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3 Abkilrzungen

B-hCG Freies beta human chorionic gonadotropin
cfDNA zellfreie fetale DNA

ETS Erst-Trimester Screening

MoM Multiple of the median

NT Nackentransparenz

PAPP-A Pregnancy-associated plasma protein

SSL Scheitel-Steil-Lange

SSW Schwangerschaftswoche
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4 Einleitung

Die demographische Entwicklung in der industrialisierten Welt und insbesondere das immer héhere
durchschnittliche Lebensalter der Frauen in dem eine Schwangerschaft angestrebt wird, erfordern
die Etablierung geeigneter Methoden, den Verlauf und die fetale Entwicklung wahrend der
Schwangerschaft vorauszusagen und dabei mdglichst komplikationsarm zu sein. So ist heute das
Screening auf Chromosomenstdorungen ein zentraler Bestandteil der Pranataldiagnostik [1-3]. Ein
Grol3teil der werdenden Eltern wiinscht bereits im ersten Trimenon einen weitreichenden Ausschluss
von Chromosomenstorungen (insbesondere Trisomie 21) und Fehlbildungen [4]. Das Screening auf
Trisomie 21 ist vor allem von Interesse, da die Wahrscheinlichkeit dieser Erkrankung mit dem
mitterlichen Alter ansteigt und etwa die Halfte aller Chromosomenstérungen ausmacht [5].

In den vergangenen Jahrzehnten wurden zahlreiche Untersuchungsmethoden entwickelt, um die
Testglite der Screening-Untersuchungen zu steigern [6-10]. Den unterschiedlichen Ansatzen
immanent ist, dass sie das individuelle Risiko einer Patientin fiir eine Chromosomenstérung
bestimmen. Bei einem erhdhten Risiko, welches in der Regel als Risiko Gber einem bestimmten
Schwellenwert definiert wird, wird zur definitiven Abklarung eine Fruchtwasserpunktion oder eine
Chorionzottenbiopsie durchgefiihrt.

4.1 Uberblick iiber die derzeit moglichen Screening-Untersuchungen

4.1.1 Miitterliches Alter

Zu Beginn der 1980er Jahren konnte nur auf der Basis des miitterlichen Altersrisikos das
Risikokollektiv fiir eine Trisomie 21 beschrieben werden. Zur Bestimmung des Risikokollektivs wurde
ein Schwellenwert von 35 Jahren verwendet, da zur damaligen Zeit 5% der Schwangeren 35 Jahre alt
oder alter waren. Durch das zunehmend ansteigende Alter der Schwangeren sind heute annahernd
25% der weiblichen Bevolkerung 35 Jahre oder dlter, wodurch die Sinnhaftigkeit des Altersscreenings
bereits in Frage gestellt wird. Die Detektionsrate liegt bei nur etwa 50%, was ebenfalls nicht mit
einem modernen Screening-Test in Einklang gebracht werden kann. Dennoch stellt das miutterliche
Alter auch weiterhin ein Bestandteil der komplexeren Screening-Algorithmen dar [11].

4.1.2 Ersttrimester-Screening

Anfang der 1990er Jahre konnte die Arbeitsgruppe um Prof. Nicolaides zeigen, dass eine
Risikoevaluation im ersten Trimenon mithilfe der fetalen Nackentransparenz (NT) deutlich effektiver
ist [7,12]. Aus diesem Ansatz entwickelte sich das kombinierte Ersttrimester-Screening (ETS), das
auch heute noch den Goldstandard in der Risikobeurteilung darstellt und von vielen Landern in die
gesetzliche Regelversorgung von Schwangerschaften ibernommen wurde [13,14].

In Deutschland wird die Untersuchung als IGEL-Leistung angeboten.

Das Konzept basiert auf der Messung der fetalen NT in der 12. bis 14. SSW und der Bestimmung der
Serummarker freies beta-hCG und PAPP-A im mitterlichen Blut. Die fetale NT ist von der GroRe des
Feten abhangig und etwa 2,0 mm dick [15]. Bei etwa 75% der Feten mit einer Trisomie 21 liegt die
fetale NT Uber der 95. Perzentile. Die Abbildungen 1 a und b zeigen einen Feten mit einer normalen
und einer erhohten NT bei einer Trisomie 21 in der 13.SSwW.
Da die Serummarker vom Gestationsalter und einigen weiteren mitterlichen und Schwangerschafts-
spezifischen Charakteristika abhdngen, werden diese in MoM (Multiple of median) angeben. Bei
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Trisomie 21 findet man eine Verdopplung des freien beta-hCGs — also 2 MoM — und eine Halbierung
des PAPP- As —also 0,5 MoM [16].

Abbildung 1a und 1b. Normale NT (links) und erhohte NT (rechts) bei einem Feten mit Trisomie 21.

Die sonographischen und biochemischen Parameter werden mit dem mitterlichen Altersrisiko tUber
Wahrscheinlichkeitsquotienten kombiniert, so dass fiir die Patientin ein personliches Risiko
berechnet werden kann.

Die Detektions- und Falsch-Positivrate ist abhdngig vom verwendeten Schwellenwert (Abbildung 2)
[10]. Ein allgemein akzeptierter Cut-off wie beim Alters-Screening ist nicht verfiigbar, sondern
abhidngig von der anvisierten Testglite. Haufig wird in Deutschland zur Beratung ein Schwellenwert
von 1:150 verwendet. Die Detektionsrate dabei liegt dabei bei etwa 90% bei einer Falsch-Positivrate
von 3% [2,17].

Table 4. Modeled detection rates of trisomy 21 and trisomies 18 or 13 and FPR in first-trimester screening for fetal trisomies by the al-
gorithm for trisomy 21 using various combinations of biomarkers at fixed risk cutofts

Risk cutofffor  NT, PAPP-A, p-hCG NT, PAPP-A, p-hCG, AFP, PLGF NT, PAPP-A, p-hCG, AFP, PLGE, DV PIV
12 FPR,% DRT21,% DRTI8/I3,%  FPR, % DRT21,% DRTI8/I3,%  FPR.%  DRT21,% DRTI8/I3, %
100 20 864 65.8 19 891 66.0 12 93.1 76.7
200 35 89.9 69.8 3.2 92.0 70.4 2.0 94.9 80.6
300 47 917 71.9 43 935 72.7 2.7 95.8 82.7
400 58 929 73.3 53 945 74.2 3.3 96.4 84.1
500 68 937 74.4 62 952 75.4 3.9 96.8 85.2
1,000 113 959 77.7 99 969 78.8 6.2 97.8 88.1
1,500 15.0 96.9 79.8 12.9 97.6 80.8 8.1 98.2 89.6
2,000 181 975 81.3 154 98.1 82.1 9.7 98.5 90.6
2,500 20.8 97.9 82.5 17.6 98.4 83.2 11.1 98.7 91.3
3,000 233 982 83.5 195 986 84.1 12.3 98.8 91.8
3,500 25.5 98.4 84.4 21.3 98.8 84.8 13.4 99.0 92.3
4000 275 986 85.1 228 989 85.5 145 99.1 92,6
5,000 312 98.8 86.4 257 99.1 86.5 16.4 99.2 93.2
6,000 344 990 87.4 281 993 87.4 18.1 99.3 93.6
7,000 371 992 88.2 302 99.4 88.1 19.6 99.4 94.0
8,000 39.6 99.3 89.0 32.1 99.4 88.7 21.0 99.4 94.3

Rates are standardized so that they relate to the pregnant population of England and Wales in 2011 [13].

Abbildung 2. Detektions- und Falsch-Positivraten bei unterschiedlichen Risiko-Schwellenwerten in
Screening auf Trisomie 21 mittels ETS basierend auf dem mitterlichen Altersrisiko, der fetalen NT,
PAPP-A und dem freien beta-hCG [10].
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Die erhohte NT ist zudem auch als Marker fiir andere Chromosomenstérungen 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 [18].

4.1.3 Analyse der zellfreien DNA

In den vergangenen Jahren bahnt sich ein Paradigmenwechsel im Screening auf Trisomie 21 an
[9,19]. Lo et al. zeigten Ende der 1990er Jahre, dass im miutterlichen Blut freie DNA zu finden ist, die
der Schwangerschaft zuzuordnen ist [20]. Obwohl sich der Begriff zellfreie fetale DNA (cfDNA)
etabliert hat, ist die DNA nicht fetalen sondern plazentaren Ursprungs und umfasst etwa 10% der
gesamten freien DNA im  mitterlichen Plasma. Durch die Entwicklung neuer
Hochdurchsatzsequenziergerdte (,Next Generation Sequencing”) ist es moglich geworden, die
zellfreie DNA zeitnah zu amplifizieren und zu sequenzieren, wodurch eine Auswertung in der
Schwangerschaft moglich wurde.

Da eine isolierte Betrachtung der schwangerschaftsspezifischen DNA-Fragmente technisch schwierig
ist, wird die gesamte zellfreie DNA der Mutter und des Feten zur Auswertung verwendet. Die
Unterschiede in der Anzahl der cfDNA Fragmente zwischen einer fetalen Trisomie und einem
normalen Befund sind dabei entsprechend gering. So kann etwa 0,75% des humanen Genoms dem
einzelnen Chromosom 21 zugeordnet werden. Bei einem unauffalligen Karyotyp betrdgt der Anteil
somit 1,5%, bei einer Trisomie 21 entsprechend 2,25%. Sind beispielsweise 10% der freien DNA im
mutterlichen Blut einer Schwangerschaft mit Trisomie 21 zuzuordnen, so ergibt sich:
1,5% (Anteil des Chromosoms 21 am maternalen Genom) x 0,9 (90% maternale DNA) + 2,25 (fetaler
Anteil des Chromosom 21 bei Trisomie 21 am fetalen Genom) x 0,1 (10% fetale DNA) = 1,575% versus
1,5%. Ein entsprechender Algorithmus muss also zwischen 1,5% und 1,575% differenzieren kdonnen.
Bei abnehmender fetaler DNA-Konzentration im mitterlichen Blut wird dieser Abstand geringer,
wodurch die Trennschéarfe des Tests abnimmt [9].

Die statistische Beurteilung, ob die Menge an chromosomen-spezifischer DNA dem Erwartungsmal’
entspricht oder Ubersteigt, d.h. eine Trisomie vorliegt, erfolgt meist Uber z-scores. Dabei wird die
Abweichung vom Erwartungswert als Mehrfaches der Standardabweichung angegeben. In der Regel
wird haufig ein Schwellenwert von 3,0 verwendet. Bei Verwendung dieses Grenzwertes liegen 99,9%
der Werte euploider Feten unterhalb des Schwellenwerts, das heilt im Normalbereich, wodurch sich
eine Falsch-Positivrate von 0,1% ergibt.

Neuere Algorithmen verwenden einen Wahrscheinlichkeitsquotienten, der aus dem Ergebnis der
cfDNA-Analyse ermittelt wird. Dieser wird oft mit dem mdutterlichen Altersrisiko und dem
Gestationsalter kombiniert, woraus sich analog zum ETS ein adjustierte Risiko ergibt [21].

Im Allgemeinen wird fur das Screening auf Trisomie 21 durch die cfDNA-Analyse eine Detektionsrate
von 99% und eine Falsch-Positivrate von 0,1% angegeben. Bei Verwendung des Algorithmus aus
mitterlichem Alter und cfDNA bezieht sich die angefilihrte Testglite auf einen Risiko-Schwellenwert
von 1:100 [9].

In etwa 3% der Untersuchungen ist die fetale Fraktion der zellfreien DNA im mdtterlichen Blut nicht
hoch genug um die Analyse erfolgreich durchzufiihren. Durch einen erneuten und komplexeren
Auswertungsversuch kann der Anteil auf 2% gesenkt werden. In diesen Fallen muss auf eine
alternative Risikoberechnung verwiesen werden [22]. In der Regel wird auf das ETS zuriickgegriffen.
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Die cfDNA-Analyse ist heute klinisch verfligbar und wird ebenfalls als IGEL-Leistung angeboten. Die
Kosten der Analyse betragen je nach Anbieter etwa €400 - €600.

Dem Vorteil der hervorragenden Testglite der cfDNA-Analyse im Screening auf Trisomie 21 steht der
Nachteil der Fokussierung auf diese Chromosomenstorung gegentliber. Es werden wohl auch Risiken
flr eine Trisomie 18, 13 und gonosomale Aberrationen berechnet. Die Testglte ist aber ahnlich hoch
wie die der detaillierten Ultraschalluntersuchung auf fetale Fehlbildungen in der 12. — 14.SSW,
welche ein integraler Bestandteil des ETS darstellt [23-25]. Insofern sollte die cfDNA-Analyse erst
nach einer detaillierten Ultraschalluntersuchung und nach Messung der fetalen NT durchgefiihrt
werden. Bei Auffalligkeiten oder einer NT >3,5mm wird zu einer Karyotypisierung mittels invasiver
Diagnostik geraten. Nur bei einer unauffdlligen Ultraschalluntersuchung ist die cfDNA-Analyse
sinnhaft, da das Risiko anderer Chromosomenstérungen vernachldssigbar gering ist und somit nur
das Risiko einer Trisomie 21 als relevantes Restrisiko verbleibt [9].
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5 Problem- und Fragestellung

Die veroffentlichten Kennzahlen des ETS mit einer Detektionsrate von etwa 90% bei einer Falsch-
Positivrate von 3% und der cfDNA-Analyse von 99% und einer Falsch-Positivrate von 0,1% zeigen klar
die Uberlegenheit der cfDNA-Analyse im Screening auf Trisomie 21 [26]. Dennoch miissen in der
taglichen Praxis der Anwendung einige Aspekte berlicksichtigt werden, die die Testgiliten relevant
beeinflussen und die Uberlegenheit der cfDNA-Analyse in Frage stellen. Diese wurde in den
vergangenen Arbeiten nicht bericksichtigt, die in der Regel beide Untersuchungsmethoden direkt
gegeneinander als primare Screening-Verfahren verglichen

5.1 Unterschiedliche Schwellenwerte

Wahrend bei der cfDNA-Analyse ein Schwellenwert von 1:100 verwendet wird, liegt der Cut-off beim
ETS bei 1:150. In Abbildung 2 ist aufgezeigt, dass das ETS dadurch eine Falsch-Positivrate von etwa
3,0% aufweist [10,21]. Bei einem Risiko von 1:100 liegt die Falsch-Positivrate bei etwa 2,0%.
Angesichts der erhdhten Altersstruktur der zu erwartenden Bevolkerung im Vergleich zu den
englischen Screening-Studien ist eine Falsch-Positivrate von 2,5% realistisch.

5.2 Vorangehende Ultraschall-Untersuchung

Wie bereits beschrieben, ist die eingehende Ultraschall-Untersuchung und Messung der fetalen NT
vor einer cfDNA-Analyse von groBer Bedeutung. Bei Fehlbildungen oder einer fetalen NT>3,5mm
wird von Risikoanalyse mittels cfDNA-Analyse oder per ETS abgeraten. Dies hat zur Folge, dass die
angegebene Falsch-Positivrate des ETS wiederum als zu hoch beschrieben wird. Da 3,5mm fir die
fetale NT die 99.Perzentile darstellt, muss mit einer Reduktion der Falsch-Positivrate beim ETS um
1,0% auf etwa 1,5% gerechnet werden. Die Falsch-Positivrate der cfDNA-Analyse wird durch die
Beschrdankung der Untersuchung auf Feten ohne Fehlbildung und einer NT<3,5mm nicht beeinflusst.

5.3 Ergebnislose cfDNA-Analysen

In etwa 3% der Falle bleibt die cfDNA-Analyse ergebnislos. Durch eine erneute Blutabnahme und
Analyse kann die Rate ergebnisloser Analysen auf 2% gesenkt werden. In diesen Fallen wird in der
Regel auf das ETS mit zurlckgegriffen, wodurch sich die Falsch-Positivrate der cfDNA-Analyse
insgesamt erhoht:

e Falsch-Positivrate cfDNA-Analyse 0,1%
o Ergebnislose cfDNA-Analyse 2%
ETS mit 1:100 als Schwellenwert und einer Falsch-Positivrate von 1,5% (s.0.)

=1% von 1,5%
=0,03%

e  Gesamt-Falsch-Positivrate 0,13%
Fir den Vergleich unterschiedlicher Screening-Tests ist vor allem die Falsch-Positivrate von

Bedeutung. Diese sollte moglichst gering gehalten werden, da absolut gesehen wesentlich mehr
Schwangere von einer niedrigen Falsch-Positivrate profitieren.
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5.4 Konkrete Fragestellung der Studie

In der geplanten prospektiven und randomisierten Studie soll daher Uberprift werden, ob nach
vorangehendem Ausschluss von fetalen Fehlbildungen bzw. einer NT > 3,5mm und unter
Bericksichtigung des oben beschriebenen Alternativwegs bei ergebnisloser cfDNA-Analyse und bei
Verwendung des gleichen Schwellenwerts von 1:100 das ETS eine signifikant héhere Falsch-
Positivrate im Vergleich zur cfDNA-Analyse aufweist.

5.4.1 HO-Hypothese

Die cfDNA-Analyse weist 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 keine niedrigere Falsch-
Positivrate wie das ETS auf.

5.4.2 H1-Hypothese

Die cfDNA-Analyse weist nach vorangehendem Ausschluss von fetalen Fehlbildungen bzw. einer NT >
3,5mm und unter Berlicksichtigung des oben beschriebenen Alternativwegs bei ergebnisloser cfDNA-
Analyse und bei Verwendung des gleichen Schwellenwerts von 1:100 eine niedrigere Falsch-
Positivrate wie das ETS auf.

5.4.3 Primarer Endpunkt
e Falsch-Positivrate nach ETS und nach cfDNA-Analyse

5.4.4 Sekundire Endpunkte

e Anzahl und Anteil nicht rekrutierbarer Schwangerschaften aufgrund von Fehlbildungen und
erhohter NT (im Screening-Kollektiv).

e Zeitintervall zwischen Beratung und Ergebnismitteilung an die Schwangere nach ETS und
nach cfDNA-Analyse

e Anzahl und Anteil ergebnisloser Auswertungen nach ETS und nach cfDNA-Analyse

e Anzahl und Anteil ergebnisloser Auswertungen nach ETS und nach cfDNA-Analyse

e Anzahl und Anteil an Schwangeren, die sich zur invasiven Diagnostik entschieden haben nach
ETS und nach cfDNA-Analyse

e Zufriedenheit nach ETS und nach cfDNA-Analyse (Auswertung anhand eines Fragebogens,
siehe unten).
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6 Studienablauf / Studiendesign

6.1 Studienkollektiv

An der Universitats-Frauenklinik werden pro Jahr etwa 1200 ETS-Untersuchungen bei Schwangeren
»aus dem Normalkollektiv” durchgefiihrt. Die Schwangeren werden von den lokalen Frauenarzten zur
Untersuchung Gberwiesen, ohne dass vorab eine entsprechende Vor-Untersuchung erfolgt ist und
ohne dass vorab eine Vorauswahl aufgrund einer auffalligen Ultraschall-Untersuchung erfolgt ist. Bie

Abrechnung-erfolgtalstgel-Leistungfir€150-Diese Patientinnen sollen - in Abhangigkeit von der

Einwilligung zur Studienteilnahme - fiir die Studie rekrutiert werden.
6.2 Studienablauf

6.2.1 Ultraschall-Untersuchung vor der Randomisierung

Zundachst erfolgt bei allen Schwangeren, die sich zum ETS in der Frauenklinik in der 12.-14.SSW
vorstellen, eine eingehende Ultraschall-Untersuchung zum Ausschluss von fetalen Fehlbildungen und
der Messung der fetalen NT. Sollten Fehlbildungen oder eine erhéhte NT darstellbar sein, wird in
Ublicher Weise eine invasive Diagnostik empfohlen. Diese Patientinnen kénnen nicht fiir die Studie
rekrutiert werden (Studienausschluss - siehe 6.4).

6.2.2 Studienrekrutierung

Bei unauffalliger Voruntersuchung kann die Patientin fir die Studie rekrutiert werden. Nach
eingehender Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Patientin (siehe Anhang) wird randomisiert
zwischen

e Studien-Arm 1
Bestimmung des freien beta-hCG und PAPP-As und Berechnung des Trisomie 21-Risikos

mittels kombiniertem ETS. Beta-hCG und PAPP-A werden durch das Labor Enders, Stuttgart
bestimmt. Mithilfe des Software-Programms ,,Viewpoint” von GE Healthcare, Miinchen wird
das Risiko fir Trisomie 21 durch den primar beratenden und rekrutierenden Arzt berechnet.
Die Ergebnismitteilung an die Schwangere erfolgt ebenfalls durch den primar beratenden
und rekrutierenden Arzt. Die Datendokumentation erfolgt im Software-Programm
»Viewpoint” (zur ausfiihrlichen Beschreibung der Datenakquise siehe Kapitel 8).

e Studien-Arm 2
cfDNA-Analyse und Berechnung des Trisomie 21-Risikos mittels mitterlichem Altersrisiko

und cfDNA. Die cfDNA-Analyse erfolgt durch die Firma Cenata, Tiibingen. Das Ergebnis der
cfDNA-Analyse inkl. des Risikos fiir Trisomie 21 erfolgt an den priméar beratenden und
rekrutierenden Arzt. Die Ergebnismitteilung an die Schwangere erfolgt ebenfalls durch den
primar beratenden und rekrutierenden Arzt.

Zum Zeitpunkt der Blutabnahme zur cfDNA-Analyse wird ein weiteres Serumrdhrchen
abgenommen, zentrifugiert und in den Laborrdumen der Universitats-Frauenklinik
eingefroren. Die Archivierung der Serumprobe erfolgt pseudononymisiert. Sollte die cfDNA-
Analyse kein Ergebnis erbringen, 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
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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.

Sollte das Risiko Gber 1:100 liegen gilt die Schwangerschaft als ,screen-positiv’. Nach Ende der
Schwangerschaft oder nach Karyotypisierung mittels invasiver Diagnostik erfolgt die Klassifizierung
als Falsch-Positiver Fall bei unauffalligem Karyotyp (primarer Endpunkt) und Richtig-Positiver Fall bei
Trisomie 21.

Begleitet werden soll die Studie mit einer Abfrage der Zufriedenheit und dem Wissen lber den
Screening-Test. Dieser Befragung dient der Uberpriifung der Zufriedenheit mit der Studienteilnahme
und soll den Studienverantwortlichen helfen auszuschlieBen, dass mit der Studienteilnahme
zusatzlichen Angste bei den Probandinnen verbunden sind. Die Befragungen sind vor der
Randomisierung, nach Abschluss des Screening-Tests und nach Geburt geplant. Hierzu wird vor
Randomisierung, vier Wochen nach Abschluss des Screening-Tests und nach Geburt anhand eines
Fragebogens die Zufriedenheit und das Wissen (iber den Screening-Test abgefragt. Dazu wird die
Patientin vier Wochen nach Abschluss des Screening-Tests und nach Geburt telefonisch oder wenn
die Patientin in der Frauenklinik stationar behandelt wird, persénlich kontaktiert. Die Patientin kann
die Befragungen ablehnen und trotzdem in der Studie verbleiben. Die Fragebogen sind im Anhang
dieses Protokolls zu finden.

6.3 Einschlusskriterien
e Wunsch der Patientin nach einer Risikobeurteilung einer Trisomie 21m-ETS
e Schwangerschaftin der 12. — 14. SSW
e Sonographisch kein Anhalt fir eine fetale Fehlbildung
e NT<3,5mm
e Unterschriebene Einwilligungserklarung

6.4 Ausschlusskriterien
e Fehlendes Einverstandnis zur Studienteilnahme
e Sonographischer V.a. fetale Fehlbildung
e NT>3,5mm
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7 Power-Kalkulation

Erwartet wird in Studien-Arm 1 und 2 jeweils eine Falsch-Positivrate 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 n=674 Patientinnen untersucht werden mussen.

Unter Bericksichtigung eines geringen Anteils an Patientinnen, bei denen das Outcome der
Schwangerschaft nicht erhoben werden kann, sollen in jedem Studienarm n=700 Patientinnen
untersucht werden.

In Studienarm 1 werden daher n=10,5, d.h. 11 Patientinnen mit einem falsch-positivem Ergebnis
erwartet. In Studienarm 2 werden n=0,91, d.h. 1 Patient mit einem falsch-positivem Ergebnis
erwartet.
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8 Umgang mit Daten

8.1 Datendokumentation

Die Dokumentation der im Rahmen der Behandlung erhobenen Daten erfolgt in der in der
Pranataldiagnostik etablierten klinischen Datenbank Viewpoint (GE Healthcare). Dies sind im
Einzelnen:

- Allgemeine Angaben der Patientin:
Name, Vorname, Adresse, Geburtsdatum, Frauenarzt, Versicherungsstatus

- Medizinische Anamnese:
Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme, Allergien, Operationen

- Gynakologisch-geburtshilfliche Anamnese:
Anzahl vorausgehender Schwangerschaften und Outcome

- Angaben zur laufenden Schwangerschaft:
Assistierte Reproduktion?

Bisheriger Schwangerschaftsverlauf
Erster Tag der letzten Periodenblutung

- Sonographisch erhobene Daten:
Plazentasitz und Morphologie

Scheitel-Steil-Lange
Biparietaler Durchmesser
Abdomen-Umfang
Femurlange
Nackentransparenzdicke
Herzfrequenz

Nasenbein
Trikuspidalklappenfluss
Ductus venosus — Fluss
Beurteilung der fetalen Sonoanatomie
Durchblutung der Aa. uterinae

- Biophysikalisch erhobene Daten:
Mittlerer arterieller Blutdruck (Jeweils 2 Messungen an beiden Armen)

- Labor-Analysen:
PAPP-A und beta-hCG durch das Labor Prof. Enders und Partner, Stuttgart

cfDNA-Analyse durch die Firma Cenata, Tiibingen

- Outcome der Schwangerschaft:
Geburtsdatum,  Schwangerschaftswoche, Gewicht, Geburtsmodus, = APGAR, pH,

Komplikationen wahrend der weiteren Schwangerschaft und der Geburt, Fehlbildungen und
Ergebnis der U1/U2-Untersuchung

8.2 Datenschutz

Die Daten werden nach Abschluss der Studie mithilfe des Viewpoint-Programmes abgefragt. Die
Ausgabe erfolgt als Microsoft Excel Datei. Diese Abfrage erfolgt ausschlieRlich durch die Prifarzte.
Fir die weitere Auswertung werden die Daten dann pseudonomysiert. Die Rickverfolgbarkeit
(Zuordnen der Datensatze) ist ausschlieBlich den Prifarzten anhand einer separaten und
verschlisselten Excel-Datei moglich. Die im Rahmen dieser Studie ausgelesenen Daten werden
ausschlieBlich zum Zwecke der beschriebenen wissenschaftlichen Fragestellungen in Excel-Tabellen
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aufbereitet und ausgewertet und nicht an Dritte weitergegeben. Es wird dafiir Sorge getragen, dass
nur an der Studie beteiligte Personen Zugang zu den Daten und Unterlagen erhalten und die arztliche
Schweigepflicht durch die Pseudonymisierung gewahrt bleibt.

8.3 Datenarchivierung

Alle Daten werden in der Viewpoint-Datenbank erfasst, welche in der klinischen Routine Anwendung
findet. AuBer dem Vermerk, dass es sich um eine Studienpatientin handelt, andert sich die Daten-
bzw. Informationsmanagement nicht. In dieser Datenbank werden auch die Ergebnisse der weiteren
Ultraschall-Untersuchungen gespeichert. Die Datenbank kann nur in der Frauenklinik ge6ffnet
werden und beinhaltet Informationen, die fiir das Management der Schwangerschaft von Relevanz
ist. Da die fiir die Studie bendtigten Daten klinische Daten sind, die im Rahmen der Behandlung
dokumentiert werden, gelten die Datenschutzbestimmungen des Universitdtsklinikums. Hier ist eine
Langzeitarchivierung Gber 30 Jahre im digitalen Archiv des Universitatsklinikums (D3-Archiv)
vorgesehen. Nach 30 Jahren werden die Daten vernichtet. Alle fiir die wissenschaftliche
Untersuchung ausgelesenen Daten lber die Probandinnen werden verschlossen aufbewahrt und
spatestens 10 Jahre nach Abschluss der Studie vernichtet. Sollte eine Probandin ihre Teilnahme an
der Studie zurlickziehen, werden ihre Datensdtze aus den Excel-Tabellen sofort entfernt. Die
klinischen Daten verbleiben bis zum Ende der Archivierungspflicht in der klinischen Datenbank
ViewPoint.
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9 Abbruchkriterien

Probandinnen werden nur dann in diese Untersuchung eingeschlossen, wenn sie ihr informiertes
Einverstandnis schriftlich erklaren. Die Studie wird fiir die einzelne Probandin abgebrochen, sobald
sie |hr Einverstandnis mindlich oder schriftlich zurickziehen sollte (Freiwilligkeit der
Studienteilnahme). Da es sich um eine reine Observationsstudie handelt, sind keine Abbruchkriterien
fir die gesamte Studie festgelegt.

10 Ethische Belange

Die Durchfiihrung der Studie geschieht in Ubereinstimmung mit der letzten Revision der Deklaration
von Helsinki (2000, Edingburgh, Schottland) und den aktuellen Empfehlungen der Guten Klinischen
Praxis (Guideline for GCP, ICH 1996, last revision 2002).

Studienprotokoll, Fragebogen mit Patienteninformation und Einwilligungserklarung werden der
Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultdt der Universitat Tbingen zur Begutachtung vorgelegt.

Die verantwortlichen Priifarzte werden die Ethik-Kommission Uber Protokolldnderungen und den
Abschluss der Studie informieren. Vor der Aufnahme in die Studie wird jeder Patient tGiber das Wesen,
die Ziele, erwartete Vor- und Nachteile durch die Studienteilnahme informiert.

Jede Patientin erklart ihre Einwilligung zur Teilnahme an der Studie durch Unterschrift. Den
Probandinnen wird dabei ausreichend Zeit und Gelegenheit gegeben, um Uber ihre Teilnahme zu
entscheiden und offene Fragen zu klaren. Die Probandinnen werden ferner lber ihr Recht, die
Teilnahme an der Studie abzulehnen, bzw. sie zu jedem Zeitpunkt abzubrechen, informiert ohne dass
ihnen hierdurch Nachteile wahrend der klinischen Behandlung entstehen.

Das kombinierte ETS bestehend aus dem miutterlichen Alter, der fetalen NT, PAPP-A und freiem beta-
hCG (Studien-Arm 1) entspricht der bisher an der Universitats-Frauenklinik angebotenen
Untersuchung. Die Untersuchung entsprechend des Studien-Arms 2 wird ebenfalls in der dargelegten
Form an der Universitats-Frauenklinik angeboten. Beide Untersuchungen sind klinisch etabliert und
durch  zahlreiche Voruntersuchungen validiert. Die Bestimmungen des GenDG und
SchwangerenkonfliktG werden in beiden Studien-Armen berticksichtigt. Auch die Vorgaben der Fetal
Medicine Foundation zur Berechnung der Aneuploidie-Risiken werden beriicksichtigt.

Wie bisher {blich wird bei fetalen Fehlbildungen oder einer erhdhten NT >3,5mm eine Abkldrung
mittels invasiver Diagnostik (Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie) empfohlen. Diese
Patientinnen werden nicht fiir die Studie rekrutiert.

Sollte sich bei der Risikoberechnung ein Trisomie 21-Risiko > 1:100 ergeben, gilt die Patientin als
screen-positiv, so dass eine invasiven Abklarung empfohlen wird. Dies ist aber fir die Studie nicht
zwingend erforderlich. Der Karyotyp zur Einordnung eines Falsch- oder Richtig-Positiven Ergebnisses
erfolgt entweder nachgeburtlich oder nach der invasiven Diagnostik.
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Sollte die Patientin mit dem berechneten Risiko nicht zufrieden sein, kann sie jederzeit ein
zusatzliche Screening- oder AbklarungsmalRnahme wadhlen. Auch dies entspricht dem bisherigen
klinischen Management. In diesen Fillen kénnen die Daten der Patientin auch weiterhin fur die
Studie verwendet werden, da die Risikoberechnung entsprechend des Studien-Arms weiterhin
erfolgen kann. Dies ist insbesondere dann der Fall, wenn die Patientin eine cfDNA-Analyse wiinscht
aber in den Studien-Arm 1 (PAPP-A und beta-hCG) randomisiert wurde. In diesem Fall misste sie
aber die Kosten der cfDNA-Analyse selbst tragen. Eine invasive Diagnostik ist wie bisher auch
jederzeit Ublich, die Kosten werden von der Krankenkasse (ibernommen.

Vor jeder invasiven Diagnostik ist eine eingehende Aufklarung im Sinne des GenDG und
SchwangerenkonfliktG notwendig. Diese beinhaltet die Aufklarung Gber das Fehlgeburtsrisiko der
Amniozentese und der Chorionzottenbiopsie in Hohe von 0,1 und 0,2%. Durch die Studie wird eine
Reduktion der invasiven Diagnostik erwarten (Falsch-Positivrate in Studien-Arm 1 1,0% und in
Studien-Arm 2 0,12%).

Die Patientin kann die Teilnahme an der Studie (Screening-Test und Fragebodgen) jederzeit
widerrufen. Hierdurch entstehen ihr keine Nachteile. lhre Daten werden dann nicht in die
Auswertung Gbernommen.

11 Kosten fur die Patientin und Sponsoring der Studie

Durch die Studie entstehen der Patientin keine Kosten. Wie—bisher—auch—wird—die—Ultraschall-

Untersuchuhgund-Dédie Messung der Serummarker PAPP-A und beta-hCG ver-derRandomisieruhg

aHsHGEL-Leistungfir€150-angebotenwerden von der Universitdts-Frauenklinik getragen. Die Kosten
fir die cfDNA-Analyse (€400 pro Analyse) werden vom Sponsor der Studie (Firma Cenata, Tlbingen)

Ubernommen. Zusatzliche Sponsoren sind nicht geplant.

Es handelt sich um eine IIT-Studie nach § 15 der Berufsordnung fiir Arzte.
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