten
NT und/oder Fehlbildungen, ausgeschlossen. In dieser Gruppe befanden sich
alle diagnostizierten Falle von Trisomien der gesamten Population, darunter
sieben Falle mit T21, einen Fall von T18 und zwei Falle mit T13. Die Anzahl der
T21-Falle stimmt mit der erwarteten Anzahl basierend auf der mutterlichen
Altersstruktur der Kohorte uberein; die Summe der Altersrisiken der 1518
Patientinnen flr eine T21 betrug 7,15 (Mittelwert 4,71*103; 95 % CI 4,58*10° —
4,84*103). Durch die Zuordnung aller Trisomieschwangerschaften in das
Risikokollektiv enthielt unser Studienkollektiv nur euploide Feten (Kagan et al.
2018).

87 (5,9 %) Patientinnen lehnten die Studienteilnahe ab. Die verbleibenden 1400
Patientinnen wurden in die beiden Studienarme randomisiert, 699 Patientinnen
in Studienarm 1, dem kombinierten ETS und 701 Patientinnen in Studienarm 2,
dem Ultraschall mit cfDNA-Analyse. Im Verlauf der Studie wurden wegen
Fehlgeburt oder intrauterinem Fruchttod drei Patientinnen aus dem Studienarm
des kombinierten ETS und funf Patientinnen aus dem Studienarm US und
cfDNA-Analyse ausgeschlossen. Acht weitere Patientinnen je Studienarm
wurden aufgrund eines nicht bekannten Schwangerschaftsausgangs aus der
Analyse ausgeschlossen. Somit wurden wie aus Abbildung 5 ersichtlich je 688
Patientinnen pro Studienarm in die Analyse eingeschlossen (Kagan et al.
2018).
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Ersttrimesterscreening bei Einlingsgradivitaten
n=1518

Studienausschluss wegen

NT>3,5mm; n=9 (0,6 %)

NT 2 3,5 mm und fetaler Fehlbildung; n =10 (0,7 %)
NT < 3,5 mm und fetaler Fehlbildung; n =12 (0,8 %)

\4

Studieneinschluss moglich
n=1487

l————p Fehlendes Einverstdndnis zur Studienteilnahme; n = 87 (5,9 %)

\4

Randomisiert

n = 1400
Kombiniertes ETS Ultraschall + cfDNA
n =699 n=701
Ausschluss; n =11 Ausschluss; n =13
* Fehlgeburt /IUFT; n =3 * Fehlgeburt/IUFT; n=5
* Schwangerschaftsausgang * Schwangerschaftsausgang
nicht bekannt; n =8 nicht bekannt; n =8
v v
Analysen-Einschluss Analysen-Einschluss
n =688 n =688

Abbildung 5: Flussdiagramm zur Formationsdarstellung des Studienkollektivs und der
Studienarme fiir das kombinierte ETS und fiir Ultraschall mit cfDNA-Analyse (Kagan et al.
2018).

n, Anzahl; NT, Nackenfaltentransparenz;, ETS, Ersttrimesterscreening; cfDNA, zellfreie DNA-
Analyse; IUFT, intrauteriner Fruchttod.

3.1 Charakteristika der Studienarme

Die maternalen Charakteristika der Studienarme sind in Tabelle 4
zusammengefasst. Wie in Abbildung 6 dargestellt lag das mediane mutterliche
Alter zu Untersuchungszeitpunkt bei 33,9 Jahren in beiden Gruppen, der IQA
bei 30,7 — 36,7 Jahren fur die Gruppe des kombinierten ETS und bei 31,0 —
36,8 Jahren fur die Gruppe Ultraschall mit cfDNA-Analyse. In beiden Gruppen
war das mediane Gestationsalter 12,7 Wochen, mit einem IQA von 12,3 — 31,1
Wochen fur die Gruppe des kombinierten ETS und von 12,4 — 13,1 fur die
Gruppe Ultraschall und cfDNA-Analyse (Abbildung 7; Kagan et al. 2018). Das
mediane mutterliche Gewicht lag in den Gruppen bei 66,0 kg und 65,4 kg mit
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IQA von 59,1 — 74,3 kg und 59,0 — 73,7 kg fur das kombinierte ETS und den
Ultraschall mit cfDNA-Analyse (Abbildung 8). In dem Studienarm des
kombinierten ETS waren 676 (98,3 %) Frauen von kaukasischer Herkunft, 23
(3,3 %) Raucherinnen und 29 (4,2 %) erhielten eine assistierte Reproduktion. In
dem Studienarm Ultraschall und cfDNA-Analyse waren 672 (97,7 %) Frauen
von kaukasischer Herkunft, 19 (2,8 %) Raucherinnen und 44 (6,4 %) erhielten
eine assistierte Reproduktion. Die Studiengruppen wiesen keine statistisch
signifikanten Unterschiede auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05 bezuglich
des mutterlichen Alters, des Gestationsalters, des mutterlichen Gewichts, Anteil
der kaukasischen Mdutter, Raucherstatus und assistierter Reproduktion auf
(Kagan et al. 2018).

Tabelle 4: Merkmale der 1376 Frauen im Randomisierungskollektiv fiir das ETS auf T21 bei
kombiniertem ETS oder bei US mit cfDNA-Analyse. Ergebnisse sind als absulute Anzahl, n

(prozentualer Anteil, %) oder Median (Interquartilabstand) angegeben (Kagan et al. 2018).
ETS, Ersttrimesterscreening; US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse.

kombiniertes ETS US + cfDNA p

Merkmal (n = 688) (n = 688)

Mutterliches Alter (Jahren) 33,9 (30,7 -36,7) 33,9(31,0-36,8) 0,498
Schwangerschaftswoche 12,7 (12,3-13,1) 12,7 (12,4-13,1) 0,296
(Wochen)

Mutterliches Gewicht (kg) 66,0 (59,1 -74,3) 654 (59,0-73,7) 0,26
Kaukasischer Herkunft 676 (98,3) 672 (97,7) 0,445
Raucher 23 (3,3) 19 (2,8) 0,531
Assistierte Reproduktion 29 (4,2) 44 (6,4) 0,09
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Mutterliches Alter zum Untersuchungszeitpunkt
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Abbildung 6: Miitterlichen Alters in Jahren in der Gruppe des kombinierten ETS und der Gruppe
des Ultraschalls und cfDNA-Analyse (US + cfDNA) zum Zeitpunkt der ETS-Untersuchung.
ETS, Ersttrimesterscreening; US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse.
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Abbildung 7: Gestationsalter in Wochen zum Zeitpunkt der ETS-Untersuchung in der Gruppe
des kombinierten ETS und der Gruppe des Ultraschalls und cfDNA-Analyse (US + cfDNA).
ETS, Ersttrimesterscreening; US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse.

51



Mutterliches Gewicht zum Untersuchungszeitpunkt
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Abbildung 8: Miitterliches Gewicht in kg zum Zeitpunkt der ETS-Untersuchung in der Gruppe
des kombinierten ETS und der Gruppe des Ultraschalls und cfDNA-Analyse (US + cfDNA).
ETS, Ersttrimesterscreening; US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse.

3.2 NT-Messung und Risikoverteilung

Die Risikoparameter der Studienarme sind in Tabelle 5 aufgefuhrt. Der Median
der NT-Messung lag in der kombinierten ETS-Gruppe bei 1,9 mm, in der
Ultraschall mit cfDNA-Analyse bei 1,8 mm. Fur die ANT, die durch Abzug der
erwarteten NT von der gemessenen NT errechnet wurde, wurde in beiden
Gruppen ein Median von 0,0 mm ermittelt (Kagan et al. 2018). Sowohl die NT-
Messung als auch ANT unterschieden sich nicht signifikant in den
Studienarmen (p = 0,843 und p = 0,486). Die SSL-abhangige NT der
kombinierten ETS-Gruppe ist in Abbildung 9, der Ultraschall und cfDNA-
Analyse-Gruppe in Abbildung 10 dargestellt.

In der Gruppe des kombinierten ETS lagen die Mediane fur die
Serumparameter B-hCG und PAPP-A bei 0,96 MoM und 11,1 MoM. In der
Gruppe Ultraschall mit cfDNA-Analyse lag der Median fir die FF bei 12,5 %.
Insgesamt konnten bei 10 (1,5 %) Patientinnen keine Ergebnisse durch die

cfDNA-Analyse ermittelt werden. Das individuelle Risiko wurde anstelle mit dem
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kombinierten ETS ermittelt 2018). Die Mediane der
Serumparametern lag bei diesen 10 Patientinnen bei 0,66 MoM fur 3-hCG und

bei 0,73 MoM fur PAPP-A. Statistisch lag ein signifikanter Unterschied zwischen

(Kagan et al.

den MoMs von B-hCG der Gruppe des kombinierten ETS und der Gruppe von
10 Patientinnen nach fehlgeschlagener cfDNA-Analyse (p = 0,36) vor, nicht
jedoch zwischen dem MoMs von PAPP-A (p = 0,156).

Tabelle 5: Risikoparameter im ETS auf T21 basierend auf dem kombinierten ETS oder
Ultraschall mit cfDNA-Analyse (US + cfDNA). Daten sind als Mediane (IQA) oder n (%)
angegeben. *Das individuelle Risiko wurde in diesen Féllen mittels kombiniertem ETS ermittelt
(Kagan et al. 2018).

ETS, Ersttrimesterscreening; T21, Trisomie 21; US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse,
IQA, Interquartilabstand; n, Anzahl, SSL, Scheitel-Stei3-Ldnge; NT, Nackenfaltentransparenz;
A, Delta; B-hCG, freie B-Kette des humanen Choriongonadotropin; MoM, Vielfache des
Medians, PAPP-A, schwangerschaftsassoziiertes Plasmaprotein-A.

Risikoparameter

kombiniertes ETS
(n = 688)

US + cfDNA
(n = 688)

Mutterliches Alter (Jahren)

SSL (mm)

NT (mm)

ANT (mm)

Serum B-hCG (MoM)

Serum PAPP-A (MoM)

FF (%)

fehlgeschlagene cfDNA-Analysen*
Serum B-hCG in ergebnislosen
cfDNA-Analysen (MoM)

Serum PAPP-A in ergebnislosen
cfDNA-Analysen (MoM)

33,9 (30,7 - 36,7)
67,6 (62,6 - 72,9)
1,9 (1,6 - 2,1)
0,0 (-0,2-0,2)
0,96 (0,64 - 1,44)
1,11 (0,76 - 1,51)

33,9 (31,0 - 36,8)
67,7 (62,7 - 72,8)
1,8 (1,6 -2,1)
0,0 (-0,2-0,2)

12,5 (9,8 - 16,0)
10 (1,5)
0,66 (0,37 - 0,9)

0,73 (0,67 - 1,23)
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Verteilung der NT-Messungen in der kombiniertes ETS-Gruppe
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Abbildung 9: Verteilung der NT-Messungen in der Gruppe des kombinierten ETS nach SSL der
Feten. Die Linien reprasentieren die 5., 50., 95. und 99. Perzentile .
NT, Nackenfaltentransparenz; ETS, Ersttrimesterscreening; SSL, Scheitel-Steil3-Lénge.

Verteilung der NT-Messungen in der US + cfDNA-Gruppe
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Abbildung 10: Verteilung der NT-Messungen in der Gruppe Ultraschall mit cfDNA-Analyse nach
SSL der Feten. Die Linien reprdsentieren die 5., 50., 95. und 99. Perzentile (Kagan et al. 2018).
NT, Nackenfaltentransparenz; US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse; SSL, Scheitel-

Stei3-Lénge.
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Das mediane Risiko fur eine T21 lag bei 1:3787 in der Gruppe des kombinierten
ETS. Bei 17 Fallen wurde ein Risiko > 1:100 ermittelt und gehorten somit dem
Hochrisikokollektiv an, was 2,5 % (95 % CI, 1,5 — 3,9 %) des ersten
Studienarms entspricht. Nach Standartisierung an die mutterliche Altersstruktur
in Deutschland 2015 waren 15 Falle in das Hochrisikokollektiv gefallen, was 2,2
% (95 % ClI, 1,2 — 3,6 %) aller Schwangeren entspricht (Kagan et al. 2018). Das
Ergebnis der biochemischen Parametern lag meist noch am selben Tag vor
(Median 0 Tage, 3. Quartile 0 Tage, Maximum 1 Tag), sodass das individuelle
Risiko zur Mitteilung am Tag nach der Untersuchung bereit war.

In der Gruppe Ultraschall mit cfDNA-Analyse lag das mediane Risiko fur eine
T21 bei 1:10.000. In keinem der Félle lag das Risiko bei > 1:100 (Cl 95 %, 0,0 —
0,5 %). Das ermittelte Risiko vor und nach der Alterstandardisierung in dem
Studienarm des kombinierten ETS lag signifikant hoher als in dem Studienarm
des Ultraschalls mit cfDNA-Analyse (Chi-Quadrattest, p < 0,0001; Kagan et al.
2018). Die mediane Anzahl von Tagen zum Erhalten des cfDNA-Ergebnisses
betrug 7 Tage (IQA 6 — 8 Tage) nach Untersuchung. Die Risikoverteilung fur
eine T21 in beiden Studienarmen ist in Tabelle 6 und Abbildung 11
zusammengefasst. Die Verteilung des individuellen T21-Risikos nach
matterlichem Alter und nach SSL sind fur beide Studienarme in den Abbildung
12, Abbildung 13, Abbildung 14 und Abbildung 15 dargestellt.
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Tabelle 6: Verteilung der individuellen Risiken ermittelt durch das kombinierte ETS und durch
Ultraschall mit cfDNA-Analyse (US + cfDNA) in Risikokategorien. Daten sind als Mediane (IQA)
oder n (%) angegeben (Kagan et al. 2018).

ETS, Ersttrimesterscreening; US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse, T21, Trisomie 21;
1QA, Interquartilabstand; n, Anzahl.

kombiniertes ETS US + cfDNA
(n =688) (n =688)
Medianes Risiko einer T21 1:3787 1:10 000
(1605 - 8280) (10.000 - 10.000)

T21 Risiko > 1:100 17 (2,5) 0 (0)
T21 Risiko 1:100 bis 1:999 79 (11,5) 2(0,3)
T21 Risiko 1:1000 bis 1:4999 302 (43,9) 1(0,1)
T21 Risiko 1:5000 bis 1:9999 163 (23,7) 4 (0,6)
T21 Risiko < 1:10.000 127 (18,5) 681 (99,0)

Risikoverteilung fiir die Gruppen
kombiniertes ETS und US + cfDNA-Analyse
800
200 681
600
500
400

302
300

Anzahl der Félle

163
200 127

100 79
17 ¢ - 2 1 4
>1:100 1:100 bis 1:999  1:1000bis 1:4999  1:5000 bis 1:9999 <1:10 000

Risikoverteilung

B kombiniertes ETS mUS + cfDNA
(n = 688) (n = 688)

Abbildung 11: Verteilung der individuellen Risiken ermittelt durch das kombinierte ETS und
durch Ultraschall mit cfDNA-Analyse (US + cfDNA) als absolute Fallanzahl in Risikokategorien.
ETS, Ersttrimesterscreening; US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse; n, Anzahl.
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Risikoverteilung nach mitterlichem Alter und kombiniertem ETS
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Abbildung 12: Risikoverteilung fiir eine T21 in dem Studienarm kombiniertes ETS nach
miitterlichem Alter in Jahren zum Untersuchungszeitpunkt.
T21, Trisomie 21; ETS, Ersttrimesterscreening.

Risikoverteilung in der kombinierten ETS-Gruppe nach SSL
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Abbildung 13: Risikoverteilung fiir eine T21 in dem Studienarm kombiniertes ETS nach SSL

(Kagan et al. 2018).
ETS, Ersttrimesterscreening; SSL, Scheitel-Stei3-Lédnge; T21, Trisomie 21.
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Risikoverteilung in der US + cfDNA-Gruppe nach mutterlichem Alter
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Abbildung 14: Risikoverteilung fiir eine T21 in dem Studienarm Ultraschall und cfDNA-Analyse
nach miitterlichem Alter in Jahren zum Untersuchungszeitpunkt.
US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse.

Risikoverteilung in der US + cfDNA-Gruppe nach SSL
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Abbildung 15: Risikoverteilung fiir eine T21 in dem Studienarm Ultraschall und cfDNA-Analyse

nach SSL (Kagan et al. 2018).
US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse; SSL, Scheitel-Steil3-Lénge; T21, Trisomie 21.
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3.3 Nicht-auswertbare cfDNA-Analysen

Die cfDNA-Analyse blieb bei insgesamt 17 (2,5 %) Patientinnen nach der ersten
Probenentnahme ergebnislos. Nach erneuter Blutenthahme konnte bei 7
weiteren Patientinnen ein Ergebnis ermittelt werden, 10 (1,5 %) Analysen
blieben ohne Ergebnis. Die Serumwerte der 10 Patientinnen ohne cfDNA-
Analyseergebnis sind in 3.2 beschrieben. Das miutterliche Gewicht dieser
Subpopulation gegenuber dem der 678 Patientinnen mit erfolgreichen cfDNA-
Analysen ist in Abbildung 16 dargestellt. Das mediane Gewicht der Patientinnen
mit cfDNA-Analyseergebnis lag bei 65,2 kg (IQA 59,0 — 73,3 kg), der
Patientinnen ohne Ergebnis bei 84,8 kg (IQA 69,4 — 98,2 kg); es lag ein
statistisch signifikanter Unterschied vor (p = 0,011).

Die Zeit zwischen Untersuchung und Ergebnisermittiung wurde durch
fehlgeschlagene cfDNA-Analysen statistisch signifikant verlangert (p < 0,001).
So lag die mediane Anzahl von Tagen zwischen Untersuchung und
Ergebnisermittlung, entweder durch eine erfolgreiche wiederholte cfDNA-
Analyse oder durch die Entscheidung eine Risikoanalyse mittels kombinierten
ETS nach erfolglosen cfDNA-Analysen durchzufuhren, bei 12 Tagen (IQA 9 —
19 Tage) fur Patientinnen mit primar fehlgeschlagenen cfDNA-Analysen und bei
7 Tagen (IQA 6 — 8 Tage) fur Patientinnen mit primar erfolgreicher cfDNA-
Analyse.
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Miitterliches Gewicht in der Gruppe US + cfDNA-Analyse aufgeteilt nach Analyse
mit Ergebnis und Analyse ohne Ergebnis
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Abbildung 16: Miitterliches Gewicht in kg zum Zeitpunkt des Ultraschalls und priméren cfDNA-
Analyse aufgeteilt in die Subpopulationen mit und ohne Ergebnisse in der cfDNA-Analyse.
US, Ultraschall; cfDNA, zellfreie DNA-Analyse.

3.4 Zusatzliches Screening, Screening-positive Falle und invasive

Diagnostik

Insgesamt lieBen 38 (5,2 %) Patientinnen aus Studienarm 1, die dem
Normalkollektiv ohne erhohtes Risiko fur eine T21-Schwangerschaft, eine
zusatzliche cfDNA-Analyse durchfiihren. 23 (60,5 %) Patientinnen hatten zuvor
ein ermitteltes individuelles Risiko von < 1:100 und > 1:999, 12 (31,6 %)
Patientinnen von < 1:1000 und > 1:4999 und 3 (7,9 %) Patientinnen von <
1:5000 und > 1:10.000. Im Studienarm Ultraschall mit cfDNA-Analyse wurden

keine zusatzlichen Screeningtest durchgefiihrt (Kagan et al. 2018).

Aus dem Hochrisikokollektiv, bestehend aus 17 Patientinnen des kombinierten
ETS, entschieden sich 9 (52,9 %) Patientinnen fir eine zusatzliche cfDNA-
Analyse und 6 (35,3 %) fur eine invasive Diagnostik. 2 (11,8 %) Patientinnen
entschieden sich gegen weitere Testungen. Aus dem Normalkollektiv der
kombinierten ETS-Gruppe entschieden sich 6 (0,9 %) Patientinnen fir weitere

invasive Diagnostik, davon 3 mit einem individuellen Risiko von < 1:100 und >

60



1:999, 2 von < 1:1000 und > 1:4999 und 1 Patientin von < 1:5000 und >
1:10.000. Somit wurden in dem Studienarm kombiniertes ETS insgesamt 12
(1,7 %) invasive Diagnostiken durchgefuhrt. Im Gegensatz dazu wurden in dem
Studienarm Ultraschall und cfDNA-Analyse nur bei 2 (0,3 %) Patientinnen aus
dem Normalkollektiv eine invasive Diagnostik durchgefuhrt, in diesem
Studienarm waren keine Schwangerschaften der Hochrisikogruppe zugeordnet
(Kagan et al. 2018). Es wurden statistisch signifikant mehr invasive
Diagnostiken im Studienarm kombiniertes ETS durchgefuhrt als im Studienarm
Ultraschall mit cfDNA-Analyse (p = 0,007).

3.5 Erkannte Fehlbildungen mittels Ultraschalls vor und nach
Risikoberechnung

Wie in 3 Ergebnisse berichtet wurde, wurden 31 Patientinnen wegen einer
erhdhten NT und/oder Fehlbildungen aus dem Studienkollektiv ausgeschlossen
(Tabelle 7), davon 9 wegen einer erhdhten NT, 10 wegen einer erhéhten NT
und Fehlbildungen und 12 wegen Fehlbildungen. Von den insgesamt 7 Fallen
mit T21 wurden 3 Feten wegen einer erhohten NT, 2 Feten wegen einer
erhohter NT und kardialen Fehlbildungen und 2 Feten wegen Fehlbildungen,
einem Herzvitium und einer Ductus venosus-Agenesie, auffallig. 4 von 9 (44,4
%) Feten, die mit einer erhdhten NT auffielen, wurden abschliel3end als euploid

und gesund diagnostiziert.

Neben allen Fallen mit T21 in der Gesamtpopulation wurden auch alle weiteren
Falle von Chromosomaberrationen bereits nach dem feindiagnostischen
Ultraschall als ,Hochrisiko® klassifiziert und von der Randomisierung
ausgeschlossen. Hierunter fanden sich ein Fall mit T18, zwei Falle mit T13, ein
Fall von Triploidie, ein Fall von Monosomie X und eine strukturelle
Chromosomenaberration in Form von einem Chromosom 4p- Syndrom. Alle
Feten mit numerischen Chromosomenaberrationen, anders als die T21, fielen

durch Herzvitien auf, der Fall von T18 zusatzlich mit einem spinalen Defekt, die
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Falle mit T13 zusatzlich mit Polydaktylien und erhohter NT oder LKGS und der

Fall mit Triploidie mit erhohter NT und diversen Fehlbildungen.

Die am haufigsten diagnostizierten Fehlbildungen waren Herzvitien bei 10 (32,3
%) Feten. Weiter wurden 5 (16,1 %) Extremitatenfehlbildungen inklusiv eines
Falls von Phokomelie, 3 (9,7 %) Fehlbildungen des Urogenitaltrakts, 3 (9,7 %)
ZNS-Defekte, 3 (6,5 %) LKGS, 2 (6,5 %) Diaphragmahernien und je ein (3,2 %)
Fall von Hydrothorax, langem Philtrum, Body-stalk-Anomalie, Hydrops fetalis,
Ductus venosus-Agenesie, Retrognathie, Thoraxzyste und Mesenterialzyste

diagnostiziert.

Im Anschluss an das ETS wurden im Verlauf bei 3 Patientinnen aus dem
Normalkollektiv im Rahmen des 2. Trimester-Screenings auf Fehlbildungen
solche entdeckt. Hierbei handelte es sich um einen Fall von Bardet-BiedI-
Syndrom, welches durch eine polyzystische Hufeisenniere und Polydaktylie an
Handen und FuRen beidseits auffiel und zwei Fallen von Herzvitien, einer

Transposition der gro3en Arterien und einer Fallot-Tetralogie.
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Tabelle 7: Sonographische Befunde fiir den Studienausschluss von 31 Patientinnen aufgrund
von erh6hter NT und/oder Fehlbildungen (Adaptiert von Kagan et al. 2018).
NT, Nackentransparenz; SSL, Scheitel-Steil3-Lénge; T, Trisomie, C, Chromosom; LKGS,

Lippen-Kiefer-Gaumen-Spalte.

Karyotyp SSL NT Fehlbildung
Erhohte NT (T21 55,6 4,5 -
T21 66,5 9,3 -
T21 61,8 3,7 -
euploid, C4p- 82,0 3,6 Chromosom 4p- Syndrom
euploid 62,6 3,6 -
euploid 53,1 4,3 -
euploid 716 3,6 -
euploid 654 3,6 -
euploid 58,0 6,6 Noonan-Syndrom
Erhohte NT (T21 53,8 3,9 Herzvitium
und T21 72,5 3,7 Herzvitium
Fehlbildung |T13 55,5 6,0 Herzvitium, Polydaktylie
Triploidie 52,3 4,9 Herzvitium, abnormale Fossa
posterior, bilateraler Hydrothorax,
echogene Nieren, abnormale Hande
euploid 68,7 4,2 Cornelia de Lange Syndrom mit
langem Philtrum,
Extremitatenfehlbildung, LKGS
euploid 48,3 6,9 Diaphragmahernie, LKGS
euploid 66,0 4,0 Herzvitium
euploid 53,2 5,2 Body-stalk Anomalie
euploid 84,0 4,8 Occipitale Enzephalozele
euploid 57,2 6,5 Hydrops fetalis unklarer Genese
Fehlbildung (T21 70,2 3,2 Ductus venosus-Agenesie
T21 73,3 1,9 Herzvitium
T18 60,0 1,4 Herzvitium, spinaler Defekt
T13 79,5 3,5 Herzvitium, Polydaktylie, LKGS
Monosomie X 46,0 3,5 Herzvitium
euploid 72,2 3,1 Diaphragmahernie, Retrognathie
euploid 83,7 2,3 Obstruktive Uropathie
euploid 67,5 1,5 Robertssyndrom, Phokomelie
euploid 63,2 2,8 Thoraxzyste
euploid 65,2 2,8 Herzvitium
euploid 61,1 1,8 Mesenterialzyste
euploid 65,8 3,2 Obstruktive Uropathie
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4 Diskussion

Mit dieser Studie konnten wir zeigen, dass im ETS auf T21 ein Screening
basierend auf einer detaillierten feindiagnostischen Ultraschalluntersuchung in
der 12. — 14. SSW mit anschliefender cfDNA-Analyse oder kombinierten ETS
im Falle von ergebnislosen cfDNA-Analysen, die FPR signifikant gegenuber
dem aktuellen Goldstandard, dem kombinierten ETS, verringert ist (Kagan et al.
2018). Die Studiengruppen unterschieden sich statistisch gesehen nicht in
Bezug auf die maternalen Charakteristika mutterliches Alter, Gestationsalter,
mutterlichem Gewicht, kaukasischer Herkunft, Raucherstatus und assistierter
Reproduktion. Auch war kein statistischer Unterschied in den Risikoparametern
SSL, NT-Messung und ANT signifikant. Ein statistisch signifikanter Unterschied
wurde beim Vergleich der MoM-Werte von B-hCG im miutterlichen Serum
zwischen den 10 Patientinnen, die aufgrund einer ergebnislosen cfDNA-
Analyse eine Risikoberechnung mittels kombinierten ETS erhielten, und der
Studiengruppe kombiniertes ETS ermittelt, nicht jedoch bei den MoM-Werten
fur PAPP-A.

In der Gruppe Ultraschall mit cfDNA-Analyse wurden keine Patientinnen als
Screening-positiv klassifiziert, in der Gruppe des kombinierten ETS waren es
2,5 % der Patientinnen. Da keiner dieser Falle anschlieRend tatsachlich mit
einer T21 diagnostiziert wurde, entspricht dieser Anteil auch der FPR des
jeweiligen Studienarms. Bei den hier ermittelten FPR ist jedoch die mutterliche
Alterstruktur der Studienpopulation und der Einfluss der FPR aus der
Teilpopulation der fehlgeschlagenen cfDNA-Analysen, zu beachten. Unsere
Studienkohorte wies eine erhohte Alterstruktur im Vergleich zur mutterlichen
Altersstruktur in Deutschland in 2015 auf. Nach Altersstandardisierung auf
diese Ubergeordnete Kohorte lage die FPR bei 2,2 % in der Gruppe des
kombinierten ETS. Diese ermittelte FPR des kombinierten ETS ist auch auf die
Teilpopulation der Gruppe Ultraschall mit cfDNA-Analyse ohne cfDNA-
Analyseergebnis anzuwenden. Da in unserer Kohorte nur 10 cfDNA-Analysen

ergebnislos blieben, ist es nicht verwunderlich, dass keine falsch-positiven Falle
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in dieser Gruppe zu finden sind (FPR 2,5 % * 10 Falle absolut = 0,25 erwartete
falsch-positive Falle). Mit zunehmender Fallzahl ist zu erwarten, dass sich in
dieser Teilpopulation die FPR fur das kombinierte ETS zeigt.

Ziel war der Vergleich der FPR der Screeningmethoden, nicht der Vergleich der
DR. Nichtsdestotrotz wurden alle T21 Falle in unserer Studie erkannt (Kagan et
al. 2018). Norton et al. berichten in der NEXT-Studie, einer Evaluation von uber
15.000 Schwangeren, von einer DR von 79 % bei einer FPR von 5,4 % fur das
kombinierte ETS bei einer Risikoschwelle von 1:270 (Norton et al. 2015). Im
Vergleich dazu stehen die Ergebnisse von Wright et. al., die bei einer
Risokoschwelle von 1:270 eine DR von etwa 90 % und einer FPR von etwa 4,5
% (Tabelle 3) ermittelten. Die geringere DR der NEXT-Studie wurde von den
Autoren damit begrundet, dass die DR in einer Standardscreening-Situation
wahrlich unter den ermittelten Werten von strengen experimentellen
Gegebenheiten liegen (Norton et al. 2015). Jedoch erfolgte in der NEXT-Studie
keine automatische Klassifizierung in das Hochrisikokollektiv bei einer erhhten
NT und es wurde keine detaillierte Ultraschalluntersuchung auf Fehlbildungen,
mit anschlieBender Hochrisikoklassifikation aller auffalligen Untersuchungen,
durchgefuhrt. In unserer Studie wurden alle T21-Falle durch die detaillierte
Ultraschalluntersuchung erkannt, eine Risikobewertung mittels kombiniertem
ETS oder cfDNA-Analyse musste nicht durchgefuhrt werden. Falls auch wir die
fetale Sonoanatomie aulder Acht gelassen hatten, waren primar 2 Falle mit T21,
sowie 3 Falle mit anderen Chromosomaberrationen und 7 Falle mit euploiden
Feten, die jedoch Fehlbildungen aufwiesen (Tabelle 7), nicht als
Hochrisikoschwangerschaften identifiziert worden.

Eine mogliche weitere Verzerrung der ermittelten DR ist der Umgang mit
Fehlgeburten. In unserer Studie wurden Fehlgeburten nach einem unauffalligen
Screening nicht karyotypisiert. Hierdurch kann die DR Uberschatzt werden, da
in diesem Kollektiv mit einer hoheren Anzahl falsch-negativer Falle zu rechnen
ist. Snijders et al. berichteten von einer Spontanabortrate von T21-Feten von 30
% zwischen der 12. und 40. SSW und 21 % zwischen der 16. und 40. SSW
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(Snijders et al. 1999). Lathi et al. zeigten, dass chromosomale Stérungen der
haufgste Grund fur Spontanaborte sind und eine Chromosomenanalyse in Uber
50 % eine Erklarung fur die Fehlgeburt liefert (Lathi et al. 2011). Es ist also
davon auszugehen, dass auch chomosomale Storungen Ursache fur
Fehlgeburten in unserem Kollektiv waren. Jedoch ist die klinische Relevanz der
mangelnden Sensivitat in diesen Fallen auRer fir das Wiederholungsrisiko

fraglich, wenn die Prognose infaust ist.

Es wird daruber debattiert, an welcher Stelle die cfDNA-Analyse in das ETS
integriert werden soll. Grundsatzlich gibt es zwei Moglichkeiten, entweder die
cfDNA-Analyse als erste Screeningmethode oder im Anschluss als eine zweite
Screeningetappe nach einer Vorselektion eines Subkollektivs unter
Miteinbeziehung einer detaillierten Ultraschalluntersuchung (Salomon et al.
2017; Oepkes et al. 2016). Da das alleinige Screening mittels cfDNA-Analyse
zwar eine hohe Testgute fur die T21, T18 und T13 aufweist, jedoch andere
Fehlbildungen und Komplikationen nicht nachweisen kann, ist ein solcher
Ansatz als nicht sinnvoll zu betrachten. Daher werden Varianten der 2.
Maoglichkeit, die cfDNA-Analyse nach einer detaillierten
Ultraschalluntersuchung, diskutiert (Kozlowski et al. 2019). Der erste Ansatz
entspricht dem Weg unseres Studienarms 2, der invasiven Abklarung aller
auffalligen Befunde in der detaillierten Ultraschalluntersuchung mit
anschlieBender cfDNA-Analyse anstelle von Auswertung der Serummarker.
Testversager konnen anschlielend mittels gleichzeitig abgenommener und
asservierter Serumprobe und kombiniertem ETS oder zusammen mit auffalligen

Tests durch eine invasive Diagnostik abgeklart werden.

Alternativ kommt ein 2-Stufen-Model in Betracht. Die initiale Handhabung
verlauft nach aktuellen Standards, nach einer detaillierten
Ultraschalluntersuchung werden auffallige Befunde mittels invasiver Diagnostik
abgeklart, fur unauffalige Befunde wird mittels kombiniertem ETS ein
individuelles Risikoprofil erstellt. Bei einem hohen Risiko ist wieder die invasive
Diagnostik mittel der Wahl, bei einem geringen Risiko entfallen weitere Schritte.
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Im intermediare Risikobereich erfolgt ahnlich dem Prinzip der weiteren
Abklarung durch die Ultraschallmarker NB, Tl und DV-Fluss die cfDNA-Analyse
(Abele et al. 2015; Kagan et al. 2009a; Kagan et al. 2009c; Maiz et al. 2009).
Die Definition des intermediaren Risikobereichs entscheidet Uber die
tatsachliche DR und FPR (Kozlowski et al. 2019).

Nicolaides et al. schatzten, dass bei Durchfuhrung der cfDNA-Analyse Uberhalb
einem Risiko von 1:3000 im kombinierten ETS die DR bei 97 % und die
Screening-positiv-Rate bei 0,4 % lagen (Nicolaides et al. 2013). Ahnlich wurde
in der RAPID-Studie allen Patientinnen mit einem Risiko > 1:1000 fur die T21
im kombinierten ETS oder Quadruple-Test die Durchfuhrung einer cfDNA-
Analyse angeboten, falls das Risiko bei =2 1:150 lag auch eine invasive
Diagnostik. Die Ergebnisse stimmten mit dem mathematischen Modell Uberein
(Chitty et al. 2016). Miltoft et al. berichteten von 6449 Patientinnen die nach
Risikoermittlung durch das kombinierte ETS anschliefend bei eine Risiko 2
1:1000 eine cfDNA-Analyse erhielten. Die Autoren verglichen anschlie3end ihre
konventionelle Vorgehensweise, einer anschlielenden invasiven Diagnostik an
das kombinierte ETS bei einem ermittelten Risiko = 1:300, mit einem
,contingent screening®“, bei welchem unter einem Risiko von 1:1000 keine
weiteren Untersuchungen, einem Risiko zwischen 1:100 und 1:1000 eine
cfDNA-Analyse und bei einem Risiko = 1:100 oder einer auffalligen cfDNA-
Analyse eine invasive Diagnostik durchgefuhrt wurde. In beiden Fallen waren
die DR bei 100 %, jedoch konnte die FPR signifikant von 3 % der
konventionellen Methode auf 1,2 % durch das ,contingent screening“ reduziert
werden (Miltoft et al. 2018). Ahnlich wurde bei Gil et al. ein intermediares Risiko
zwischen den Werten 1:101 bis 1:2500 nach dem kombinierten ETS definiert, in
dem eine cfDNA-Analyse angeboten wurde, bei einem Risiko = 1:100 auch eine
invasive Diagnostik. Bei einem Studienkollektiv von 11.692 Patientinnen, davon
47 Falle mit T21, wurde eine DR von 91,5 % ermittelt. Es entschieden sich
jedoch nur 38 % der Frauen aus der Hochrisikogruppe flr eine invasive
Diagnostik, 91,5 % der Frauen mit intermedidrem Risiko lieRen eine cfDNA-
Analyse durchfuhren. Insgesamt betrug die Rate der invasiven Diagnostik 2,7
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% (Gil et al. 2016). Prodan et al. verglichen die Daten des kombinierten ETS
und der cfDNA-Analyse retrospektiv bei knapp 2500 Schwangerschaften, davon
163 mit T21 und setzten die Schwellenwerte fur das Hochrisikokollektiv auf =
1:10 und fur das intermediare Risiko zwischen < 1:10 und = 1:1000. Screening-
positiv waren alle Falle mit einem Risiko = 1:10, auffalliger oder ergebnisloser
cfDNA-Analyse. Verglichen wurde dies mit einer primaren cfDNA-Analyse, auch
hier wurden Patientinnen bei auffalligen oder ergebnislosen cfDNA-Analysen
als Screening-positiv kategorisiert. Mit einer alleinigen cfDNA-Analyse lage die
DR bei 100 %, die FPR bei 1,3 % wegen Testversagern. Durch ein primares
Screening mittels kombiniertem ETS musste eine cfDNA-Analyse bei nur etwa
27 % der Patientinnen durchgefuhrt werden, die DR und FPR lagen bei 98,4 %
und 0,7 % (Prodan et al. 2022).

Insgesamt sind fur die Entscheidung eine cfDNA-Analyse allen Patientinnen
auller den Hochrisikoschwangerschaften oder nur denen mit einem
intermediaren Risiko zwei Faktoren entscheidend. Zum einen ist die allgemeine
Durchfuhrung der cfDNA-Analyse eine Kostenfrage, jedoch wird dieser Aspekt
von immer geringerer Relevanz sein, da die Kosten stetig seit der
Testeinfuhrung sinken (Cuckle et al. 2022). Zum anderen stellen ergebnislose
cfDNA-Analysen Fragen fur das weitere Verfahren auf. In der multizentrischen
NEXT-Studie wurden 15.841 Patientinnen eingeschlossen, zuvor 488 (3 %)
wegen ergebnislosen cfDNA-Analysen ausgeschlossen. In der Gruppe ohne
cfDNA-Analyseergebnis befanden sich 13 Aneuploidien, in der Gruppe der
eingeschlossenen Patientinnen 38. Somit lag die Pravalenz von Aneuploidien
mit 2,7 % in der Gruppe der ergebnislosen cfDNA-Analysen Uber jener der
Gesamtkohorte (0,4 %). Dieser Effekt ist nochmals bei ergebnislosen cfDNA-
Analysen aufgrund von einer FF < 4 % verstarkt; hier lag die Pravalez fur
Aneuploidien bei 47 % (Norton et al. 2015). Da einige
Chromosomenstorungen, insbesondere die T18, T13 und Triploidie, einen
negativen Einfluss auf die FF haben und somit in einem hoheren Malde in der
Gruppe der Testversager zu finden sind, ist ein Ansatz alle ergebnislosen
cfDNA-Analysen als Screening-positiv zu kategorisieren (Hui und Bianchi 2020;
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DEGUM 2020b). Dies fluhrt jedoch zu einer Zunahme der FPR. Waren die Falle
ohne Ergebnis in der NEXT-Studie jedoch als Screening-negativ klassifiziert
worden, hatte die cfDNA-Analyse nur 38 von 51 (74,5 %) T21-Fallen detektiert.
Bardi et al. unterstreichen hier noch einmal die Wichtigkeit einer ausfuhrlichen
Ultraschalluntersuchung mit Beurteilung der fetalen Sonoanatomie. Von 311
Frauen mit 2 ergebnislosen cfDNA-Analysen im Abstand von etwa 2 Wochen
wurden bei 6 von 13 (46 %) Feten nach einer auffalligen
Ultraschalluntersuchung eine genetische Storung diagnostiziert, im Gegensatz
dazu war dies nur bei 4 von 298 (1,3%) Feten mit normaler fetaler
Sonoanatomie der Fall. Interessanterweise lag der durchschnittliche matterliche
BMI der Gruppe mit fetalen Auffalligkeiten unter dem der Gruppe ohne fetale
Auffalligkeiten (25,5 kg/m? im Gegensatz zu 28,8 kg/m?). Die Autoren erklaren
dies durch zwei verschiede Grunde fur die geringe FF, bei erhdhtem BMI durch
den mehrfach vorbeschriebenen Verdunnungseffekt der fetalen Anteile der
cfDNA und bei fetalen Anomalien durch eine abnormale Plazenta (Bardi et al.
2022; Revello et al. 2016; Wang et al. 2013; Scott et al. 2018). Auch in unserer
Studienpopulation lag das mautterliche Gewicht in der Gruppe nicht

auswertbarer cfDNS-Analysen uber dem der Gruppe mit Ergebnissen.

Im Gegensatz zu dem oben Aufgefuhrten ist ein Argument fur eine allgemeine
Durchfihrung der cfDNA-Analyse bei allen Schwangeren, das Beibehalten der
hohen DR. Auch wenn hohe DR bei Restriktion der cfDNA-Analyse auf
Patientinnen mit einem intermediaren Risiko erreicht werden, so liegen dennoch
1,5 % bis 5 % der T21-Schwangerschaften, abhangig vom verwendeten
Schwellenwert, im Niedrigrisikokollektiv (Santorum et al. 2017; Nicolaides et al.
2013; Nicolaides et al. 2005; Kagan et al. 2009b; Kagan et al. 2015a). Um eine
DR von 99 % zu erreichen, darf die cfDNA-Analyse folglich nicht auf eine
Subpopulation beschrankt werden und jeder Testversager bedarf einer
invasiven Abklarung (Grati und Kagan 2017).
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4.1 Studienausschluss aufgrund auffalligen US

Unsere Ergebnisse zeigen den ausgesprochen hohen Wert einer detaillierten
Ultraschalluntersuchung im ETS. Alle 12 (0,79 %) Falle von Aneuploidien und 2
(0,13 %) Falle mit anderen genetischen Defekten wurden bereits durch diese
vor Ermittlung eines individuellen Risikos mit einem Screeningverfahren wegen

einer erhdhten NT und/oder Fehlbildungen detektiert.

Des Weiteren wurden 13 (0,86 %) Falle mit fetalen Fehlbildungen ohne
Aneuploidie detektiert. Dies liegt oberhalb der von Syngelaki et al. berichteten
DR von 0,47% im Rahmen einer detaillierten Ultraschalluntersuchung bei tUber
100.000 Frauen zwischen der 12. und 14. SSW nach Ausschluss aller
Aneuploidien. Weiter unterteilten die Autoren fetale Fehlbildungen in immer
detektierbar, nicht detektierbar und potenziell detektierbar ein (Syngelaki et al.
2019). In unserem Studienkollektiv wurden alle Falle der immer detektierbaren
Fehlbildungen erkannt sowie 9 von 12 Fallen der potenziell detektierbaren
Falle. 2 Falle von kardialen Defekten sowie 1 Fall eines Bardet-Biedl-Syndroms
mit Polydaktylie und renaler Fehlbildung wurden im 2. Trimesterscreening
erkannt, postnatal wurde von keinen weiteren Fehlbildungen berichtet.

Auch wenn formal gesehen die FPR im Screening auf T21 in diesem Kollektiv
bei 24 von 31 Féllen, also bei 77,4 % lag, wurden bei 27 (87,1 %) Feten
genetische Stérungen und/oder Fehlbildungen detektiert. Lediglich 4 (12,9 %)
Feten, die initial nur mit einer erhdhten NT auffielen, wiesen anschlief3end einen
normalen Karyotyp und keine genetische Storung oder Fehlbildung auf.
Schlussendlich hat dies eine groRere Aussagekraft Uber den

Gesundheitszustand des Fotus und nicht der alleinige Ausschluss einer T21.

Die hohe DR von Fehlbildungen in unserer Studie ist durch die hohe Expertise
der Untersucher zu erklaren; es sollte nicht davon ausgegangen werden, dass
derselbe Standard ubiquitar vorhanden ist und somit dieselbe DR erreicht

werden kann.
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4.2 Weitere Aspekte des kombinierten ETS

Unabhangig von den gangigen Trisomien ist eine erhohte NT auch ein Marker
fur andere chromosomale Aberrationen, genetische Defekte und Fehlbildungen
(Souka et al. 2005). Wegen der Breite der mdglichen Ursachen empfiehlt die
DEGUM bei Auffalligkeiten in der detaillierten Ultraschalluntersuchung eine
invasive Diagnostik mit anschlieender Karyotypisierung und Microarray,
insbesondere da der Anteil an genetischen Storungen, die nicht den gangigen
Trisomien oder nicht durch ein Karyogramm diagnostizierbar sind, mit der NT
zunimmt (Kozlowski et al. 2019; Bardi et al. 2020; Hui und Bianchi 2020; Hui et
al. 2021). Maya et al. empfehlen die Chromosomenanalyse mittels Microarray
bereits ab einer NT von 3,0 mm. In ihrer Analyse von 770 Feten ohne
Fehlbildungen, fanden sich bei 8 (1,7 %) von insgesamt 462 Feten mit einer NT
< 2,9 mm, bei 11 (6,5 %) von 170 mit einer NT zwischen 3,0 und 3,4 mm und
bei 19 (13,8 %) von 138 mit einer NT = 3,5 mm pathologische copy number
variations. Gruppenubergreifend waren 10 von 38 Fallen nur mittels einer
Microarray-Analyse detektierbar (Maya et al. 2017). Hui et al. ermittelten eine
Rate von 2,1 % bei NT-Messungen zwischen 3,0 und 3,4 mm und von 21,5 %
bei NT-Messungen = 3,5 mm von atypischen, nur mittels Microarray-Analyse
detektierbaren, Chromosomenstorungen, wenn fetale Fehlbildungen mit
berlcksichtigt wurden (Hui et al. 2021).

Ahnlich der Empfehlungen bei erhdhter NT gilt auch die Empfehlung zur
invasiven Diagnostik mit Karyotypisierung und Microarray bei Unterschreiten
der Serummarker (B-hCG und PAPP-A von einem Wert von 0,2 MoM,
beziehungsweise im Fall von B-hCG zusatzlich einem Uberschreiten von 5,0
MoM, da auch in diesen Fallen das Risiko fur andere Chromosomenstorungen
als den gangigen Trisomien erhoht ist (Kozlowski et al. 2019; Tgrring et al.
2015; Petersen et al. 2014). Beispielsweise zeigten Petersen et al., dass wenn
PAPP-A 0,2 MoM unterschreitet, in 21,4 % Chromosomenstdérungen, davon
23,5 % atypische Befunde, zu finden sind. Bei Unterschreiten von 0,2 MoM von
B-hCG waren es 56,6 %, davon 37,2 % atypisch. Insgesamt wurden 200.000
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Schwangerschaften untersucht, davon 1122 Falle mit Chromosomenstorungen
und 262 Falle, die nicht durch eine alleinige cfDNA-Analyse detektiert werden
konnten (Petersen et al. 2014).

Um diese seltenen genetischen Erkrankungen weiterhin detektieren zu kdnnen,
sollten weder die Ultraschalluntersuchung noch die Serummarker aus dem ETS
wegrationalisiert werden. Obwohl die Serumbiochemie bei der Erfassung dieser
Auffalligkeiten natzlich sein kann, zeigen unsere Daten, dass seltene
Chromosomenstorungen, genetische Erkrankungen und Fehlbildungen durch
eine detaillierte Ultraschalluntersuchung bei geringer FPR und exzellenter DR
im Grol3teil der Bevolkerung zu finden sind.

Unabhangig vom ETS auf Aneuploidien wird zum selben Zeitpunkt das
Screening auf Praeklampsie durchgefluhrt, eine Erkrankung mit deutlich hoherer
Pravalenz etwa um den Faktor 10, im Vergleich zu fetalen genetischen
Anomalien und etwa 100.000 maternalen Todesfallen pro Jahr (Wagner et al.
2018; Kozlowski et al. 2019). Daher kann argumentiert werden, dass die
matterlichen Serummarker nicht aus dem Screeningprotokoll weggelassen
werden kénnen. Jedoch zeigten O’Gorman et al., dass bei einer 10 % FPR das
ETS fur frihe und spate Praeklampsie (< 37. und > 37. SSW) ohne
Serummarker PAPP-A oder PIGF, nur gering niedrigere DR liefern, als wenn
diese Marker mit einbezogen werden (O'Gorman et al. 2016). Um dieselbe DR
zu erreichen, konnte der Schwellenwert zur Definition des Hochrisikokollektivs
gesenkt werden (Kagan et al. 2018).

4.3 Weitere Aspekte der cfDNA-Analyse

Zwischenzeitlich wurde es mdoglich, das Screening mittels cfDNA-Analyse auf
gonosomale Storungen, Mikrodeletionen und -duplikationen, monogene
Erkrankungen und strukturelle Chromosomenstorungen zu erweitern. Auch ein
,genome wide“ Screening kann durchgefihrt werden (van der Meij et al. 2019).
Hierbei wird die cfDNA-Analyse gezielt auf jede Erkrankung mit spezifischer DR
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und FPR erweitert, sodass auch ausreichend grof3e, prospektive Studien zur
Validierung notwendig sind. Da diese momentan nicht vorhanden sind, lehnt die
DEGUM eine Empfehlung zur Testausweitung Uber die gangigen Trisomien
hinaus, ab (Kozlowski et al. 2019).

Des Weiteren haben seltene genetische Erkrankungen bei gleicher DR und
FPR aufgrund ihrer Pravalenz einen niedrigen PPW, seltene Trisomien haben
beispielsweise eine Pravalenz von etwa 0,3 % bis 0,8 % (Benn 2016). Bei einer
DR von 99 %, FPR von 0,1 % und Pravalenz von 1:500, wie bei der T21, liegt
der PPW bei 66,4 %. Verringert sich die Pravalenz um den Faktor 10, liegt der
PPW nur noch bei 16,5 %. Gleichzeitig werden die FPR der einzelnen Teiltest
miteinander zu einer gesamten FPR addiert. Insgesamt nimmt somit die
hervorragende Testgute der cfDNA-Analyse auf die T21 mit zusatzlichen

Testerweiterungen ab.

4.4 Fazit fur Beratung und Ausblick fur weitere Untersuchungen

Ein Vorteil der cfDNA-Analyse sind die ausgezeichnete DR und der PPW bei
dem Screening auf die haufigen Trisomien, insbesondere der T21 (Gil et al.
2017; Norton et al. 2015). Nachteilig ist jedoch ein geringer PPW bei seltenen
genetischen Storungen, dass alleinig die Berechnung des Risikos fur die
Trisomien 21, 18, 13 und gonosomalen Aberrationen als sinnvoll anzusehen ist.
Jedoch kommt es bei etwa 2 % aller cfDNA-Analysen zu Testversagern und
wegen des vergangenen Zeitintervalls kann die Probenentnahme fur die
biochemischen Parameter haufig nicht zwischen der 12. bis 14. SSW wiederholt
werden (Grati und Kagan 2017). Insbesondere ist hier an das mutterliche
Gewicht und dem Vorliegen von Chromosomenstérungen zu denken (Ashoor et
al. 2013; Galeva et al. 2019). Zusatzlich kénnen strukturelle Fehlbildungen, die
in Uber 90 % nicht chromosomal bedingt sind, nicht erfasst werden (Kozlowski
et al. 2019; Queiler-Luft und Spranger 2006). Daher sollte die cfDNA-Analyse
erst nach einer unauffalligen detaillierten Ultraschalluntersuchung mit NT-
Messung angeboten werden, da hier lediglich ein relevantes Risiko fur eine T21
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aufgrund der Pravalenz verbleibt. Bei einer auffalligen Untersuchung oder einer
NT > 3,5 mm sollte direkt zu einer invasiven Diagnostik mit Karyotypisierung

geraten werden (Kozlowski et al. 2019).

Zwischenzeitlich wurde die cfDNA-Analyse erst 2016 ,um der Schwangeren
eine Auseinandersetzung mit ihrer individuellen Situation® ,mit dem Ziel der
Vermeidung der (...) invasiven Mallnahmen“ und 2020 allgemein als
Kassenleistung zuganglich (Gemeinsamer Bundesausschuss 2016, 2021). Um
genau die oben beschriebenen Mangel des NIPT in der Versorgung
Schwangerer zu korrigieren, veroffentlichte unterdessen die DEGUM die ,10
goldenen Regeln zur Durchfuhrung eines NIPT-Tests:

1) NIPT erfordert eine arztliche Aufklarung und genetische Beratung nach
Gendiagnostikgesetz (GenDG).

2) NIPT erlaubt derzeit zuverldssige Aussagen zur Wahrscheinlichkeit einer
Trisomie 21, 18, 13, aber keine Aussagen zu strukturellen Fehlbildungen.
Diese machen jedoch den Groliteil der perinatal relevanten Anomalien
aus. Auch lassen sich die meisten anderen Chromosomenstorungen und
syndromale Erkrankungen nicht erkennen.

3) NIPT erfordert eine qualifizierte Ultraschall-Untersuchung, idealerweise
vor der Blutabnahme und nach der 12. SSW.

4) Bei sonographisch nachgewiesenen Fehlbildungen oder erhdhter
Nackentransparenz ist die diagnostische Punktion (CVS oder
Amniozentese) Mittel der Wahl, um Chromosomenstérungen erkennen
zu konnen und um einen unnotigen Zeitverlust bis zur endgultigen
Diagnose zu vermeiden.

5) Im Rahmen einer NIPT-Untersuchung sollten grundsatzlich der fetale
bzw. schwangerschaftsspezifische Anteil an der zellfreien DNA
angegeben werden. Die ,Fetal fraction“ ist ein Qualitatsparameter mit
groldem Einfluss auf die Testgute.

6) Ein ergebnisloser NIPT ist ein abklarungsbedurftiger Befund. In diesem
Kollektiv finden sich mehr Chromosomenstorungen, insbesondere
Trisomien 13 und 18 sowie Triploidien.
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7) NIPT ist ein Screening-Test. Bei einem auffalligen NIPT ist eine
diagnostische Punktion obligat anzubieten. Die Indikationsstellung zum
Schwangerschaftsabbruch darf nicht auf einem isolierten NIPT-Befund
beruhen.

8) NIPT auf Veranderungen der Geschlechtschromosomen sollte nicht
routinemafig durchgefuhrt werden.

9) Der Einsatz von NIPT zur Bestimmung des Risikos fir seltene
autosomale  Aneuploidien,  strukturelle ~ Chromosomenstdrungen,
insbesondere Mikrodeletionen und monogenetische Erkrankungen beim
Feten kann derzeit nicht generell empfohlen werden.”

10)Bei Zwillingsschwangerschaften, nach kunstlicher Befruchtung und bei
Adipositas hat NIPT eine hohere Versagerquote und es liegen nur
eingeschrankte Daten zur Testglte vor.“ (DEGUM 2020b)

Durch die Kostenubernahme durch die Krankenkassen ist von einem weiteren
Anstieg der cfDNA-Analysen auszugehen, unter anderem wegen der
vermeintlich  deutlich  hoheren  Sicherheit in der Risikobewertung
(unveroffentlichte Daten aus den studienbegleitenden Fragebdgen). Dies wird
auch durch eine hohere Rate von zusatzlich durchgefuhrten cfDNA-Analysen
(38 Patientinnen oder 5,2 %) aus dem Normalkollektiv in unserem kombinierten
ETS-Studienarm demonstriert; es wurden keine zusatzlichen Screeningtests in
der Gruppe Ultraschall mit cfDNA-Analyse durchgefuhrt. Auch die Rate an
invasiver Diagnostik im Normalkollektiv war in der Gruppe des kombinierten
ETS hoher mit 6 Fallen gegenuber von 2 in der Gruppe Ultraschall mit cfDNA-
Analyse. Jedoch winscht sich die groRe Mehrheit der Schwangeren eine
Beurteilung des gesamten gesundheitlichen Zustandes ihres ungeborenen
Kindes und nicht eine isolierte Aussage zum Risiko einer T21 (Wagner et al.
2018). Sowohl das Ursachenspektrum fir gesundheitliche Einschrankungen als
auch der Wunsch der Mehrheit der Schwangeren, all diese zu erfassen,
rechtfertigt nicht die alleinige Betrachtung der gangigen Trisomien im ETS.
Daher ist nur ein ETS basierend auf einer detaillierten Ultraschalluntersuchung
als sinnvoll anzusehen. Ob das weitere Screening alleinig durch eine cfDNA-
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Analyse oder nur fur das Intermediarrisikokollektiv nach vorgeschaltetem
kombinierten ETS erfolgt, hangt von strukturellen, wirtschaftlichen und

mutterlichen Faktoren ab. Insgesamt ist die DR fur die T21 in beiden Ansatzen
ahnlich.
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5 Limitationen

Diese Studie wurde lediglich an einem einzelnen Zentrum, spezialisiert auf die
Pranataldiagnostik, durchgefuhrt. Alle Untersucher sind mindestens nach
DEGUM Stufe Il zertifiziert und somit fur die gezielte Abklarung von
Verdachtsbefunden und der Betreuung von Risikopatientinnen geschult
(DEGUM 2020a). Somit ist von einer hohen Identifikationsrate von fetalen
Fehlbildungen und/oder Auffalligkeiten zu rechnen. Es ist davon auszugehen,
dass diese Expertise nicht ubiquitar verbreitet ist. Jedoch stutzt sich das
angewandte Sonographieprotokoll fur unser ETS auf die ISUOG-Empfehlungen

und sollte daher allgemein reproduzierbar sein (Kagan et al. 2018).

Unsere Studienkohorte wies eine altere Altersstruktur im Vergleich zur
gesamten Population in Deutschland auf. Um dies zu berucksichtigen, wurde
eine rechnerische Anpassung der FPR an die mutterliche Altersstruktur in
Deutschland 2015 vorgenommen. Um die ermittelte FPR mit internationalen
Studien zu vergleichen, musste eine Anpassung auf eine genormte

Altersstruktur einer Referenzgruppe vorgenommen werden.

Durch die GroRRe der Studienpopulation ist davon auszugehen, dass die
gesamte FPR fur ein Screeningmodell, basierend auf einer detaillierten
Ultraschalluntersuchung, cfDNA-Analyse und anschlieRendem kombinierten
ETS bei erfolglosen cfDNA-Analysen, in dieser Studie unterschatzt wurde. Eine
auf die Allgemeinbevdlkerung gerechnete FPR wurde sich anteilig aus der FPR
fur die cfDNA-Analyse und der FPR des kombinierten ETS bei ergebnislosen
cfDNA-Analysen zusammensetzten.

Der vorrangige Ausschluss der 31 (2,0 %) Hochrisikopatientinnen wegen
erhohter NT und/oder Fehlbildungen fihrte zu einer Reduktion der FPR. Alle
sieben Falle von T21 waren in dieser Gruppe zu finden. Jedoch waren die
anderen 24 Falle, auch wenn andere fetale Stérungen vorlagen, formal falsch-

positiv. Wenn diese 31 Hochrisikopatientinnen in die Analyse eingeschlossen
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waren, hatte sich die FPR um rein rechnerisch 1,7 % (24 falsch-positive
Patientinnen auf ein Gesamtkollektiv von 1407 Patientinnen) erhoht (Kagan et
al. 2018).
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6 Zusammenfassung

Zielsetzung In  dieser randomisiert-kontrollierte = Studie  sollte  die
Risikobewertung des kombinierten Ersttrimesterscreenings (ETS) mit der einer
detaillierten Ultraschall (US)-Untersuchung und der zellfreien DNA (cfDNA)-
Analyse verglichen werden.

Methoden Bei Schwangeren mit einer normalen detaillierten US-Untersuchung
zwischen der 12. — 14. SSW wurde das Aneuploidierisiko entweder mittels
kombinierten ETS oder zusatzlicher cfDNA-Analyse ermittelt. Bei ergebnislosen
cfDNA-Analysen wurde das Risiko mittels ETS bestimmt. Das primare Ergebnis
war die Falsch-positiv-Rate (FPR) im Screening auf die Trisomie 21 (T21). Falle
mit einem T21-Risiko > 1:100 ohne entsprechenden Karyotyp wurden als
falsch-positiv betrachtet. Die Ergebnisse wurden mit einem 95 % CI mit der
Clopper-Pearson-Methode verglichen.

Ergebnisse Bei 1518 Einlingsschwangerschaften wurde ein ETS durchgefuhrt.
31 (2,0 %) Schwangerschaften wurden wegen einem auffalligen US
ausgeschlossen. 24 Frauen wunschten keine Teilnahme und bei weiteren 24
Fallen konnte das Endergebnis nicht ermittelt werden. Je 688
Schwangerschaften wurden in den kombinierte ETS-Studienarm und in den US
mit cfDNA-Analyse-Studienarm randomisiert. Maternales Alter, Gewicht und
BMI, Ethnizitat, Verwendung von assistierter Reproduktion und Raucherstatus
unterschieden sich zwischen den beiden Studienarmen nicht. In der Gruppe US
mit cfDNA-Analyse war das mediane Risiko fur eine T21 1:10000. In keinem
Fall lag das Risiko tuber 1:100 (95 % CI, 0,0 — 0,5 %). Beim kombinierten ETS
lag das mediane Risiko fur eine T21 bei 1:3787 und in 17 Fallen war das Risiko
groéRer als 1:100, was einer FPR von 2,5 % (95 % ClI, 1,5 — 3,9 %) entspricht.
Fazit Unsere Studie zeigte, dass die ETS-Risikobewertung fur Trisomie 21, mit
einer detaillierten US-Untersuchung und anschlielender cfDNA-Testung, eine
signifikante Reduktion der FPR verglichen zum kombinierten ETS bewirkt.
Dieser Herangehensweise vermeidet die Bestimmung der mutterlichen
Serummarker B-hCG und PAPP-A (Kagan et al. 2018).
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Sponsoring

Die Firma Cenata GmbH (Tubingen, Germany) tUbernahm die Kosten fir die
cfDNA-Analyse (400€ pro Analyse). Die Testkits fur den Harmony® Pranatal
Test wurden von Roche/Ariosa Diagnostics, Inc. (San Jose, CA, USA)

bereitgestellt (Kagan et al. 2018).
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Frage-, Aufklarungs- und Einwilligungsbogen

1. Fragebogen im Rahmen der ReFaPo-Studie an der Universitats-Frauenklinik

Tubingen

Name:

Vorname:

Geburtsdatum:

Ausbildung (hdchster Grad):

1. Frage

Wissen Sie, wozu die heutige Untersuchung dienen soll?

(bitte nur eine Antwort ankreuzen)

o Sie bestatigt, dass mein Kind gesund ist

o Sie erlaubt mir den sicheren Ausschluss einer Trisomie 21 (Down Syndrom)

o Sie erlaubt mir eine Einschatzung Gber mein Risiko fir ein Kind mit Trisomie 21

(Down Syndrom)
o Weild nicht

2. Frage

Haben Sie eine Vorstellung von Kindern mit Trisomie 21 (Down Syndrom)?

(bitte nur eine Antwort ankreuzen)
o ja
o hein

Wenn ja: welche?

3. Frage
Kennen Sie andere Chromosomenstérungen?
(bitte nur eine Antwort ankreuzen)

o ja

o hein

Wenn ja: welche?
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4. Frage
Wie besorgt sind Sie, dass |hr ungeborenes Kind an Trisomie 21 (Down Syndrom)
erkrankt ist?

(bitte nur eine Antwort ankreuzen)

o 1 (sehr)
o 2
o 3
o 4

o 5 (gar nicht)

5. Frage
Wissen Sie was mit Detektions-, Falsch-Positivrate und personlichem Risiko,
Screening-Test und diagnostischem Test gemeint ist?
(bitte jeweils nur eine Antwort ankreuzen)
Detektionsrate

o ja

o nhein
Falsch-Positivrate

o ja

o nhein
Persdnliches Risiko

o ja

o nhein
Screening-Test

o ja

o nhein
Diagnostischer Test

o ja

o nein

6. Frage
Wie hoch schatzen Sie Ihr personliches Risiko flr ein Kind mit Trisomie 21 ein?
(bitte als 1 in x (z.B. 1: 100) oder als % (z.B. 0,5%) angeben)

Antwort: 1in ___ oder _ %
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7. Frage

Welches ist der wichtigste Nachteil der Fruchtwasseruntersuchung oder der

Chorionzottenbiopsie?

(bitte jeweils nur eine Antwort ankreuzen)

o

o

o

o

o

Ein 10% Risiko fir eine mit dem Eingriff assoziierte Fehlgeburt

Ein 5% Risiko fur eine mit dem Eingriff assoziierte Fehlgeburt

Ein 0,1-0,2% Risiko fir eine mit dem Eingriff assoziierte Fehlgeburt
Es gibt kein mit dem Eingriff assoziiertes Risiko

Keine Ahnung

8. Frage

Wie viele Kinder mit Trisomie 21 (Down Syndrom) kénnen mittels Ersttrimester-

Screening erkannt werden (Detektionsrate)?

(bitte jeweils nur eine Antwort ankreuzen)

o

o

o

o

o

20-30%
40-50%
70-80%
90-100%
Keine Ahnung

9. Frage

Wie viele Kinder mit Trisomie 21 (Down Syndrom) kénnen mittels zellfreier DNA-

Analyse erkannt werden erkannt werden (Detektionsrate)?

(bitte jeweils nur eine Antwort ankreuzen)

o

o

o

20-30%
40-50%
70-80%
90-100%
Keine Ahnung
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10. Frage
Was ist lhnen an einem Screening-Test wichtig?
(Zu jeder Antwort bitte eine Schulnote zwischen 1 (sehr wichtig) bis 5 (nicht wichtig)
angeben)
o Mdglichst alle Kinder mit einer Trisomie werden erkannt:
o Mdglichst wenige gesunde Kinder werden als auffallig klassifiziert:
o Eine Fruchtwasserpunktion / Chorionzottenbiopsie zu vermeiden:
o Kurze Bearbeitungszeit:
o Moglichst friih in der Schwangerschaft durchfihrbar:
o Geringe Kosten:

o Moglichst viele kindliche Erkrankungen werden erkannt

11. Frage
Welchen Screening-Test wirden Sie bevorzugen:
(bitte jeweils nur eine Antwort ankreuzen)

o FErsttrimester-Screening

o zellfreie fetale DNA-Analyse

o Keinen der beiden Tests

12. Frage

Wie viele schwangeren Frauen bei denen das Ersttrimester-Screening ein erhdhtes
Risiko fur Trisomie 21 (Down Syndrom) zeigt, erwarten tatsachlich ein Kind mit der
Erkrankung (Positiver Vorhersagewert)?

(bitte jeweils nur eine Antwort ankreuzen)

o 3-6%

o 10-20%
o 30-50%
o 60-100%

o Keine Ahnung
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13. Frage

Wie viele schwangeren Frauen bei denen die zellfreien DNA-Analyse ein erhdhtes
Risiko fur Trisomie 21 (Down Syndrom) zeigt, erwarten tatsachlich ein Kind mit der
Erkrankung (Positiver Vorhersagewert)?

(bitte jeweils nur eine Antwort ankreuzen)

o 3-6%

o 10-20%
o 30-50%
o 60-100%

o Keine Ahnung

14. Frage
Welche weitere Untersuchung wirden Sie durchflhren, wenn Sie nach Abschluss der
Screening-Untersuchung ein erhdhtes Risiko fur fir ein Kind mit Trisomie 21 (Down
Syndrom) hatten?
(bitte jeweils nur eine Antwort ankreuzen)
o Eine Fruchtwasseruntersuchung bzw. Chorionzottenbiopsie
o cfDNA-Analyse
o Keine weitere Untersuchung, da auch ein auffalliges Ergebnis keinen Einfluss auf
den Fortgang der Schwangerschaft hatte
o Feindiagnostik in der 21.SSW, obwohl mir bewusst ist, dass diese Untersuchung in
Hinblick auf das Screening auf Trisomie 21 (Down Syndrom) den Untersuchungen
im ersten Trimenon unterlegen ist.
o lIch kann die Frage erst beantworten, wenn ich tatsachlich mit einem erhohten

Risiko konfrontiert bin.
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2 Wochen nach Abschluss des Screening-Tests und nach Abschluss der
Schwangerschaft:

Name:

Vorname:

Geburtsdatum:

1. Frage
Sind Sie mit dem durchgefiihrten Screening-Test (Ersttrimester-Screening, zellfreie
DNA-Analyse) zufrieden?
(bitte nur eine Antwort ankreuzen)
o ja
o hein

Wenn nein: Warum?

2. Frage
Hatten Sie lieber den anderen Screening-Test gehabt?
(bitte nur eine Antwort ankreuzen)

o ja

o hein

Wenn ja: Warum?

3. Frage
Konnte der Screening-Test Ihre Bedenken, dass Ihr Kind eine Trisomie 21 (Down
Syndrom) haben kénnte, verringern?
(bitte nur eine Antwort ankreuzen)
o ja
o hein

o Hatte keine Bedenken
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4. Frage
Haben Sie nach Abschluss des Screening-Tests weitere MaRnahmen zur Abklarung
des Trisomie 21-Risikos ergriffen (Beispiel: Fruchtwasserpunktion,
Chorionzottenbiopsie, Ersttrimester-Screening, zellfreie DNA-Analyse)?
(bitte nur eine Antwort ankreuzen)

o ja

o hein

Wenn ja: Welche und Warum?

5. Frage
Was haben Sie an dem durchgeflhrten Screening-Test geschatzt?
(Zu jeder Antwort bitte eine Schulnote zwischen 1 (sehr wichtig) bis 5 (nicht wichtig)
angeben)
o Mdglichst alle Kinder mit einer Trisomie werden erkannt:
o Madglichst wenige gesunde Kinder werden als auffallig klassifiziert:
o Eine Fruchtwasserpunktion / Chorionzottenbiopsie wurde vermieden:
o Kurze Bearbeitungszeit:
o Maoglichst friih in der Schwangerschaft durchfihrbar:
o Prazise Angabe des Risikos:
o Geringe Kosten (unter dem Aspekt, dass die cfDNA-Analyse normalerweise etwa
€400-600 und das ETS €150-200 kostet):

6. Frage

Wirden Sie den durchgeflihrten Screening-Test weiterempfehlen?
o ja
o nhein

Wenn nein, warum?
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Studie zur Erforschung der Falsch-Positivrate beim
Ersttrimester-Screening und bei der zellfreien fetalen
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Sehr geehrte Patientin,

wir freuen uns, dass Sie fir das Ersttrimester-Screening zu uns gekommen
sind. Neben einer klinischen Versorgung auf hdchstem Niveau sind wir stetig
bemdiht die Screeningmethoden in der Pranataldiagnostik zu verbessern. Wir
fuhren daher derzeit eine Studie durch, die sich mit der Testgute
unterschiedlicher Screening-Untersuchungen befasst.

Gerne mochten wir Sie zur Teilnahme an dieser Studie einladen.

In den vergangenen Jahrzehnten wurden zahlreiche Untersuchungsmethoden
entwickelt, um das Screening auf die fetale Trisomie 21 (Down-Syndrom)
wahrend der Schwangerschaft zu steigern. Den unterschiedlichen Anséatzen
immanent ist, dass sie das individuelle Risiko einer Patientin fir eine
Chromosomenstérung bestimmen.

Ersttrimester-Screening

Das kombinierte Ersttrimester-Screening (ETS) stellt den Goldstandard der
Risikobeurteilung fur das Vorliegen einer Trisomie 21 dar und wurde von
vielen Landern in die gesetzliche Regelversorgung von Schwangerschaften
Ubernommen. In Deutschland wird es als sogenannte IGEL-Leistung
(Individuelle Gesundheitsleistung) angeboten — zu der Sie heute bei uns sind.
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Das Konzept basiert auf der Messung der fetalen Nackentransparenz (NT)
und der Bestimmung der Serummarker freies beta-hCG und PAPP-A im
mutterlichen Blut. Diese Parameter werden mit dem mutterlichen Altersrisiko
kombiniert, so dass fiir die Patientin ein persénliches Risiko fiir das Vorliegen
einer Trisomie 21 berechnet werden kann.

Die erhdhte NT ist zudem auch als Marker fir andere Chromosomen-
stérungen bekannt. Daher wird in der Regel ab einer NT von 3,5mm zu einer
Karyotypisierung mittels invasiver Diagnostik geraten, unabhangig von dem
schlussendlich berechneten Risiko fiir Trisomie 21.

Zellfreie fetale DNA

In den vergangenen Jahren bahnt sich ein Paradigmenwechsel im Screening
auf Trisomie 21 an. Ende der 1990er Jahre wurde gezeigt, dass im
muitterlichen Blut freie DNA zu finden ist, die der Schwangerschaft zuzuordnen
ist. Durch die Entwicklung neuer Hochdurchsatzsequenziergerate (,Next
Generation Sequencing") ist es moglich geworden, die zellfreie DNA (cfDNA)
zeitnah auszuwerten, wodurch eine Beurteilung in der Schwangerschaft
moglich wurde. Durch Kombination des mditterlichen Altersrisikos und der
cfDNA-Analyse kann das personliche Risiko fiir eine Trisomie 21 bestimmt
werden. Die cfDNA-Analyse wird bereits klinisch angewendet und wird auch
bei uns als IGEL-Leistung angeboten.

Die Testgute der cfDNA-Analyse ist generell besser als die des ETS. Der
vordergrundig besseren Testglte der cfDNA-Analyse stehen jedoch einige
negative Aspekte gegenuber, so dass der Unterschied weniger markant
erscheint. So werden bei beiden Tests unterschiedliche Schwellenwerte
verwendet und die Bewertung der vorangehenden Ultraschalluntersuchung
bleibt auer Acht. Zudem wird in 2% der Félle trotz Re-Analyse kein Ergebnis
bei der cfDNA-Analyse moglich. In diesen Fallen muss auf das ETS
zuriickgegriffen werden.

Daher soll in der vorliegenden Studie gepriift werden, ob die cfDNA-
Analyse nach vorangehendem Ausschluss von fetalen Fehlbildungen
bzw. einer NT > 3,5mm und unter Beriicksichtigung des oben
beschriebenen Alternativwegs bei ergebnisloser cfDNA-Analyse und bei
Verwendung des gleichen Schwellenwerts von 1:100 eine niedrigere
Falsch-Positivrate wie das ETS aufweist.
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Ablauf der Studie

Da die Ultraschalluntersuchung keine Auffalligkeiten ergeben haben, kénnen
Sie an der Studie teilnehmen. Dazu werden Sie zuféllig in zwei Gruppen
eingeteilt:

Studien-Arm 1
Bestimmung des freies beta-hCG und PAPP-As und Berechnung des Trisomie
21-Risikos mittels kombiniertem ETS wie bisher.

Studien-Arm 2

cfDNA-Analyse und Berechnung des Trisomie 21-Risikos mittels mutterlichem
Altersrisiko und cfDNA. Die cfDNA-Analyse erfolgt durch die Firma Cenata,
Tubingen. Zum Zeitpunkt der Blutabnahme zur cfDNA-Analyse wird ein
weiteres Serumréhrchen abgenommen, zentrifugiert und in den Laborrdumen
der Universitats-Frauenklinik eingefroren. Die Archivierung der Serumprobe
erfolgt pseudononymisiert. Sollte die cfDNA-Analyse ergebnislos bleiben,
kann die Messung des PAPP-As und beta-hCGs aus der Serumprobe
erfolgen. Die Serumprobe kann nicht erst nach Abbruch der cfDNA-Analyse
abgenommen werden, da die Messung der Serummarker nur in der 12.-
14.SSW validiert ist und der gesamte cfDNA-Analyseprozesss bei zunachst
erfolgloser primarer Auswertung bis zu 4 Wochen in Anspruch nehmen kann.
Die Probe wird nach Abschluss der Untersuchung verworfen, es sei denn die
Patientin willigt der Archivierung im Rahmen der Biobank des
Gesamtklinikums ein.

Das Risiko wird Ihnen wie bisher durch den behandelnden Arzt nach
Abschluss der Risikoberechnung mitgeteilt. Wie bisher entscheiden Sie selbst
entsprechend des persénlichen Risikos, ob weitere MalRnahmen
(Fruchtwasserpunktion, Chorionzottenbiopsie) notwendig sind. Dabei helfen
wir Ihnen gerne. Fir die Studie wird das Ergebnis ab einem Risiko von 1:100
als auffallig klassifiziert.

Obwohl die cfDNA-Analyse unter normalen Umsténden etwa €400-€600
kostet, entstehen lhnen im Rahmen der Studie keine zusatzlichen Kosten.

Nach Geburt Ihres Kindes méchten wir von lhnen wissen, ob Ihr Kind gesund
zur Welt gekommen ist.

Wir méchten lhnen zudem vor der Randomisierung, nach Abschluss des
Screening-Prozesses und nach Geburt Ihres Kindes ein paar Fragen stellen,
um lhre Zufriedenheit mit dem Screening-Verfahren zu beurteilen.

Wir verpflichten uns selbstverstandlich im Rahmen dieser Studie zur Wahrung
der arztlichen Schweigepflicht und gemal dem Bundesdatenschutzgesetz
zum vertraulichen Umgang mit allen erhobenen Daten. Da alle Angaben auch
fur die weitere Betreuung wahrend der Schwangerschaft und der Geburt sind,
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werden die Informationen wie bisher auch in unserer klinischen Datenbank
gespeichert.

Die Auswertung, Weitergabe und Veréffentlichung von Daten erfolgt
ausschlieRlich in pseudononymisierter Form, also ohne Nennung von
personenidentifizierenden Daten wie Name, Geschlecht, Geburtsdatum,
Adresse oder Telefonnummer.

Verantwortliche Arzte:

Prof. Dr. med. Karl Oliver Kagan

Leitender Oberarzt Pranataldiagnostik
Departement fiir Frauengesundheit Tiibingen
CalwerstralRe 7

72076 Tubingen

Tel: +49 7071 29 82200

PD Dr. med. Harald Abele

Stellv. Arztlicher Direktor Forschungsinstitut fiir Frauengesundheit Tiibingen
Leitender Arzt Perinatologie

Departement fiir Frauengesundheit Tibingen

CalwerstralRe 7

72076 Tubingen

Tel: +49 7071 29 87096

Prof. Dr. med. Diethelm Wallwiener
Arztlicher Direktor

Departement fiir Frauengesundheit Tibingen
CalwerstraRe 7

72076 Tubingen

Tel: +49 7071 29 82246
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Einverstandniserklarung:

Name der Probandin:

Hiermit bestatige ich, dass ich uber die ReFaPo-Studie aufgeklart wurde.

Aufklarender Arzt:

Meine Fragen sind alle ausreichend beantwortet worden. Mir ist bewusst, dass
mit meiner Teilnahme zunachst kein personlicher Nutzen verbunden ist, wobei
mir mit der Studie in jedem Fall kein Nachteil entsteht. Ich habe verstanden,
dass die Universitats-Frauenklinik nochmals im Verlauf der Schwangerschaft
auf mich zukommen mdchte, um mir ein paar Fragen zu stellen.

Weiterhin wurde ich dariber informiert, dass durch die Studie keinerlei Risiken
und Nebenwirkungen fur mich und mein Kind entstehen. Ich wurde daruber
informiert, dass die Teilnahme an den Untersuchungen vollkommen freiwillig
ist und dass mein Einversténdnis jederzeit und ohne Angabe von Griinden
oder Nachteilen widerrufen werden kann, ohne dass dadurch Nachteile fiir
mich oder mein Kind entstehen. Ferner wurde ich dariiber aufgeklart, wie mit
meinen personlichen Daten verfahren wird.

Ich méchte an der ReFaPo-Studie zur Verbesserung des Screenings auf
Trisomie 21 in der Schwangerschaft teilnehmen. Die Universitats-Frauenklinik
dar sich mit mir nach Abschluss der Schwangerschaft in Verbindung setzen
und sich nach dem Outcome erkundigen?

O ja

0 nein

Die Universitats-Frauenklinik darf mich im Verlauf der Schwangerschaft
nochmals kontaktieren, um sich nach meiner Zufriedenheit zum
durchgefiihrten Screening-Test zu erkundigen.

0 ja

0 nein

Ort, Datum, Unterschrift
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Erklarung zum Eigenanteil der Dissertationsschrift

Die Arbeit wurde in der Universitatsfrauenklinik Tabingen, Abteilung Pranatale
Diagnostik und Medizin unter Betreuung von Prof. Dr. med. Karl Oliver Kagan
durchgefuhrt. Die Konzeption der Studie erfolgte durch Prof. Dr. med. Karl
Oliver Kagan, er hat zudem das Manuskript korrigiert und Abbildung 2 zur

Verfugung gestellt.

Samtliche Untersuchungen wurden durch die Arzte der Abteilung Pranatale
Diagnostik und Medizin an der Universitatsfrauenklinik Tubingen durchgefuhrt,
namentlich Dr. Bettina Haas, Prof. Dr. Markus Hoopmann, Prof. Dr. Karl Oliver
Kagan, Dr. Sybille Lessmann-Bechle, Dr. Philipp Wagner und Dr. Britta Yazdi.

Die Datenerfassung erfolgte von mir, den oben genannten Arzten der Abteilung
Pranatale Diagnostik und Medizin an der Universitatsfrauenklinik Tubingen,
sowie den weiteren Doktoranden der Abteilung Pranatale Diagnostik und
Medizin an der Universitatsfrauenklinik Tubingen Herr Peter Cornelius, Herr
Markus Mader, Frau Vanessa Maier und Herr Andreas Sroka.

Die statistische Auswertung erfolgte eigenstandig durch mich und in
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Karl Oliver Kagan.

Ich versichere, das Manuskript selbststandig zu haben und keine weiteren als

die von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben.

Tldbingen, den 15.02.2023

Fabrina Sroka 109



Veroffentlichung

First-trimester risk assessment based on ultrasound and
cell-free DNA vs combined screening: a randomized

controlled trial

K. O. KAGAN'®_F. SROKA!, |. SONEK?, H. ABELE', K. LUTHGENS?, M. SCHMID?,
P. WAGNER', S. BRUCKER!, D. WALLWIENER' and M. HOOPMANN!
! Department of Women's Health, University Women'’s Hospital Tuchingen, Tuebingen, Germany; * Fetal Medicine Foundation USA,

Dayton, OH, USA and Disision of Maternal Fetal Medicae, Wright State University, Dayton, OH, USA; *Cenata GmbH, Tuebingen,
Germany; *Roche Sequencing Solutions Inc., Ariosa Diagnostics Inc., San Jase, CA, USA

KEYWORDS: ancuploidy; cfDNA; first trimester; nuchal translucency; trisomy 21

ABSTRACT

Objective This was a randomized comtrolled trial to
compare risk assessment by [first-trimester combined
screening (FTCS) with an approach that combines
a detailed ultrasound exanmunation at 11-13 weeks”
gestation and cell-free DNA (¢fDNA) analysis.

Methods Pregnant women with a normal first-tromester
nltrasound examnation at 11-13 weeks® gestation (fetal
nuchal translucency (NT) < 3.5 mm and no fetal defects)
were randomized into one of two groups. In the first
group, risk of aneuplosdy was assessed using FTCS
based on the most recent UK Fetal Medicine Foundation
algorithm. In the second growp, risk assessment was
based on ultrasound findings and ¢fDNA analysis. An
additional tube of blood was collected for FTCS in case
the ¢fDNA analysis was unmformative. Primary outcome
was false-posttive rate in screemng for trisomy 21. A case
was considered false positive if the karyotype was not
trisomy 21 and if the nisk for trisomy 21 was >1:100,
irrespective of the method of risk calculation. Results were
compared using 95% Cls using the Clopper—Pearson
method.

Results Between October 2015 and December 2016,
1518 women with smgleton pregnancy underwent
first-trimester screeming. Thirty-one (2.0%) pregnancies
were not eligible for randonuzation due to increased NT
(> 3.5 mm) andlor fetal defect. After exclusion of women
who declimed randomuzation (n =87) and cases of fetal
death and loss to follow-up (n=24), 688 pregnancies
were randomized into the FTCS arm and 688 into
the wltrasound + ¢fDNA analysis arm. There were no
differences in maternal and gestational age, maternal
weight and BMI, ethnicity, use of assisted reproduction

and cgarette smoking between the two arms. In the
ultrasound + ¢fDNA amalysis arm, median risk for
trisomy 21 was 1 in 10000. None of the cases bad a
risk above 1: 100 (95% CI, 0.0-0.5%). In the FTCS arm,
the median risk for trisomy 21 was 1 in 3787 and n 17
cases, the risk was higher than 1:100, which corresponds
to 2.5% (95% CI, 1.5-3.9%) of the FTCS study-arm
population.

Conclusion Our study has shown that first-trimester
risk assessment for trisomy 21 that mncludes a detaled
ultrasound examination as well as NT measurement
and is followed by ¢fDNA testing is associated with a
significant reduction m the false-positive rate compared
with FTCS. This approach obuviates the need for
maternal serum free f-buman choriomce gonadotropmn and
pregnancy-associated plasma protem-A in screemng for
fetal anenploidy. Copyright © 2017 ISUOG. Published
by Jobn Wiley & Sons Ltd.

INTRODUCTION

There is an ongomng debate regarding how cell-free
DNA (fDNA) screening can best be incorporated into
current prenatal screening algorithms for chromosomal
abnormalities. Although the test performance of ¢fDNA
screenmg 18 better than that of first-trimester combined
screenimg (FTCS), at present, the cost of fDNA testing
is generally deemed too high for it to be adopted
as the primary method of screening'?. In addition,
FTCS mcludes a detailed ultrasound examination of
the fetus that allows for an early detection of a
significant proportion of fetal structural defects®. The
combination of a detailed fetal ultrasound examination
and nuchal translucency (NT) measurement also mereases

Caorrespondence to: Prof. K. O. Kagan, Universzty of Tuchangen, Calwerstrasse 7, 72076 Tuchingen, Germany (esmail: kokagan@gmx.de)

Accepted: 7 September 2017
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the detection rates of chromosomal abnormalities that are
currently not detectable by cfDNA analysis*=*. Therefore,
many see significant value in a contingent model in which
FTCS serves as a triage examination for determining
whether cfDNA analysis is required. Depending on the
computed risk for trisomy 21 (T21) and the presence of
major defects, the pregnancy is classified as at high, low or
intermediate risk. The high-risk group is offered invasive
testing and the low-risk group is managed expectantly.
fDNA tesung is performed in the intermediate-risk
group only. This approach reduces the false-positive rate
(FPR) of FTCS and, depending on the applied cut-off,
it can also increase the detection rate. Furthermore, it
significantly decreases the number of pregnancies in which
fDNA analysis is performed. The number of cfDNA tests
performed can be adjusted by changing the cut-offs used
to define the various nisk groups.

This contingent screening approach to cfDNA testing
can be challenged in several ways. Firstly, there are sull
some pregnancies affected by T21 thar are present in
the *low-risk’ group. Those would remain unidennfied if
<fDNA analysis is not performed in this group®?. Since
the exclusion of the low-risk group from cfDNA analysis
is based on economic considerations, this approach may
become difficult to justfy as the cost of cfDNA testing
decreases further'®. The recommendation to proceed
straight to invasive diagnosis in the high-risk group is
somewhar harder to contest, especially in the presence of
an increased NT or fetal structural defects. This group
includes a significant number of fetuses that have a
chromosomal abnormality that is detectable only through
invasive testing and not by cfDNA analysis*=*.

An approach in which every woman with a normal
ultrasound examination at 11-13weeks’' gestation
undergoes cfDNA tesung for ancuploidy may be a
reasonable, though less cost-effective, option. Under
these circumstances, the need for biochemical markers,
such as free B-human chorionic gonadotropin (B-hCG)
and pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A),
is questionable. However, first-trimester biochemical
markers may be useful in cases in which cfDNA analysis
is uninformative'!. In these cases, the best risk assessment
would likely be based on FTCS (reflex approach),
especially when a redraw of maternal blood for repeat
cfDNA testing is challenging for logistical reasons. Such
an approach would require storage of a serum sample at
the time of the cfDNA testing since it is often too late to
draw blood for maternal serum marker analysis when it
becomes apparent that cfDNA analysis will not yield a
result.

In this randomized controlled trial, we set out to
compare the screening performance of FTCS with an
approach thart uses the combination of a detailed ultra-
sound examination and cfDNA analysis. In the latter, a
combined test was performed only if cfDNA testing was
uninformative. FPR was used as pnmary outcome param-
eter as, in terms of absolute numbers, this s the most
crucial parameter in screening that is of major importance
to physicians, health authorities and patients alike.

Coovright © 2017 ISUOG. Published by lohn Wilev & Sons Led.

METHODS

This was a randomized controlled study of women
undergoing first-trimester screening, performed at the
prenatal medicine department of the University of
Tuebingen, Germany.

In our department, first-trimester risk assessment
is performed routinely at 11-13weeks’ gestanon. In
addinion to crown-rump length and NT measurements,
it also includes a detailed ultrasound examination based
on ISUOG guidelines!%!3. All operators who perform
this examination are certified by the UK Fetal Medicine
Foundation (FMF). A specific risk for ancuploidy is not
calculated if the NT measurement is > 3.5 mm or if a fetal
anomaly is idennified. These cases are deemed to be at
a very high nisk for chromosomal abnormalities and are
offered invasive testing.

For the purposes of this study, pregnant women with
a normal first-trimester ultrasound examination were
randomized into two groups. In the first group, the risk
of ancuploidy was assessed using FTCS (maternal and
gestational age, fetal NT thickness, and maternal levels
of serum PAPP-A and free B-hCG). The combined risk
for T21 was computed based on the most recent FMF
algorithm™"¥=17_In the second group, risk assessment
was based on ultrasound findings and cfDNA screening
(US+cfDNA group).

cfDNA analysis was performed by Cenata GmbH (Tue-
bingen, Germany) using the Harmony® Prenatal Test
(Roche/Ariosa Diagnostics, Inc., San Jose, CA, USA) as
described previously'®=20_ In brief, chromosome-selective
fDNA analysis was performed using DANSR™ (Digital
ANalysis of Selected Regions) and included a simultane-
ous microarray-based assay of non-polymorphic (chro-
mosomes 13, 18, 21, X and Y) and polymorphic loci
to estimate chromosome proportion and fetal fraction.
The FORTE™ (Fetal fraction Optimized Risk of Trisomy
Evaluanon) algorithm was used to provide patient-specific
risk assessments for trisomy.

In cases in which cfDNA analysis was performed, an
additional tube of blood was collected in anticipation
of an uninformanive cfDNA testing result in a certain
proportion of cases. This serum sample was centrifuged
at 4000 rpm for 5 min, aliquoted and stored at —80°C. In
cases in which no result was obrained by cfDNA analysis,
the serum sample was thawed gently and free f-hCG and
PAPP-A levels were measured. The risk for T21 was then
computed using the FTCS method.

Irrespective of the method of risk calculation used
(FTCS or US+cfDNA), an invasive test was offered to
patients with risk =1 in 100. This i1s in concordance
with the guidelines of the UK National Screening
Committee and the risk cur-off that the Harmony
Prenatal Test uses to define a ‘high-risk’ result. All
pregnant women and healthcare providers were informed
about the risk assessment as soon as the results were
available.

Exclusion criteria were maternal age < 18 years, CRL
measurement >84mm or <45mm, and muluple
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pregnancy, including vanishing twins. The clinically rele-
vant ultrasound and screening information was recorded
in the Viewpoint database (GE Healthcare, Munich, Ger-
many). Information on maternal weight and height was
extracted from patient records. Ethnicity, smoking status
and mode of conception were assessed using a ques-
nonnaire and this information was also recorded in the
Viewpoint database. Outcome data were added as soon as
they became available. The primary-analysis population
included participants for whom both the screening results
and results of newborn examination or genetic testing
(pre- or postnatal) were available.

Potential tnal participants were given written informa-
nion about the study and were counseled by a member
of the perinatal medicine department staff. All women
who agreed to participate in the trial provided written
informed consent. Randomization was done by our local
research institute in a 1:1 rano (FTCS vs US+cfDNA),
using computer-generated random numbers. The study
was set up as an investigator-initiated trial. Approval
for the study was obtained from the local ethics com-
mittee (No. 572/2015B01). The study was registered in
the International Standard Randomised Controlled Trial
Number registry (ISRCTN No. 11174071).

Statistical analysis

Power calculation was based on the assumption thar,
in a general population, combined screening with a 1:
100 cut-off is associated with a FPR of 2.0%*'. This
rate is based on the maternal age distribution of England
and Wales in 2011. However, in previous prospective
German first-trimester  studies, we have observed a
higher proportion of women with advanced maternal
age (=35 years). Therefore, FPR was estumated to be
2.5%%223_ Since fetuses with increased NT of > 3.5 mm
were not randomized in this study, FPR was assumed to
be reduced to 1.5%.

For the US+cfDNA arm, we assumed a FPR of 0.1%
and a cfDNA testing no-result rate of 3.0%. In the latter
cases, we planned to estimate the risk for T21 using FTCS
with a 1:100 cut-off. Thus, the final FPR in this arm
was estimated to be 0.13%, an increase of 0.03%. To
demonstrate a significant difference between the FPRs in
the two study arms with a power of 80% and a significance
level of 0.05, we esnmated that we needed 674 women in
cach study arm.

The primary focus of the study, FPR in first-trimester
screening for T21, was analyzed by comparing 95% CI

Table 1 Ultrasound findings in 31 pregnancies excluded from study due to increased nuchal translucency (NT) (> 3.5 mm) and/or presence

of fetal defect

Karyotype CRL (mm) NT (mm) Fetal defect

T21 556 4.5 —_

T21 66.5 9.3 —

T21 61.8 3.7 —

T21 538 3.9 Cardiac defect

T21 725 3.7 Cardiac defect

T21 70.2 3.2 Agenesis of ductus

T21 733 1.9 Cardiac defect

T8 60.0 1.4 Spinal defect, cardiac defect

T13 55.5 6.0 Cardiac defect, polydactyly

T13 79.5 3.5 Cardiac defect, polydactyly, facal deft

Monosomy X 46.0 3.5 Cardiac defect

Trploidy 46.0 3.5 Cardiac defect, abnormal posterior fossa, bilateral hydrothorax, echogenic
kidneys, abnormal hands

Normal 580 6.6 Noonan syndrome

Normal 68.7 4.2 Cornela de Lange synd : radius aplasia, ab I hand, cleft palate

Normal 67.5 L5 Roberts syndrome, phocomelia

Normal 532 52 Body-stalk anomaly

Normal 483 6.9 Diaphragmatic hermia, facial cleft

Normal 722 3.1 Diaphragmatic hernia, retrognathia

Normal 66.0 4.0 Cardiac defect

Normal 65.2 28 Cardiac defect

Normal 84.0 48 Ocapital encephalocele

Normal 572 6.5 Unexplained fetal hydrops

Normal 83.7 23 Obstructive uropathy

Normal 65.8 32 Obstructive uropathy

Normal 632 2.8 Thoracic cyst

Normal 61.1 1.8 Mesenteric cyst

Normal 66.5 9.3 -

Normal 654 3.6 _

Normal 62.6 3.6 -_—

Normal 531 4.3 —

Normal 716 3.6 —

CRL, crown=rump length; T13, tnsomy 13; T18, 18; T21, tnsomy 21

Convricht © 2017 ISUOG. Published by lohn Wilev & Sons Led.
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using the Clopper—Pearson method and by chi-square
test. The FPR for FTCS was calculated as a crude
rate but then also adjusted based on the maternal age
distribution in Germany in 2015%**. Median maternal age
in this population is 31.0 (interquartile range 27.0-35.0)
years and 25.9% of women are 35 years and older. An
adjustment for maternal age was not necessary for the
cfDNA results as the calculated risk was 1:10000 or
less in 99.0%. Maternal and pregnancy charactenstics
were compared by Mann—Whitmey U-test for continuous
vanables and by chi-square test for categorical vanables.
P-value was assessed at the two-sided significance level
of 5%.

RESULTS

Between October 2015 and December 2016, 1518 women
with singleton pregnancy underwent first-trimester screen-
ing. Thirty-one (2.0%) pregnancies were not eligible for
randomization due to increased NT (> 3.5 mm) and/or
fetal defect (Table 1). During the study penod, there were
seven pregnancies with T21. This is concordant with
the expected number of cases based on the maternal age
distribution of the study population (expected number
and 95% prediction interval 6.8 (1.6-11.9)). All seven of
these cases were detected based on increased NT and/or
fetal defects. Furthermore, the fetuses with trisomy 18
(T18) and trisomy 13 (T13) were also identified by the

first-trimester ultrasound examinaton. Thus, our study
population did not include fetuses with any of these three
trisomics.

Eighty-seven (5.9%) women declined randomization.
Out of the remaining 1400 women, 699 were randomized
into the FTCS arm and 701 into the US4cfDNA arm. In
24 (1.7%) cases, it was not possible to obtain an outcome,
due to cither loss to follow-up or a subsequent miscarnage
or intrauterine death. Thus, our study population
consisted of 688 pregnancies in cach group (Figure 1).

Maternal charactenistics of the study population are
summarized in Table 2. In both groups, median maternal
age was 33.9years and median gestational age at the
ume of randomization was 12.7 weeks. There were no
differences with respect to maternal and gestational age,
maternal weight and BMI, ethnicity, use of assisted repro-
ducrion, and cigarette smoking between the two arms.

In the US+cfDNA arm, median delta NT was 0.0 mm.
The distribution of NT measurements is shown in
Figure 2. Median fetal fraction was 12.5%. cfDNA testing
was uninformative in 10 (1.5%) cases (Table 3). The risk
in these cases was established by FTCS. Median nisk for
T21 in the US4+cfDNA group was 1 in 10000. None of
the cases had a nsk for T21, T18 or T13 above 1:100
(95% CI, 0.0-0.5%). The distribution of nsk for T21 is
shown in Figure 3 and Table 4.

In the FTCS arm, the median values for delta NT,
free B-hCG and PAPP-A were 0.0mm, 0.96 muluples

I First-trimester screening in singleton pregnancies (n = 1518) |

Excluded (n = 31):
NT > 3.5 mm and no defect (n = 8; 0.5%)
NT > 3.5 mm and fetal defect (n = 10; 0.7%)
NT < 3.5 mm and fetal defect (n = 13; 0.9%)

p
| Eligible for randomization (n = 1487) |

f——! Declined participation in study (n = 87: 5.9%) |

[Wp.:nooﬂ

|

[ FTCS arm (n = 699) |

Excluded (n = 11):
Miscarriage/IUD (1 = 3)
Lost to follow-up (n = 8)

—

}

[ US+<fDNA arm (n = 701) |

Exduded (n = 13):
Miscarriage/IUD (n = §)
Lost to follow-up (n = 8)

v
Included in analysis (n# = 688)

| 1nciuded in an:lysis n = 688) |

Figure 1 Flowchart slmngmcﬁmonofmdypqmlanonuld d
combined screening (FTCS) or be 1

to first: screemang for trisomy 21 by first-tnmester
and cell-free DNA testing (US+cfDNA). IUD, intrauterine death;

NT, nuchal translucency thickness.
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of the median (MoM) and 1.11 MoM, respectively
(Table 3). The distribution of rnisk for T21 is shown
in Figure 3. Median nsk for T21 was 1 in 3787, and
in 17 cases, the risk was higher than 1:100 (Table 4).
This corresponds to 2.5% (95% CI, 1.5-3.9%) of
the FTCS study-arm population, which is significandy
greater than the risk in the US+cfDNA arm (chi-square
test, P < 0.0001). After standardization for maternal age
distribution in Germany, the risk would have been above
1:100 in 15 (2.2% (95% Cl, 1.2-3.6%)) pregnancics
(P <0.0001).

In the FTCS group, 6 (35.3%) of the 17 women with
high risk for T21 opted for invasive testing, and nine
(52.9%) for additional cfDNA analysis. Two (11.8%)
women decided against any further evaluation. There
were six low-risk women in the FTCS group who also
elected to have invasive testing, bringing the total number
of women who underwent invasive testing to 12 (1.7%)
in the FTCS arm. In contrast, in the US4+cfDNA group,
only two (0.3%) women underwent invasive testing. In
all cases, the decision was based on the personal risk for
trisomy or personal choice as there were no fetal defects
in this group.

Table 2 Characteristics of 1376 women randomized to first-
trimester screening foe trisomy 21 by first-trimester combined

screenung (FTCS) or ¢ of ultra de and
cell-free DNA analysis (US+cfDNA)

Frcs US+cfDNA
Characteristic (n = 658) (n =688) P

33.9(30.7-36.7) 33.9 (31.0-36.8) 0.498
12.7(12.3-13.1) 12.7 (12.4-13.1) 029

Maternal age (years)

Gestational age
(weeks)

Maternal weight (kg) 66.0 (59.1-74.3) 65.4 (59.0-73.7) 0260

Body mass mdex 23.4(21.2-26.6) 23.4 (21.2-26.1) 0596
(kg/m?)

Caucasian ethnicity 676 (98.3) 672(97.7) 0445

Cigarette smoking 23(3.3) 19 (2.8) 0.531

Assisted reproduction 29(4.2) 44 (6.4) 0.090

DISCUSSION
Main findings

In this study, we have shown that, in screening for T21, a
policy that is based on a detailed ultrasound examination
at 11-13 weeks’ gestation, followed by a cfDNA analysis
and FTCS in cases with uninformanve cfDNA testing, has
a significantly lower FPR than has conventional FTCS. In
the US+cfDNA group, there were no false-positive cases,
while the age-adjusted FPR in the FTCS group was 2.5%.
Our study was specifically designed to compare FPRs
berween two different screening approaches and not their
detection rates. However, all T21 fetuses were identified
by a detailed ultrasound examinartion.

Table 3 Risk parameters m first-trimester screening for trisomy 21
based on first-trimester combined screening (FTCS) or combination
of ultrasound examination and cell-free DNA analysis (US+<cfDNA)

FIcs
(n =688)

US+cfDNA

Risk parameter (n = 685)

Maternal age (years) 33.9(30.7 t0 36.7) 33.9 (31.0 to 36.8)

CRL (mm) 67.6(62610729) 67.7(62.7 to 72.8)
NT (mm) 19(1.6t02.1) 18(L6to2.1)
Delta NT (mm) 0.0(-02t002) 0.0(=02t002)
Free B-hCG (MoM) 0.96 (0.64 to 1.44) e
PAPP-A (MoM) 1.11 (0.76 to 1.51) —_
Fetal fraction = 12.5 (9.8 to 16.0)
Failed cfDNA tests® - 10 (1.5)
Free p-hCG in - 0.66 (0.37 to 0.90)
uninformative cfDNA
tests (MoM)
PAPP-A in uninformative — 0.73 (0.67 to 1.23)
fDNA tests (MoM)

Data are given as n (%) or median (interquartile range). *Risk in
these cases was established by subseq FTCS. g-hCG, p-human
chorionic gonadotropin; CRL, crown-rump length; MoM,

ltiples of the median; NT, nuchal transhucency thickness;

Data are given as n (%) or median (interquartile range).
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Figure 2 Distribution of nuchal translucency thickness (NT)

PAPP-A, pregnancy-associated plasma protein A.
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Table 4 Risk distnibution in first-trimester screemng for tnisomy 21
(T21) based on first-tni bened scr 1g (FTCS) or
combination of ultrasound examination and cell-free DNA analysis
(US+cfDNA)

FIcs US+cfDNA
(n =688) (n=688)
Median nsk for T21 11n 3787 11n 10000
(1605-8280) (10000-10 000)

T21 risk >1:100 17(2.5) 0(0)
T21 nisk 1:100 to 1:999 79(11.5) 2(0.3)
T21 risk 1:1000 to 1:4999 302 (43.9) 1(0.1)
T21 sk 1:5000 to 1:9999 163 (23.7) 4(0.6)
T21 nisk <1:10000 127 (18.5) 681 (99.0)

Data are given as median (mterquartile range) or n (%).

Comparison with previous studies

There is an ongoing discussion regarding whether cfDNA
testing should be offered as first-line screening or as part of
a contingent model in which ¢fDNA analysis is restricted
to a group of patients selected based on their previous
screening resules®$26.

The advantage of the first approach lies in its screening
performance for T21, which is better than that of any
other screening method!-'9. However, disadvantages
of a cfDNA-only approach include that no anatomical
assessment of the fetus takes place and that in abour
2% of cases the test fails quality metrics and no risk can
be computed after the first blood draw'!. Additionally,
current costs of ¢fDNA analysis have been considered
prohibitive in implementing it as a first-line screening test.

Nicolaides et al. estimated thar using FTCS as pnmary
screening for T21 and performing ¢fDNA testing for
pregnant women with a risk of = 1:3000, the detection
and screen- gosmvc rates would be 97% and 0.4%,
respectively?”. Similarly, in the RAPID study, all patients
with a risk for T21 > 1 in 1000 based on either FTCS or
a quadruple screening test were offered (fDNA analysis.

Coovricht © 2017 ISUOG. Published by lohn Wilev & Sons Led.

d and cell-free DNA testing (b).

In those with risk =1:150, invasive testing was also
offered. The results were in line with those predicted by
mathematical modeling?®.

Miltoft et al?® reported on 6449 women who
underwent combined screening for T21. In this study,
women with a risk of = 1:1000 underwent cfDNA testing.
The authors then compared conventional combined
screening with referral for invasive testing atarisk = 1 in
300 with a contingent screening model in which ¢fDNA
screening was offered to those with a risk between 1 in
100 and 1 in 1000. While the detection rate was 100% in
both groups, the FPR was reduced significantly from 3%
with conventional combined screening to 1.2% with the
contingent policy®®.

The decision to offer cfDNA testing to women in the
intermediate-risk group or to all except those in the
high-risk group is usually primanly based on financial
rather than clinical considerations®®. However, this is
likely to be a temporary limitation as the price of
cfDNA testing has been decreasing since its introduction
and is expected to continue to do so. Even though
limiting cfDNA analysis to the intermediate-risk group
offers a high detection rate, approximately 1.5-5% of
T21 pregnancies remain in the low-risk group®?731=33,
Therefore, the only way thata 99% detection rate for T21
would be realized, as is possible with a primary cfDNA
testing approach, would be not to restrict cfDNA analysis
to a small subpopulanion. However, our data suggest that
such a primary cfDNA testing approach may come with
a significant disadvantage if ultrasound is omitted from
first-trimester screening.

One could argue that, if first-trimester ancuploidy
screening does not involve maternal serum markers, there
would be a significant loss in the detection of other
chromosomal abnormalities. Abnormal serum marker lev-
els may be useful in identification of rare chromosomal
abnormalitics but much less so than for the common
trisomies**. However, our results suggest that a detailed
first-trimester  ultrasound examination followed by

Ultrasound Obstet Gvmecol 2018: 51: 437-444.
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cfDNA testing in the majority of the population leads to a
low FPR and allows for an excellent detection rate of com-
mon and rare chromosomal abnormalities as well as feral
structural anomalies. This approach obviates the need for
maternal serum free B-hCG and PAPP-A measurements.
Apart from screening for fetal ancuploidy, one can
argue that screening for pre-eclampsia i1s an essennal
part of first-trimester pregnancy assessment and therefore
maternal serum markers cannot be omitted from any
protocol3%36. O'Gorman et al. demonstrated, however,
that ar a 10% FPR, first-trimester screening for early
and late pre-eclampsia (< 37 and > 37 weeks® gestation)
without the serum markers PAPP-A or placental growth
factor (PIGF) results in only a slightly lower detection rate
than is obtained with inclusion of these serum mar!
If screening for pre-eclampsia without biomarkers were
to reach the same detection rate, the cut-off that defines
the high-risk group could be lowered.

Limitations of the study

We acknowledge that our study is confined to a single
specialized center. The idennfication of defects in
this study was facilitated by expertise in ultrasound
examination that may not be available everywhere.
However, our first-trimester ultrasound protocol follows
ISUOG recommendations'? and thus should be generally
reproducible.

Thirty-one (2.0%) pregnancies were excluded before
randomization due to an increased NT measurement of
> 3.5 and/or due to fetal anomaly. This group contained
all seven cases with T21. Although other fetal problems
were identfied in the majority of the remaining 24 cases,
in screening for T21 specifically, these belonged to the
*false-positive group’. If all non-T21 cases contained
within this group were included in the calculations, the
FPR in screening for T21 would increase by about 1.5%,
irrespective of whether biochemical markers or ¢fDNA
analysis was used.

Conclusion

Our study has shown that first-trimester screening for
T21 that includes a detailed ultrasound examination
as well as NT measurement and is followed by ¢fDNA
testing is associated with a significant reduction in the
FPR compared with conventional FTCS. This approach
obviates the need for maternal serum free B-hCG and
PAPP-A measurements in screening for fetal ancuploidy.
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