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Zusammenfassung:

Die vorgestellte Studie untersucht die klinische Relevanz eines isolierten echogenen
Herzfokus (iECF) im fetalen Herzen als sonographischer Marker fur Trisomie 21 unter
Verwendung eines groflen Zweittrimester-Kollektivs. ECF sind definiert als kleine
Kalzifikationen neben den Papillarmuskeln des Herzens mit einer Echogenitat gleich
oder intensiver als die der Knochen. Konsens vergangener Studien ist ein erhdhtes
Risiko bei Nachweis des ECF mit anderen Markern, hier sollte ein diagnostisches
Verfahren z.B. Uber eine Amniozentese empfohlen werden. Uneinigkeit besteht bei
Auftreten eines isolierten ECF. Im Hochrisikokollektiv zeigen viele Studien eine deutliche
Assoziation des ECF mit Trisomie 21, im Niedrigrisikokollektiv fehlt vielen Studien die
statistische Power um einen Zusammenhang herzustellen. Die Fragestellungen unserer
Arbeit lauten: 1. Wird die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens eines iECF in dem Kollektiv
»1risomie 21“ verglichen mit dem Kollektiv ,euploid“ derart vergrofRert, dass sie in die
pranatalmedizinische Beratung mit einflieRen muss? 2. Wird das Risiko auch im
Niedrigrisikokollektiv verandert, insbesondere vor dem Aspekt der geringen Pravalenz
der Erkrankung in dieser Gruppe? 3. Unterscheidet sich das Kollektiv isolierter ECF in
eventuellen weiteren Merkmalen von dem euploiden Kollektiv? Existieren weitere
genetische Veranderungen wie z.B. Strukturanomalien, die zum derzeitigen
Kenntnisstand anzeigen wurden, dass in Zeiten moderner Optionen wie z.B. ein nicht
invasiver zellfreier DNA Test (NIPT) zur Diagnosesicherung eines Down- Syndroms nicht
ausreicht? Wir haben 125.211 Schwangerschaften (SS) im Zeitraum 2000-2016
retrospektiv untersucht und alle iECF-Falle im Hinblick auf chromosomale Anomalien
analysiert. Das Studienkollektiv besteht aus einem friihen Zweittrimester-Kollektiv von
14*°-17*¢ SSW und einem spaten Zweittrimester-Kollektiv von 18°-21*6 SSW. Zwei a
priori Risikosubgruppen (hohes und niedriges Risiko) des Letzteren wurden basierend
auf dem Alter der Mutter und frilheren Screening-Testergebnissen mit einem Cut-off von
1:300 gebildet. Likelihood ratios (LR) fur den Zusammenhang zwischen iECF und
Trisomie 21, Trisomie 13, Trisomie 18 und strukturellen Chromosomenanomalien
wurden ermittelt. Insgesamt haben wir 104.001 Patienten in die Studie eingeschlossen.
Im Gesamtkollektiv fanden wir iECF in 4,3% der euploiden und in 11,5% der Trisomie 21
Feten. (LR+: 2,68. Sensitivitdt: 11,5% FPR: 4,29% p<0,01) Im Hoch,- und
Niedrigrisikokollektiv war eine Haufigkeit der Trisomie 21 von 0,39% respektive 0,16%
zu verzeichnen. (LR+: 3,86 resp. 2,59). Der Nachweis eines iECF zum Zeitpunkt 140 -
21*% SSW erhoht das Risiko fir Trisomie 21 sowohl im Hochrisiko-, als auch im
Niedrigrisikokollektiv signifikant. Fir Strukturanomalien fand sich keine Assoziation mit
dem ECF. Der NIPT-Test ist eine ausreichende Option fir Falle mit mittlerem Risiko fur
das Down-Syndrom. In Hochrisikokonstellationen ist eine diagnostische Punktion
unserer Auffassung nach, die bessere Option. In der taglichen Praxis wird die genetische
Beratung durch die zunehmend verfeinerten Ultraschalltechniken sowie differenziertere
Screening-Moglichkeiten und diagnostische Verfahren immer komplexer. Um eine
bestmdgliche individuelle Entscheidung fur die Patientin und ihr soziales Umfeld zu
ermoglichen, bedarf es einer umfassenden Beratung unter Berucksichtigung aller
mdglichen Alternativen.




Summary:

The presented study investigates the clinical relevance of an isolated echogenic cardiac
focus (iIECF) in the fetal heart as a marker for trisomy 21 using a large second trimester
collective. ECF are defined as small structures next to the papillary muscles with an
echogenity equal or more intensive than the echogenity of bones. The majority of
previous studies demonstrate a statistically significant association between the presence
of an isolated ECF and trisomy 21 in high risk population as advanced maternal age or
increased risk of previous screening. Controversy remains concerning the low risk
population. The objectives of our study were to clarify three questions. First: Does the
detection of an iCEF with an otherwise completely normal ultrasound scan change
patients individualised risk for Trisomy 21 to such an extend, that this finding must be
included in the prenatal counselling? Second: Does an iECF increase the risk for trisomy
21 in the low risk group regarding the low prevalence of this disease? In times of modern
options to asses fetal karyotype like cell free DNA analysis the last question was to find
out if the echogenic focus is only associated with trisomy 21 or if there is a statistically
relevant risk on other chromosomal abnormalities that would indicate that a cell-free DNA
test (NIPT) is not sufficient for clarification of the iECF. We retrospectively evaluated
125,211 pregnancies from 2000-2016 and analysed all iECF cases with regard to
chromosomal anomalies. The study consisted an early second trimester collective from
14*°-17*¢ weeks and a second trimester anomaly scan collective from 18%°—21+*6 weeks.
Two a priori risk subgroups (high and low risk) of the latter were built based on maternal
age and previous screening test results using a cut-off of 1:300. Likelihood ratios (LR) of
iIECF for the detection of trisomy 21, trisomy 13, trisomy 18 and structural chromosomal
anomalies were estimated. In total, 104,001 patients were included. An iECF was found
in 4,416 of 102,847 euploid fetuses (4,29%) and in 64 of 557 cases with trisomy 21
(11.49%) giving a positive LR of 2.68 (Cl:2.12-3.2). Sensitivity was 11.5% at a false
positive rate of 4.29% (Cl:4.17—4.42) with p<0.01%. In the high-and low-risk subgroups
the prevalence of iIECF was comparable: 5,08% vs. 5.05%. Frequency of trisomy 21 was
0.39%, 98/24,979 vs 0.16%, 69/44,103. LR+ was 3.86 (2.43-5.14) and 2.59 (1.05-4).
For both subgroups the association of IECF with trisomy 21 was statistically significant.
The detection of an iECF at the time of 14"°-21*® weeks does significantly increase the
risk for trisomy 21 as well in the high risk as in the low risk subgroups and does not
statistically change the risks for Trisomy 13/18 or structural abnormalities. The NIPT test
is a sufficient option in cases of intermediate risk for Down Syndrome when an iECF is
detected. In high risk constellations, in our opinion, an invasive testing is the better
option. In daily practice, the genetic counselling becomes more and more complex due
to the increasingly refined ultrasound techniques as well as the more differentiated
options of screening and diagnostic. The individually optimised decision for the patient
and her environment means a partly extensive counselling while taking into consideration
all possible alternatives.
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1. Einleitung

1.1 Vorsorgeuntersuchung in Deutschland

In Deutschland existiert seit 50 Jahren ein standardisiertes Programm zur
optimalen Betreuung von Schwangerschaft, Geburt und Wochenbett, welches in
den gesetzlich geregelten Mutterschaftsrichtlinien verankert ist. Zur Vorsorge
gehoren eine gezielte Anamnese, sowie klinische, sonographische und
labormedizinische Untersuchungen um praventiv belastete oder risikobehaftete
Schwangerschaften frihzeitig zu erkennen. Weiterfihrende Untersuchungen, zu
denen auch die genetische Risikoabklarung gehort, werden ebenfalls in der
Schwangerenvorsorge aufgefihrt. Die erhobenen Befunde werden im

standardisierten Mutterpass dokumentiert, den die Schwangere mit sich fiihrt.

1.2. Mutterschaftsrichtlinien

Der Gemeinsame Bundesausschuss (G-BA) hat Richtlinien Uber die arztliche
Betreuung wahrend der Schwangerschaft und nach der Entbindung
(,Mutterschafts-Richtlinien®) verabschiedet, die zuletzt am 22.03.2019 geandert
wurden um am 28.05.2019 in Kraft getreten sind.? Die medizinische Versorgung
wahrend der Schwangerschaft und nach der Geburt wird in den
Mutterschaftsrichtlinien geregelt, die dazu dienen Schwangerschaften mit einem
oder mehreren Risikoprofilen sowie Risikogeburten fruhzeitig zu erkennen. Die
Mutterschaftsrichtlinien regeln insbesondere die arztlichen Beratungs- und
Informationspflichten gegenliber werdenden Eltern und den Umfang der
gesetzlich vorgeschriebenen Vorsorgeuntersuchungen.? Neben regelmaBigen
gynakologischen und serologischen Untersuchungen werden nach der
Neufassung der Mutterschaftsrichtlinien von 2019 fir die Standardversorgung
drei  Basisultraschalluntersuchungen  durchgefihrt.  Ziele der drei
Basisultraschalle sind die genaue Festlegung des Schwangerschaftsalters, die

Beurteilung der physischen Entwicklung des Feten und das frihzeitige Erkennen
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von Mehrlingsschwangerschaften. Untersuchungsrelevant sind weiterhin die
Fruchtwassermenge, das Aussehen und die Lokalisation der Plazenta.
Spatestens anlasslich des 2. Ultraschalls in der 20. SSW muss die Schwangere
dann entscheiden, ob sie einen ,erweiterten Ultraschall® mit Beurteilung
zusatzlich detaillierter Strukturen im Kopf (Kleinhirn und Seitenventrikel), Ricken
(offen oder geschlossen), Brustkorb (korrekte Lage des Herzens, Darstellung des
Vierkammerblickes) und Rumpf (geschlossene Bauchdecke, Darstellung von
Harnblase und Magen) winscht, oder ob sie nur eine grobe Beobachtung der

kindlichen Entwicklung ohne Untersuchung der fetalen Morphologie méchte.

1.3 Konzept der DEGUM

Um Fehlbildungen in der fetalen Ultraschalluntersuchung korrekt darzustellen
und zu interpretieren, ist eine Qualifikation des Untersuchers von zentraler
Bedeutung. In vielen Studien zur vorgeburtlichen Ultraschalldiagnostik wurde
bereits darauf hingewiesen.®#° Um das Ziel einer flachendeckenden Versorgung
mit qualifizierten Ultraschalluntersuchern zu erreichen, hat die Deutsche
Gesellschaft fur Ultraschall in der Medizin (DEGUM) ein Mehrstufenkonzept
erarbeitet, welches entsprechend einer Leitlinie Mindestanforderungen mit
entsprechenden Qualifikationen an die jeweiligen Untersucher stellt. In allen
Sektionen und Arbeitskreisen kdnnen gut ausgebildete Ultraschallanwender zum
Nachweis ihrer Qualifikation ein DEGUM-Zertifikat erwerben:

- Stufe I: Basisultraschall: normale Anatomie des Feten
- Stufe IlI: weiterfhrende US-diagnostik in Risikokollektiven

- Stufe lll: wie Stufe Il mit Qualifikation in Forschung und Lehre.

Entsprechende Informationen zu allen DEGUM-zertifizierten Kursen stellt die

Ultraschall-Akademie der DEGUM in Ihrem Kursportal zur Verfligung.®



1.4 Pranataldiagnostik

Unter dem Begriff Pranataldiagnostik werden unterschiedliche vorgeburtliche
Untersuchungsmethoden zusammengefasst, die den Zweck haben
Fehlbildungen oder genetische Erkrankungen des Ungeborenen bereits wahrend
der Schwangerschaft weitestgehend auszuschlie3en bzw. festzustellen. Fur die
genetischen Erkrankungen unterscheidet man zwischen diagnostischen
Punktionen und Screeningverfahren. Im Gegensatz zu den Screeningverfahren
haben die diagnostischen Punktionen ein geringes Fehlgeburtsrisiko von ca. 0,1-
0,35 %.7:8 Allerdings liefern nur die diagnostischen Punktionen eine definitive
Diagnose. Bei den Screeningtests wird durch verschiedene sonographische
Parameter und Blutwerte ein Risiko fir Chromosomenstérungen ermittelt,
welches zu einer Modifikation des mdutterlichen altersbedingten Risikos fuhrt.
Eine Chromosomenanomalie kann hierdurch allerdings nicht ausgeschlossen

werden.
Zu den diagnostischen Tests gehdren:

- Chorionzottenbiopsie (CVS= chorionic villus sampling) ab der 11*0 SSW
- Amniozentese (AC) ab der 150 SSW
- Chordozentese (Nabelschnurpunktion) ab der 17*° SSW

Zu den Screeningtests gehoren:

- Kombiniertes Ersttrimesterscreening (11*°-13*¢ SSW)

- Differenzierter Fehlbildungsultraschall (197°-21+6 SSW)

- NIPT (,nicht invasiver Test an zellfreier plazentarer DNA®)
(mdglich ab 10. SSW)

Die Zahl der Risikoschwangerschaften in Deutschland ist in den letzten Jahren

gestiegen.® Eine Risikoschwangerschaft liegt dann vor, wenn aufgrund der
Krankenvorgeschichte oder eines aktuellen Befundes ein erhdhtes Risiko fur die
Gesundheit von Mutter oder Kind vorliegt. Zu den Risikofaktoren gehdren:
schwere Allgemeinerkrankung, Erstgebarende unter 18 Jahren und Uber 35
Jahren, vorbestehende Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Bluthochdruck und

Adipositas, familidare Disposition einer genetischen Erkrankung oder



Mehrlingsschwangerschaften. Einer der Hauptgrinde fir die Zunahme an
Risikoschwangerschaften ist das erhdhte durchschnittliche mutterliche Alter bei
der Geburt des ersten Kindes, welches noch von 1974-2001 zwischen 25-29
Jahren lag. Heutzutage liegt das durchschnittliche Alter einer Erstgebarenden
zwischen 30 und 34 Jahren.'® Allgemein bekannt ist, dass mit zunehmendem
maternalen Alter das Risiko fiir die Trisomien 13,18 und 21 ansteigt.’"'? Das
Risiko, ein Kind mit Down-Syndrom zu bekommen, betragt 1:1.300 fur eine 25-
jahrige Frau; im Alter von 35 Jahren steigt das Risiko auf 1:365."% Infolge des
zunehmenden mdatterlichen Alters bei den Schwangerschaften und der
genannten medizinischen Faktoren gewinnen nicht invasive Verfahren
(Ersttrimesterscreening, sonographische Feindiagnostik, Trisomie Screening an

zellfreier plazentarer DNA) zunehmend an Bedeutung.

1.4.1 Ersttrimesterscreening (ETS)

Beim ETS zwischen der 11*9 bis 13*¢ SSW wird eine Risikokalkulation fiir die
Trisomien 21, 13 und 18 anhand der fetalen Nackentransparenz und
verschiedener biochemischer Parameter (beta-HCG und PAPP-A) durchgeflhrt.
Hierdurch kann das Altersrisiko fiir jede Patientin individuell modifiziert werden.4
Das ETS erzielt fur die Trisomie 21 eine Entdeckungsrate von 90% bei einer FPR
von 5%."% Unter Einbeziehung weiterer Ultraschallparameter wie der Messung
des Nasenbeins, Dopplerfluss Uber der Trikuspidalklappe und im Ductus
Venosus kann das individuelle Risiko fur die Trisomie 21 mit Detektionsraten bis

zu 95% weiter prazisiert werden.'®

Das Ergebnis des ETS dient den meisten Paaren als Entscheidungshilfe fur
eventuelle weitere invasive oder nicht invasive Diagnostik. Werte zwischen 1:10
bis 1:100 werden als Hochrisikobereich definiert und weisen auf genetische oder
strukturelle Chromosomenanomalien hin. Bedingt entweder durch eine erhohte
Nackentransparenz und/oder auffallige biochemische Parameter sollten solche
Befunde durch eine nachfolgende diagnostische Punktion weiter abgeklart
werden. Der Niedrigrisikobereich entspricht Werten kleiner 1:1.000, Werte

zwischen 1:100 und 1:1.000 werden als intermediarer Risikobereich bezeichnet.



Von der Definition dieser Risikobereiche hangt die ,Performance” eines Test ab,
der zur Hilfestellung bei der individuellen Beratung der Patientin dienen soll.
Durch Einschluss uteriner Dopplerparameter und Bestimmung von PIGF kann
ein Risiko fur die Praeklampsie und Wachstumsrestriktionen bestimmt und der
weitere Schwangerschaftsverlauf mittels Gabe von ASS positiv beeinflusst
werden.'” Bei unauffallig verlaufenden Schwangerschaften gehort das ETS nicht
zu den regular gesetzlichen Schwangerschaftsvorsorgeuntersuchungen. Die

Kosten fur diese Untersuchungen tragen die Eltern selbst.

1.4.2 Sonographische Feindiagnostik

Auch die sonographische Feindiagnostik gehoért nicht zu den drei
Basisultraschallen und ist im Allgemeinen deutlich ausftihrlicher als der durch die
Mutterschaftsrichtlinien in diesem Zeitraum vorgeschriebene Ultraschall. Die
Feindiagnostik wird in der 19*0-22*0 SSW durchgefiihrt. In diesem Zeitraum ist
eine Beurteilbarkeit der fetalen Strukturen optimal, da alle wichtigen Organe (bis
auf das Gehirn) gro? genug und somit gut darstellbar sind.'® Es erfolgt, durch
einen hierfir qualifizierten und erfahrenen Untersucher, eine detaillierte
Untersuchung aller Organsysteme des Feten, eine Beurteilung der Plazentalage
und -struktur, sowie eine Beurteilung der Fruchtwassermenge. Weiterhin konnen
durch eine Doppleruntersuchung den Fetus versorgende mutterliche Gefalle auf
Auffalligkeiten Uberprift werden. Hierdurch kénnen Entwicklungsstérungen
einzelner Organsysteme, fetale anatomische Besonderheiten oder eine
Plazentafehlfunktion ausgeschlossen oder nachgewiesen werden. Ein weiterer
Arm des Feinultraschalles im 2. Trimenon ist ein sogenanntes ,Markerscreening*
auf Chromosomenstérungen, insbesondere auf Trisomie 21. Hierbei kann das
Basisrisiko fur die Trisomie 21 entweder durch das miutterliche Alter oder
sequentiell durch das zuvor berechnete Risiko des Ersttrimesterscreening

modifiziert werden. 192021



1.4.3 Nicht invasiver Pranataltest (NIPT)

Unter der Bezeichnung ,nicht invasiver Pranataltest® werden seit 2012 in
Deutschland mehrere, auf gemeinsamen Grundprinzipien beruhende Tests
angeboten, mit denen Ungeborene auf chromosomale Veranderungen hin
untersucht werden konnen. Bei dieser nicht-invasiven Diagnostik wird zellfreie
DNA (cf-DNA) im mutterlichen Blut untersucht. Die cf-DNA stammt jedoch nicht
direkt von dem Feten, sondern aus der Plazenta, die sich aus der duferen
Zellschicht der Fetalanlage, dem sogenannten Trophoblasten, bildet.?> Der
Nachweis der cf-DNA kann ungefahr ab der vierten Schwangerschaftswoche im
mutterlichen Blut erfolgen. Die im Plasma befindlichen DNA-Fragmente werden
isoliert, gereinigt und angereichert. AnschlieRend erfolgt ein gezielter Vergleich
der Mengen an plazentarer und maternaler DNA der Chromosomen 13, 18 und
21 mit einem Referenzgenom. Liegt zum Beispiel eine groRere Anzahl der DNA-
Fragmente des Chromosoms 21 vor, besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit fur

ein Down-Syndrom.23

Die meisten NIPT Verfahren kdnnen auf die Trisomien 21, 13 und 18, auf
gonosomale Storungen und auf Triploidien testen, wobei die grofte
Entdeckungsrate von 99,7% fir die Trisomie 21 bei einer FPR von 0,04 zu
verzeichnen ist. Die Entdeckungsraten fur die Trisomie 18 und 13 liegen mit 97,9
% respektive 95,8%, bei einer FPR von 0,04 % deutlich niedriger.?*

Der NIPT wird heute noch nicht in der Routine des klinischen Alltags angewendet.
Trotz der hohen Entdeckungsrate fur die Trisomie 21 ist hervorzuheben, dass der
NIPT nicht als diagnostisches Verfahren, sondern als Screeningtest, ebenso wie
auch das ETS, anzusehen ist. Mit dem ETS kann neben dem Screening auf
Chromosomenstdrungen auch eine Reihe weiterer schwangerschaftsassoziierter
Erkrankungen festgestellt werden, sodass eine kombinierte Anwendung aus ETS
und NIPT ein sinnvolles Screening-Konzept darstellen.?® Insbesondere bei
Patientinnen, die nach dem ETS ein intermediares Risiko fir die Trisomie 21
aufweisen, kann der NIPT seine Anwendung finden. Aufgrund der niedrigen
Pravalenz der Trisomie 21 im Niedrigrisiko-Kollektiv ist die Anwendung des NIPT

in dieser Gruppe weniger effektiv. Im Hochrisiko-Kollektiv ist neben den



Trisomien auch der Anteil sonstiger Chromosomenanomalien deutlich hdher.
Daher sollte in dieser Gruppe, auch im Hinblick auf mégliche Konsequenzen fur
einen weiteren Schwangerschaftsverlauf, ein diagnostisches Verfahren einem
Screeningtest vorgezogen werden.?5 Limitationen der NIPT-Untersuchung sind
in 5% eine fehlende Durchfuhrbarkeit aufgrund von zu niedriger Konzentration
von plazentarer DNA im mdatterlichen Plasma, sowie diskordante Befunde

zwischen NIPT und invasiver Diagnostik durch Plazentamosaike.?®

1.5 Bedeutung sonographischer Marker im pranatalen Ultraschall

Trisomie 21 ist die haufigste und klinisch signifikanteste Chromosomenanomalie

(1 pro 800), die mit mentaler Retardierung einhergeht.?’

Im Ultraschall des 2. Trimenons kdnnen zwei verschiedene Typen von ,Markern®
im Hinblick auf Chromosomenstorungen, insbesondere auf die Trisomie 21,
nachgewiesen werden. In der Vergangenheit wurden diese als sogenannte Hard-
bzw. Softmarker bezeichnet. Zu den ,Hardmarkern“ gehéren grobe anatomisch
strukturelle Fehlbildungen wie Herzfehler, Duodenalatresie und Omphalozele. Zu
den ,Softmarkern® gehoren fetale Strukturauffalligkeiten, die unspezifisch sind,
nur voriibergehend auftreten und per se keinen Krankheitswert besitzen.?® Man
findet sie haufig bei gesunden Feten, allerdings treten sie bei Kindern mit
Trisomie 21 haufiger auf, sodass sie als Screening-Parameter flr
Chromosomenstorungen in der Pranatalmedizin gelten.?®3%:31 Zu den gangigen
Softmarkern zahlen neben dem echogenen Herzfokus ein hypo- bzw.
aplastisches Nasenbein, ein fetales Nackenddem, eine milde Ventrikulomegalie,
ein verkurzter Femur, ein flaches Profil, ein hyperechogener Darm und eine

Pyelektasie beidseits.?!29:32

Das Basisrisiko einer Schwangeren, abhangig vom Alter oder einem berechneten
Risiko nach ETS, kann mit likelihood ratios (LR) multipliziert werden, deren Wert
aus der An-, oder Abwesenheit der unterschiedlichen Softmarker resultiert.%.2021
Die likelihood ratio ist definiert als Sensitivitat/ Falsch-Positiv-Rate bei isoliertem
Auftreten des jeweiligen Markers. Nach Snijders und Nicolaides3® wurden

folgende LR fur die einzelnen Softmarker angegeben: Nackenddem (LR:18,6),
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hyperechogener Darm (LR:5,5), kurzer Femur (LR:2,2), renale Pyelektasie
(LR:1,6) und echogener Herzfokus (LR:2,0). Bei einem unauffalligen Ultraschall
ohne Anwesenheit von Softmarkern wird eine LR von 0,36 angegeben und damit
das Risiko fur Chromosomenstérungen um ca. 60 % reduziert.3® Bis auf das
Nackenddem gelten die als isoliert auftretenden Softmarker im Allgemeinen als
harmlos, wahrend Softmarker, die kombiniert auftreten, das Risiko fur eine
Trisomie 21 signifikant erhéhen.19.203435 Der Marker mit der groten Sensitivitat

fur die Detektion einer Trisomie 21 ist das fetale Nackenédem >6mm.28.36

1.6  Der fetale intrakardiale echogene Herzfokus (ECF)

Als intrakardialer echogener Herzfokus wird eine kleine rundliche Struktur in den
Herzhohlen des fetalen Herzens bezeichnet, die sich im Ultraschall mit einer
Echogenitat gleich oder heller als die der Knochen darstellt.3” ECF kénnen in
Grolle, Anzahl (single oder multipel) und Lokalisation (linke und rechte
Herzkammer) variieren. Ein grof3er Anteil der ECF wird durch sonographische
Einstellung des Vierkammerblicks diagnostiziert und befindet sich zu 88% in der
linken Herzkammer, 5% in der rechten Herzkammer und zu 7% in beiden
Herzkammern.3”3® Echogene Herzfoci sind nicht assoziiert mit strukturellen

Herzfehlern und stéren auch nicht die kardiale Himodynamik.3°

Die Herkunft des echogenen Herzfokus ist nicht bekannt, histopathologisch fand
man vermehrt Kalzifizierungen des Papillarmuskels.*® Andere Autoren erklaren
den ECF als nicht vollstandig ausgereiftes Gewebe im Bereich der
Papillarmuskeln.*' Die Pravalenz des ECF in der Allgemeinbevdlkerung wird mit
einer groRen Streuungsbreite von 0,17-20% angegeben.4? Vergangene Studien
zeigen eine Inzidenz des ECF im zweiten Trimenon zwischen 3-5%.38434445 Die
Pravalenz ist hdher im ersten und zweiten Trimenon, da die ECF haufig Gber den
Verlauf der Schwangerschaft und in der friihen Kindheit verschwinden.4647
Echogene Herzfoci treten haufiger bei gesunden Feten auf, obwohl die Pravalenz
bei euploiden Feten niedriger ist (ca 3,5%)*8 als bei Feten mit Trisomie 21 (ca.15-
30%).4° oder Trisomie 13 (bis ca. 39%).4°



Seit der Erstbeschreibung in den 80er Jahren®” existieren zahlreiche Debatten
Uber die Signifikanz des echogenen Herzfokus als Marker fur Aneuploidien,
insbesondere fiir die Trisomie 21.5951:52 Der echogene Herzfokus ist der jiingste
und unzweifelhaft der umstrittenste aller Softmarker.® Viele Studien aus der
Vergangenheit zeigen ein signifikant erhdhtes Risiko flr die Trisomie 21 bei
Auftreten des echogenen Fokus in Kombination mit anderen Softmarkern.9-20
Kontrovers wird diskutiert, ob der echogene Fokus, wenn er isoliert auftritt, das
Risiko fur die Trisomie 21 ebenfalls erhoht. Im Gegensatz zum sogenannten ,low-
risk“-Kollektiv (Frauen unter 35 Jahren) in dem die meisten Studien kein Risiko
fir das vermehrte Auftreten einer Trisomie 21 sehen,%0:5455.% tendieren viele
Studien im sogenannten ,high-risk“- Kollektiv (Frauen Uber 35 Jahren oder erhoht
berechnetes Basisrisiko durch vorherige Untersuchungen) zu einer deutlichen
Risikoerhohung bei Auftreten des isolierten echogenen Herzfokus.50.57.58,59
Ebenfalls umstritten ist die Pravalenz des ECF bei unterschiedlichen Ethnizitaten.
In vielen Studien wird berichtet, dass das Auftreten des ECF in der asiatischen
Bevolkerung haufiger zu verzeichnen ist als in der kaukasischen
Bevolkerung*®6061 und der ECF von daher als Marker fiir das Down-Syndrom

weniger Bedeutung hat.

1.7 Epidemiologie Chromosomenstorungen

1.7.1 Trisomie 21

Der englische Kinderarzt John Langdon Down beschrieb erstmalig 1866 das
spater nach ihm benannte Down-Syndrom, welches mit einer Reihe von
ahnlichen korperlich und geistigen Merkmalen einhergeht, die auf das Vorliegen
eines zusatzlichen Chromosoms 21 zurlickzufiihren sind.®> Da Kinder mit
diesem Phanotyp aussahen wie Menschen aus der Mongolei, bezeichnete
Langdon dieses Krankheitsbild als ,mongoloide Idiotie“. Ursachlich ist eine
meiotische Non-Disjunction in der 1. oder 2. mdutterlichen oder vaterlichen
meiotischen  Reifeteilung.?® Durch eine klassisch lichtmikroskopische

Chromosomenanalyse und ggf. eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-
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Analyse (FISH) mit spezifischen DNA-Sonden kann zeitnah eine pranatale oder
postnatale Diagnosesicherung erfolgen. Das Down-Syndrom ist mit etwa 6000
Geburten jahrlich einer der haufigsten Geburtsfehler in den USA, was zu einer
geschatzten Geburtenpravalenz von 14 pro 10 000 Lebendgeburten fiihrt.64 Die
Inzidenz der Trisomie 21 ist signifikant abhangig vom mutterlichen Alter und steigt
bei zunehmendem Alter exponentiell an.'"'2 So liegt das Risiko einer Trisomie
21 fur eine 25-jahrige Frau bei circa 1:1300, wahrend es fur eine 45-jahrige
bereits bei circa 1:30 liegt.”® Die Pravalenz einer Trisomie 21 ist, wenn auch in
geringerem Male als bei den Trisomien 13 und 18, vom Schwangerschaftsalter
abhangig: Grund dafir ist die intrauterine Verlustrate, die bei einer Trisomie 21
zwischen Beginn der Schwangerschaft und Geburt etwa 20-30% betragt,
hingegen bei Trisomie 13 und 18 liber 80% liegt.®>¢ Auch Frauen, die in einer
Vorschwangerschaft ein Kind mit Down-Syndrom hatten, haben in Abhangigkeit
vom Gestationsalter und mutterlichen Alter ein 0,75% erhdhtes Risiko erneut ein
Kind mit Down- Syndrom zu bekommen.?" Insgesamt hat die Gesamtzahl der
Geburten von Kindern mit Down-Syndrom in den letzten Jahren abgenommen.
Grinde hierfir werden in familienstrukturellen und pranatalmedizinischen
Entwicklungen gesehen.®” Dadurch steigt auch das relative Risiko fiir ein Kind
mit  Down-Syndrom.  Aufgrund des zunehmenden Angebots der
pranatalmedizinischen  Diagnoseverfahren, sowie der daraus meist
resultierenden Schwangerschaftsabbriiche, wird vermutet, dass sich langfristig
eine noch deutlichere Verringerung der Zahl der Kinder mit Down- Syndrom
ergeben wird.5768 Eine im britischen Arzteblatt verdffentlichte Studie hat
aufgezeigt, dass durch Erweiterungen und Verbesserungen der vorgeburtlichen
Screeningmethoden der Anstieg der mit Down-Syndrom geborenen Kinder durch
das zunehmende mitterliches Alter ausgeglichen wurde. Auffallend ist, dass
durch die Screeningmethoden der Anteil der Kinder mit Down-Syndrom von
jungeren Frauen zunahm, wahrend der Anteil bei alteren Frauen konstant

geblieben ist.59
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1.7.2 Trisomie 13 und Trisomie 18

Das Edwards-Syndrom (Trisomie 18) und das Patau-Syndrom (Trisomie 13) sind
die zweit-, und dritthaufigsten autosomalen Chromosomenstérungen nach der
Trisomie 21. Die Pravalenz bei lebendgeborenen Kindern ohne vorheriges
antenatales Screening betragt 2,3/100.000 Geburten fur die Trisomie 18 und
1,4/10.000 Geburten fur die Trisomie 13.7° 73% der vorgeburtlich
diagnostizierten Falle von Trisomie 13 und 18 enden in einer frihzeitigen
Beendigung der Schwangerschaft.”! Beide Chromosomenstérungen sind mit
einem langeren Uberleben nicht vereinbar und gehen mit einer Reihe von
schweren Fehlbildungen und Auffalligkeiten einher, die sowohl den Phanotypen
als auch die inneren Organe betreffen. Die meisten Kinder sterben vor oder kurz
nach der Geburt. Diejenigen, die Schwangerschaft und Geburt Uberleben,
sterben haufig in den ersten zwdlf Monaten nach der Geburt. Charakteristische
klinisch-pathologische Eigenschaften sind frGhe Wachstumsrestriktion und
verminderte fetale Bewegung. Zu den typischen pranatalmedizinischen
Auffalligkeiten bei der Trisomie 18 zahlen: ein Mikrocephalus, kleine Mund-
Kinnregion, Herzfehler zu 99%, Lippen-Gaumenspalten, Omphalozele, eine
Polydaktylie, sowie urogenitale und ZNS-Fehlbildungen. Zu den typischen
Auffalligkeiten bei der Trisomie 13 zahlen: Herzfehler zu 80%, ZNS-
Fehlbildungen wie Holoprosencephalie und Balkenagenesie, Lippen-Kiefer-
Gaumenspalten, Extremitatenfehlbildungen wie Radiusaplasie und Polydaktylie.
Aufgrund der Tatsache, dass sowohl die Trisomie 13 als auch die Trisomie 18 in
aller Regel mit zahlreichen typischen Fehlbildungen einhergehen, die schon friih
im Ultraschall erkannt werden kdnnen, kann den Eltern schon zum Zeitpunkt des
Ersttrimesterscreenings eine diagnostische Punktion uber  eine
Chorionzottenbiopsie angeboten und damit eine definitive Diagnose erzielt

werden.
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1.7.3 Strukturanomalien

Strukturelle Chromosomenstorungen entstehen aufgrund von Bruchen, die zu
Umbauten in einem oder mehreren Chromosomen flhren. (z. B. Translokation,
Inversion). Trager einer balancierten Chromosomenveranderung weisen flr
Nachkommen ein erhdhtes Risiko fur chromosomal bedingte Erkrankungen auf.
Die haufigsten gemeinsamen Veranderungen bei unbalancierten strukturellen
Chromosomenstérungen stellen die korperliche und geistige
Entwicklungsverzdgerung, das Vorkommen von Dysmorphiezeichen (Hande,
FuRe und Gesicht), Auffalligkeiten der Hautleisten/-furchen und Fehlbildungen
innerer Organe dar. Beispiele fur Strukturanomalien sind das Wolf-Hirschhorn-
Syndrom (distale Deletion des kurzen Armes von Chromosom 4) und das Cris-
du-Chat-Syndrom (distale Deletion des kurzen Armes von Chromosom 5). In der
Pranatalmedizin werden die meisten balancierten Strukturanomalien entweder
zufallig oder bei schon bekannt auffalligem elterlichen Karyotyp im Rahmen einer
frihen geplanten diagnostischen Punktion nachgewiesen. Da nur die
unbalancierten Chromosomenstérungen und Mikrodeletionen mit klinischen
Auffalligkeiten einhergehen, kommt hier dem Fehlbildungsultraschall im 2.

Trimenon zur Diagnosestellung eine grof3e Bedeutung zu.

1.8 Ziele der Arbeit

Im Ultraschall des zweiten Trimenons ist der isolierte echogene Herzfokus eine
auch fur ungeulbte Untersucher leicht zu erkennende Struktur und stellt einen
haufigen Grund zur Uberweisung in ein pranatalmedizinisches Zentrum dar. Ziel
dieser Arbeit ist es, an einem hinreichend grof3en Kollektiv zu Gberprufen, ob
der Nachweis eines isolierten ECF die Wahrscheinlichkeit flr eine Trisomie im
Kollektiv ,Trisomie 21 verglichen mit ,euploid® in einer Weise erhoht, dass sie in
die pranatalmedizinische Beratung mit einflielen muss. Besonderes Augenmerk
legen wir hierbei auf die Gruppe mit niedrigem Risiko flr
Chromosomenstdrungen, dies sind Frauen entweder unter 35 Jahren oder mit

einem durch Voruntersuchungen berechneten Basisrisiko von <1:300. Ein
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weiteres Ziel der Studie ist es, aufzudecken bzw. zu beschreiben, ob sich das
Kollektiv ,isolierter ECF* in eventuellen weiteren Merkmalen von dem Kollektiv
ohne jeden Softmarker unterscheidet: Ist es nur die Trisomie 21 oder gibt es
weitere genetische Veranderungen, die zum derzeitigen Kenntnisstand anzeigen
wulrden, dass ein nicht invasiver zellfreier DNA-Test zur Diagnosesicherung nicht
ausreicht? Ziel der Studie ist eine Handlungsanweisung, eine
Beratungsgrundlage auch auf dem Boden neuer diagnostischer Verfahren zu
schaffen. Fur die statistischen Berechnungen der publikationsbasierten Arbeit
haben wir mit Herrn Privatdozenten Dr. rer. nat. Pablo Verde aus dem
Koordinierungszentrum fir klinische Studien der Universitat Dusseldorf
zusammengearbeitet. Wir erhielten die schriftliche Einverstandniserklarung der
Teilnehmer und die Ethikkommission (Studiennummer 5588) der Universitat
Dusseldorf ~ akzeptierte die Studie. Informationen zu fetalen
Chromosomenanomalien wurden entweder aus pranatalen zytogenetischen
Befunden oder, falls nicht verfigbar, aus den angeforderten postnatalen U1-

Berichten entnommen.
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ABSTRACT

Objective To investigate the clinical relevance of an isolated
echogenic cardiac focus (iECF) as a marker fortrisomy 21 using
a large second-trimester collective including a low-risk sub-
group.

Materials and Methods We retrospectively evaluated 125211
pregnancies from 2000-2016 and analyzed all iECF cases with
regard to chromosomal anomalies. It consisted of an early sec-
ond-trimester collective from 14+0- 17+ 6 weeks(n=34791)
and a second-trimester anomaly scan collective from 18+
0-21+ 6 weeks. Two a priori risk subgroups (high and low risk)
of the latter were built based on maternal age and previous
screening test results using a cut-off of 1:300. Likelihood ratios
(LR} of iECF for the detection of trisomy 21, trisomy 13, trisomy
18 and structural chromosomal anomalies were estimated.
Results Intotal, 1 04001 patients were included. An iECF was
found in 4416 of 1 02 847 euploid fetuses (4.29 %) and in 64 of
557 cases with trisomy 21 (11.49 %) giving a positive LR of 2.68
(I 2.12-3.2). The sensitivity was 11.5 % at a false-positive rate
of 4.29% (C1:4.17-4.42) with p=0.01 %. In the high-and low-
risk subgroups. the prevalence of iECF was comparable: 5.08 %
vs. 5.05 %, The frequency of trisomy 21 was 0.39 %, 98/24979
vs0.16%.65/44 103, LR +was 3,86 (2.43-5.14) and 2.59(1.05-
4). For both subgroups the association of iECF with trisomy 21
was statistically significant. The prevalence of structural chro-
mosomal anomalies in the second-trimester anomaly scan
collective was 0.08 % (52/68 967). of which 2 showed an iECF.
Conclusion The detection of an iECF at the time of 14+0-21+6
weeks significantly increases the risk for trisomy 21 in the high-
risk and in the low-risk subgroups and does not statistically

change the risks for trisomy 13/18 or structural abnormalitie.

Introduction

Most expectant parents want to know as early as possible whether
their unborn child will be born healthy or with a structural malfor-
mation. Particularly with regard to chromosomal disorders, cou-
ples wish to have early diagnostic darification in order to consider
adjustments needed in the event of giving birth to a child with ab-
normalities or to terminate the pregnancy. Trisomy 21 is the most
common chromosomal abnormality in liveborn infants with anin-

E98

cidence of 1/600-1/800inthe general population [1]. First Trimes-
ter Screening (FTS) at 11+0-13 +6 weeks of pregnancy offers an
early assessment of the risk for aneuploidies. Nuchal translucency
and other ultrasound parameters in combination with maternal
age and biochemical parameters, like free beta HCG and PAPP-A,
can be used to estimate an individualized risk for the three most
commen chromosomal disorders (trisomy 21, 13 and 18) at an
early stage [2-4]. With a detection rate of 90 % and a false-positive

‘wrede E etal. 1solated Echogenic Cardiac Focus:. Ultrasound Int Open 2019; 5: ESE-E105
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rate of 5%, this is a very sensitive screening method for detecting
trisemies. In the second-trimester anomaly scan, markers can be
used to adjust the risk for trisomy 2 1. Agaard-Tillery et al. published
a study with 7842 pregnant women at the second-trimester ultra-
sound scan [5].They demonstrated that the detection rate of tri-
somy 21 can increase from 93-98 % if the basal risk from first-tri-
mester screening was modified with the marker screening result
of the second-trimester ultrasound scan by considering the posi-
tive and negative likelihood ratios in the presence or absence of
these markers. Considering this fact, the detection of second-tri-
mester ultrasound markers may lead to an increased number of di-
agnostic procedures [6, 7]. Regarding all second trimester mark-
ers, the echogenic cardiac focus (ECF) is the most controversial [8]
because itis the most prevalent marker among the normal popu-
lation with a prevalence of approximately 5-10% in a normal sec-
ond-trimester collective [9]. The vast majority of studies showed a
significantly increased risk for trisomy 21 if the echogenic focus oc-
curs in combination with other minor markers [10-12]. There is
controversy as to whether the echogenic focus, if it occurs inisola-
tion, also increases the risk for trisomy 21 and in particular wheth-
er this increase in risk also exists in an unselected normal popula-
tion. Furthermore, many past studies have suggested an isolated
echogenic cardiac focus (iECF) to be associated with an increased
risk of trisomy in high-risk populations, e. g. due to advanced ma-
ternal age or increased risk of previous screening [13-16]. Other
publications reported a tendency towards an increased risk also in
low-risk pregnancies, but failed to show a statistically significant
result[5, 14, 17-19]. This may also be due to an insufficient num-
ber of cases in the individual low-risk studies and the associated
low statistical power corresponding to the lower prevalence of tri-
somy 21 in these low-risk studies. Furthermore, observational da-
tabases are known to suffer from a series of internal validity biases
[20]. Therefore, a direct interpretation of results at face value could
be misleading. The aim of this study is to assess the clinical rele-
vance of the iECF by combining the data from our prenatal center
with a Bayesian meta-analysis. We also formed a low-risk subgroup
inorder to provide information on how to counsel parents in preg-
nancies with an iECF. Qur aim was to clarify three questions: First,
does the discovery of an isclated echogenic cardiac focus with an
otherwise completely normal ultrasound result change the pa-
tient’s risk to such an extent that this finding must be included in
prenatal counselling? Second, does an iECF increase the risk for tri-
somy 21 in the low-risk group with regard to the low prevalence of
this disease? Noninvasive prenatal testing (MIPT) is the analysis of
cell-free DNA from maternal blood with a high negative predictive
value, which makes it an option for the clarification especially of
medium-risk cases. However, this method does not cover the same
spectrum of anomalies as classicinvasive diagnostic testing, for ex-
ample structural chromosomal anomalies are not addressed by the
current MIPT tests. Thus, our third question is: Is there any evidence
of other chromosomal abnormalities associated with iECF that
would indicate that a cell-free DMA test is not sufficient for clarifi-
cation of the [ECF?

‘wirede E et al. Isolated Echogenic Cardiac Focus:. Ultrasound Int Oipen 20198; 5: E98-E105

Methods

This was a retrospective cohort study of ultrasound examinations
in a tertiary referral center that included all singleton pregnancies
between 14+ 0 and 21 +6 weeks in the years 2000-2016
{n=125211).In additicn, we performed a subgroup analysis by di-
viding the second-trimester anomaly scan collective 18+0to 21+6
weeks into two a priori risk groups based on the maternal age and,
if available, previous screening test results and defined a risk cut-
off point of 1/300. As a priori high risk we rated: a) maternal age 35
or older - no screening test, b) age 35 or older with a risk cut-off
=1:300, and ¢) younger than 35 but a risk cut-off = 1:300. As a pri-
ori low risk we rated d) younger than 35 with no test, e) younger
than 35 with a risk cut-off < 1:300, and f) age 35 or older but a risk
cut-off < 1:300. We used high-resolution ultrasound equipment
{Toshiba Aplio 500, GE Voluson 730, EE, E10). Ultrasound exami-
nations were performed by DEGUM Il certified specialists in obstet-
ric ultrasound with several years of special experience in prenatal
medicine. We obtained written informed consent from participants
and the Ethics Committee (study number 5588) of the University
of Diisseldorf accepted the study. Information on any fetal chro-
mosomal abnormalities was either taken from prenatal cytogenet-
ic findings or, if not available, from the requested postnatal U1 re-
ports. Neonates with normal phenotypes were assumed to have
normal karyotypes. Any postnatal phenotypic suspicion of a chro-
maosomal diserder was cytogenetically clarified. We reviewed our
ultrasound database for any entry regarding an echogenic heart
focus. In each identified case, the ultrasound findings were evalu-
ated for any further abnormality to identify the isolated cases of
ECF. The ECF was defined as an echo-rich structure in or next to the
papillary muscle of the right and] or left ventricle that correspond-
ed to the brightness of bones. We classified an echogenic cardiac
focus as “isolated” (iECF} if there were no further malformations,
markers or any other clinically relevant abnormalities. All cases with
known fetal karyotype before examination (n=1586; 1.27 %) were
excluded. We also excluded cases with aneuploidies other than 13,
180r 21 (n=197; 0.16 %), all cases without written consent to
anonymous study participation (n=11; 0.01%) and all cases “lost
to follow up” in which neither the karyotype nor the postnatal ex-
amination findings were clearly known (n=19416; 15.51%). An
overview is presented in » Table 1. Fetuses with known euploid
karyotype or missing stigmata of aneuploidy at birth were dassified
as “euploid™. In terms of structural anomalies, we did not distinguish
between unbalanced and balanced findings and we also assigned
the microdeletions to this group. » Table 2 gives an overview of
study exclusions and karyotypes. After completion of the classifi-
cation, we constructed 2 % 2 tables to calculate the proportion of
isolated ECFs among the chromosomally abnormal and the euploid
fetuses. Likelihood ratio was calculated as a quotient of iECF prev-
alence among the aneuploid cases divided by the corresponding
prevalence among the euploid cases.

Meta-analysis

For the meta-analysis we investigated all studies that aimed to es-
timate the population prevalence of isolated ECF and the associat-
ed risk of trisomy 21in a coherent collective between 1998-01-01
and 2019-08-01. For this purpose we analyzed all publications
used in the meta-analysis of Agathokleous et al. 2013 [21] based
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» Table 1 Study exclusions and characteristics of the included pa-

tents.

Cauza: for the study excluzion/
characterizticz

Tetal number of patients

Excluzionz

Aneuploidies other than Trisomies 13, 18, 21
Invasive diagnosis before ultrasound

Mo study consent

No outcome

Tortal exclusions

Included

Mean GA

Number GA group "14+0 1o 17 +6’
Number GA group "18+0 10 21+6"

Mean maternal age during examination
Age =35 years

Age <35 years

Mean maternal age group '14+0to 17+6"
Mean maternal age group '18+0 w0 21+6
Ethnicity

Caucazian

Azian

Oriental

Rlack

Mixed

Numbar|valus

125211

197/125211 (0.16%)
1586/125211 (1.27%)
11/125211 (0.01%)
19416/125211 (15.51 %)
21210[125211 (1694 %)
104001125211 (8206%)
18.88

34791 (33.45%)

69210 (66.55%)

33.96

50600/104001 (48.65%)
53401/104001 (51.35%)
3635

3277

103552 (99.57%)
106 (0.1%)

75 (0.07%)

75 (0.07%)

193 (0.19%)

= Table 2 Karyotypes of excluded and included cases.

Karyotype Number of MNumber of
included cazaz excluded cazez
{parcent) (parcant)
Euploid 102847 (82.14%)  2135(1.71%)
Trizemy 21 557 (0.44%) 69 (0.06%)
Structural chromosomal 431 (0.34%) 80 (0.06%)
anemaliez *
Trizomy 18 120 (0.1 %) 16 (0.01%)
Trizomy 12 46 (0.04 %) (0%)
Ne sutcoma (0%) 18661 (14.9%)
Triploidy (0%) 58 (0.05%)
Other ansuplaidy (0%) 11 (0.01%)
Genozomal aneuploidy (0%) 180 (0.14%)
Total 104001 (8206%) 21210 (16.94%)

* unbalanced, balanced and microdeletions.

E100

results of the query in PubMed from 2010-01-01 to 2019-08-01 l

|_papers found in English language: | 267 papers ]
S
plus studies until 2010 from Agathakleaus et al. dealing with the ECF |
| added: 19 | result: 286 ]
NS
exclusion of studies not dealing with prenatal medicine:
[ excluded: 223 I 63 left over

%,
%,

exclusion of studies not dealing with ECF as a soft marker for trisomy 21
I excluded: 19 44 left over

N
exclusion of non-original data and overdapping papers for 2010 ]
[ excluded: 11 | 33 left over |
N
exdusion of studies that have notmet all the criteria for eligibility
excluded: 18 I included in meta-analysis: 15

= Fig. 1 Selection of literature for the meta-analysis.

on the Supplemental list * » Table 15°. We completed this list of
studies for the time from 2010 onwards based on a structured
query in PubMed for the echogenic cardiac focus: (({“echogenic
focus” OR “echogenic foci™)) OR (“hyperechoic focus™ OR “hyper-
echeic foci”)) OR (“echogenic cardiac focus™ OR “echogenic cardi-
ac foci")) OR ( “echogenic heart focus™ OR “echogenic heart foci™))
OR (“echogenic intracardiac focus™ OR “echogenic intracardiac
foci®)) OR “golf ball") AND (*2010/01/01" [Date - Publication]:
“2019/08/01" [Date — Publication]). From the results of this query
(267 articles in English were found), we then excluded non-medi-
cal studies, studies in uncommen languages, studies not focusing
on the ECF as a soft marker for trisomy 21, reviews /editorials/me-
ta-analysis and overlapping papers for 2010 that were already as-
sessed by Agathokleous. In total, 19 studies from the Agathokleous
list dealt with the subject of ECF plus 14 were left over from our
query after primary exclusions. Among these 33 studies, we clas-
sified publications as eligible for our meta-analysis, if: 1) A2x2
cross table could be extracted for the incidence of isclated ECF in
both euploid and trisomy 21 fetuses. 2) Study design: prospective
or retrospective cohort studies. 3) No case control studies and case
reports. 4) Classifying the risk characteristic of the study cohort
concerning trisomy 21 was possible. 5) The procedure for collect-
ing outcomes regarding trisomy 21 for the whole collective must
be described. 6) The number of exclusions lost to follow-up was
given. 7) Gestational age at examination was between 14 +0 and
26 +6 weeks (overview in » Fig. 1).

From the eligible studies we extracted the number of true posi-
tives, true negatives, false positives and false negatives. We then clas-
sified them as "high risk” or "'normal/low risk’ and "prospective’ or
‘retrospective” according to the indications in the paper. The includ-
ed studies and the 2 x 2 table values for isolated ECF are displayed
in » Table 3. LR +was calculated on the basis of these numbers.

Statistical methods

In this study, we used a meta-analysis of previously published stud-
ies, with diagnostic test accuracy of the iECF marker to build a bias
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= Table 2 Studies included in the metz-analysis.

Auther Year Population Dazign TP
Manning [24] 1998 high risk p 2
Sohl [25] 1999 high risk p 12
Thilaganathan [26] 1939 high risk p 0
Wax [27] 2000 high risk p 2
‘Winter 2000 high risk p 5
Prafume [28] 2001 low risk r 0
Huggen [29] 2001 high risk p 5
Coco [20] 2004 low risk p 1
Lament [21] 2004 low risk r 1
Smith-Bindman [32] 2007 high risk p 15
Whisz [17] 2007 low risk r 1
Shanks 2009 low risk r 14
Huang 2010 low risk p 2
Hurt [23] 2016 low risk p 3
Ginsbarg [24] 2017 low risk r 20
Tetal 82

FP FN ™ Tetal LR+ caleulated

21 15 863 901 495
151 33 2488 2684 4.66
143 10 16763 16916 0

21 5 751 779 105
130 21 2689 2845 417
239 6 7443 7628 0
543 T 6361 6924 0.79
432 10 12229 12672 2.66
310 13 10445 10769 248
21 230 2496 8952 253

a8 1 2232 2332 22
1998 204 59895 62111 1.99
209 23 6384 7118 272
600 28 18210 18341 3.03
1340 42 19270 20672 496
6436 726 175018 182264

TP =true positives, FP=false positives, FN =false negatives, TN =true negatives.

correction model for the diagnostic results of our prenatal data-
base. Using the 2 x 2 tables of published diagnostic results, we per-
farmed a multi-parameter Bayesian meta-analysis of the sensitiv-
ities and specificities. The posterior distributions of the marginal
pooled sensitivity and specificity were used as meta-analytic priors
to adjust the results of the prenatal database. This adjustment was
performed on the sensitivities and specificities of the prenatal da-
tabase and by handling the LR + and LR- as functional parameters.
Therefare, the Bayesian computations were performed at the level
of sensitivity and specificity and results are transformed on the
scale of LR+ and LR-.

The studies included in the meta-analysis suffer from a series of
uncontrolled variabilities, e. g., different internal quality, different
study design, variation in the study population and diagnostic set-
tings. Those sources of variation are non-systematic resulting in a
complex random heterogeneity between studies. In addition, the
number of studies included in the meta-analysis is small (n=15).
Therefore, a specially designed Bayesian method has to be used to
make a meta-analysis of this kind of data. In this study, we applied
the meta-analysis model based on random effects with scale mix-
tures of normal distributions implemented in the R"s package bam-
dit (Bayesian Meta-Analysis of Diagnostic Test Data). The results of
the meta-analysis model are displayed by plotting the observed
TPRs (True-Positive Rates) versus the FPRs (False-Positive Rates).
The Bayesian model is summarized by the 50, 75 and 95 % posteri-
or predictive curves. In addition, we displayed 500 model’s predic-
tion of the combination of TPRs and FPRs.
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Statistical computations

The statistical analysis was performed with the statistical software
R version 3.5.2 (R Core Team, 2019). The Bayesian meta-analysis
of diagnostic test accuracy was performed with R package bamdit
[22]. Statistical analysis was performed with the statistical software
R version 3.5.2 (R Core Team, 2019). Bayesian models are not an-
alytically tractable. Estimation of posterior probabilities was based
on MCMC (Markov Chain Monte Carlo) computations. In each anal-
ysis, we used two MCMC runs of 20 000 iterations and we discard-
ed the first 5000 for the burn-in period. Convergence was assessed
visually using the R package coda. The results of the Bayesian anal-
yses are presented as posterior distributions and their summaries:
Posterior means, standard deviations, quantiles (2.5, 50, and
97.5 %) and the histogram of the posteriors.

Results

Atotal number of 125211 patients with a singleton pregnancy be-
tween 14+0 and 21 + 6 weeks underwent prenatal ultrasound ex-
amination during the study period. See ® Table 1 for more details
and causes for study exclusion. An overview of the karyotypes of
excluded and included cases is given in » Table 2. The overall prev-
alence of isolated echogenic foci in the current study population
was 4.33 % (4480/104001). In total, an isolated ECF was found in
4416 of 102 847 euploid fetuses (4.29 %) and in 64 of 557 cases with
trisomy 21 (11.49 %) whichled to a positive likelihood ratio (LR + ) of
2.68 (CI: 2.12-3.2) for the entire study population (» Table 4).
subsequently, we divided the 18+0-21 + 6 second-trimester
anomaly scan group into two subgroups, high and low risk for fetal
trisomy 21. The prevalence of iECF was very similar in both groups
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= Table 4 Results of the meta-analysis.

Typa of data Papulation LR= LR-

Qur center mixed 268(212-3.20) 0.92

Our cantar high risk 3.86(2.43-5.14) 0385

Our cantar low risk 2.59(1.05-4.00) 0.52

Mata-analyziz POSTErior mean 3.11(1.84-492) 093
(posterior 95% interval)

MAJour cantar  mixed 265(2.11-3.3)

combined

MAJour cantar  high risk 2.92(2.05-3.90)

combined

MAJour cantar  low risk 2.33(1.51-3.30)

combined

TP FP FN TN Total Senz.  Spec
B4 4416 433 98431 103404 012 095
19 1251 79 23630 24979 0.19 035
9 2219 60 41815 44103 0.13 0.95
0.11 0.97

0.93 (0.90-0.94)

0.90 (0.85-0.96)

0.93 (0.88-0.97)

Posterior LR + of the meta-analysis (MA&) and combined LR +of our center + meta-analysis. TP =true positives, FP=false positives, FMN =false negartives.

TN=true negatives, sens. = sensitivity, spec. =specificity.

with 5.08 % (1270/24979) in the high-risk subgroup and 5.05%
(2228/44.103) in the low-risk subgroup. As expected, the frequen-
cy of trisomy 21 was higher in the first subgroup than in the latter
(0.39%,98/24979 vs. 0.16 %, 6944 103). Overall for our center-
specific collective these numbers led to better screening perfor-
mance of the iECF in the high-risk group compared to the low-risk
group with a sensitivity of 19.39% (Cl: 11.56-27.21) vs. 13.04%
(C1:5.1-20.99) at an almost identical FPR of 5.03 % (Cl: 4.76-5.3)
vs. 5.04 % (Cl: 4.83-5.24). The LR +was calculated as 3.86 (C1: 2.43-
5.14) in the high-risk group and 2.59 (CI: 1.05-4) in the low-risk
group (* Table 4).

The ECF in combination with one or more other markers showed
aclearly higher LR +(31.9) than the iECF. The overall consideration
of other markers inisolation resulted in a slightly higher LR + (4.39).
The highest LR +(88.9) was found when two or more other mark-
ers than ECF were diagnosed in combination.

Results of the meta-analysis

The meta-analysis included 15 studies with a total of 182264 pa-
tients. After combining all the data from the included studies, the
posterior mean LR +was calculated as 3.11 and the posterior 95 %
confidence interval ranged from 1.84-4.92 (» Table 4). The pooled
sensitivity of 1.11 and the specificity of 0.97 were used as meta-an-
alytic priors to adjust the results of the prenatal database. Afterthe
adjustment, the combined (meta-analysis and our database) mean
LR + for the total/mixed collective almost did not change (2.65 (CI:
2.11-3.3)). In both the high-risk and the low-risk subgroup, the
mean LR +decreased to 2.92 and 2.33 (high-[low-risk} and the 95 %
confidence intervals noticeably narrowed to 2.05-3.90 and 1.51-
3.30(» Table 4). » Fig. 2 shows the results of the meta-analysis and
gives the joint probability distribution. In order to better display
the results, we plotted the false-positive rate ( 1-specificity) be-
tween 0 and 0.25, and the true-positive rate (sensitivity) is dis-
played between 0 and 0.5. The area within the lines predicts the
region where we expect the results of an unknown new study. The
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outer line represents the 90 % posterior interval, and the next 2
lines represent the 75 and 50 % posterior interval.(» Table 15).

Occurrence of trisomy 13, 18 and structural
anomalies with echogenic foci

In the entire study group we found no case of trisomy 18 with an
isolated ECF. All 120 cases showed further severe malformations or
multiple markers of aneuploidy. For trisomy 13 we found 2 out of
46 cases with ECF and an otherwise completely normal detailed ul-
trasound result. The first case was referred at 16 +0 weeks of ges-
tation primarily for invasive diagnostic testing because of high ma-
ternal age (44.8 years). Inthe ultrasound examination we found no
further anatomical abnormalities except an ECF in the left ventri-
cle. Amniocentesis revealed a mosaic trisomy 13 with the karyo-
typed7, XY, + 1346, XY, the child was born alive with 2160 g with-
out phenotypic abnormalities. In the second case we detected two
ECFs, one in the left and one in the right ventricle, in primary inva-
sive testing in a 34.8-year-old patient at 14+ 5 weeks. The crown
rump length of the fetus corresponded to 13 + 6 weeks. No further
ultrasound abnormalities were found. Chromosomal analysis in all
examined metaphases from two independent amniotic fluid cul-
tures revealed the karyotype 47, XY + 13. The mother decided to
terminate the pregnancy. No autopsy was performed. From these
figures, an LR + of iECF for trisomy 13 of 1.01 was calculated (CI:
0-2.32).The prevalence of structural chromosomal anomalies in
the second-trimester anomaly scan collective was 0.08 %
(52/68 967), of which 2 showed an iECF. This resulted in a LR +of
0.76 at a 95 % of 0-1.75. There was no association between struc-
tural chromosomal anomalies and iECF.

Discussion

The results of our study support the conclusion that an isolated
echogenic cardiac focus also in otherwise inconspicuous ultrasound
examinations increases the a priori risk by a factor thatis with 95%
probability greater than 1.5. Based on the individual a priori risk,
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»Fig. 2 Zoom of the results of the meta-analysis: Data and predictive posterior contours.

this risk increase regarding trisomy 21 applies to both high-risk and
low risk pregnancies and should be taken into account in prenatal
counselling. By combining the data from our center with the results
of the meta-analysis, the mean LR of the high-risk group converg-
es substantially with the mean LR of the low-risk group and the
mean LR of the total mixed population. The 95 % posterior intervals
also overlap clearly. Assuming that the pre-selection is strenger in
the high-risk group and the investigator’s expectations focus more
on a possible trisomy 21, which may favor the detection of an ECF,
this approximation of mean LRs supports the assumption that the
effective likelihood ratio for isolated ECF is not markedly depend-
ent on a priori risk. Furthermore, we found no evidence of associa-
tion with IECF and structural chromosomal anomalies in our data.
Overall, the prevalence of iECF and trisomy 21 as well as the distri-
bution of pregnancy weeks in our study are essentially consistent
with previous comparable reports [3, 14, 17-19]. However, these
figures must also be seen in the context of a large number of pub-
lications on second-trimester risk calculation for soft marker
screening. In 2001, Nyberg et al. published a statistically significant
association with an LR + of 6.8 % if isolated ECF was found without
a systematic search for other markers and of 1.8 (Cl: 1.0-3.2) if all
other markers were systematically excluded [10]. Qur results are
consistent with this publication. Agathokleous and Nicolaides came
to a slightly different conclusion in their 2013 meta-analysis in
which they derived the LR + for isolated ECF by multiplying the
pooled LR +for ECF (5.83, CI: 5.02-6.77) by the negative LR of each
other marker [21]. The calculated LR +of an isolated ECF in this
study was 0.95, which conflicts with our observations. However,
Nyberg et al. evaluated only 6 soft markers (nuchal thickening, hy-
perechoic bowel, short humerus, short femur, pyelectasis and ECF),
while Agathokleous additionally included ventriculomegaly, ARSA
(aberrant right subclavian artery) and present or absent nasal bone.
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In particular, the detection of ARSA with its high LR +of 21.48 (CI:
11.48-40.1)is indispensably connected to the use of high-resolu-
tion ultrasound techniques Such fluctuations confirm our convic-
tion that, for genetic counselling, likelihood ratios should be de-
rived from high-quality meta-analyses and not from single-center
publications. The main strength of our study is the high number of
cases which allowed the establishment of a low-risk subgroup with
sufficient statistical power to test the association of iECF and tri-
somy 2 1. Afurther strength is the use of a special method for com-
bining evidence from different publications with the data of a co-
herent collective, Thus, we were able to minimize the bias by un-
controlled variability between different examination settings and
populations.

One weakness of our study is a possible non-response bias by
the exclusion of 15 % of cases in which the definitive outcome of
pregnancy could not be determined. If we assume that parents or
the referring gynecologists tend to inform the prenatal medicine
unit probably more frequently in cases of abnormal outcome, the
exclusion of all non-responders would increase the LR +of iECF for
trisomy 21, if a disproportionate number of families with trisomy
21 and iECF reported back (true positives). If, however, we assume
that in the 15 % with unknown outcome there is no case of trisomy
21 and distribute these cases between the true negatives and the
false positives according to the prevalence of iECF of about 5 %, the
LR +would only change slightly from 2.68 to 2.67 for our general
collective. Howewver, we can only speculate on the number of chil-
dren with Down’s syndrome that are concealed in the 153 % figure
without outcome. Anotherweakness is that an inconspicuous phe-
notype at birth does not exclude chromosomal trisomy 21. This
may underestimate the number of Down’s syndrome cases detect-
ed postnatally. Karyotyping of all included cases would certainly
be the gold standard but we think that this is very difficult to achieve
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for such a large coherent collective. Furthermore, phenotypically ~ [3] Alldred SK. Takwoingi Y. Gua B et al. First trimester ultrasound rests
normal children could have a cardiac defect that is nat immediate- alo::le or in com bi_“aﬁ?_'; with ﬁ'_.m"im“t;r S’E";m tests for Down's
Iy noticeable after birth. Therefore, a potential shortcoming of the Z:;-I] ?r:o::'l f:;rf; : ;;g' @ Cochrane Database of Systematic Reviews
term “isolated ECF” should be mentioned. Another inherent weak-

B ) ) [4] Audibert F, Dommergues M, Benattar C et al. Screening for Down
ness of our study is the general preselection of patients, who are syndrome using first_trimester ultrasound and second. trimester

referred to a prenatal center, hence having an elevated risk for tri- matemnal serum markers in a low-risk population: A prospective
somy 21. In addition to e. g. maternal age, family genetic predis- longitudinal study. Ultrasound in obstetrics & gynecology: The Offidial
positions, drug or radiation exposure, related marriage and a vari- Journal of the Intemational Society of Ultrasound in Obstetrics and
. . Gynecaology 2001; 18: 26-31

ety of smaller and larger ultrasound abnormalities become impor-
tant for the referring gynecologist. Thus, our figures cannot be 18] Aagz:rd:r'”‘? KM. Malo:e FEENSJ'E"Q DAjt al. Role of second-ri-

. N N mester netic sonograj a r Lown = rome screening.
representative for an unselected normal collective, even after in- o araphy ¥ g

i _ i i i - Obstetrics and Cynecology 2009; 114: 1189-1196
cluding evidence from different studies. Assignment to the “low- [6] Benacerraf 82, Should sonographic screening for fetal Down syndrome

risk” group for trisomy 21 was made only on the basis of maternal be applied to low risk women? Ultrasound in obstetrics & gynecology:

age or previous FTS findings. Only a few studies assessed an in- The Official Journal of the Intemational Society of Ultrasound in

creased risk of trisomy 18, trisomy 13 or structural abnormalities Obstetrics and Gynecology 2000; 15: 451-455

based on an isolated echogenic focus [23-25]. [7] Doubilet PM. Copel JA. Benson CB et al. Choroid plexus cyst and
with respect to trisomy 13 and 18, we found ne reasonable use echogenic intracardiac focus in wormen at low risk for chrormasomal

for the ECF as a marker. In summary, finding of an isolated echo- anamalies: The obligation to inform the mother. Journal f Ultrasound
. o = R in Medicine: Official Journal of the American Institute of Ulrasound in

genic heart focus presented significant associations with Down syn- Medicine 2004: 23: 833-395

drome among pregnantwomen in both high- and low-risk groups. [8] Rodriguez R, Herrero B, Bartha JL. The continuing enigma of the fetal

The individual risk burden of each patient should be determined echogenic intracardiac focus in prenatal ultrasound. Current Opinion

and discussed as a part of genetic counselling. Since 2012 a new in Obstewics & Gynecology 2013; 25: 145-151

assessment tool for chromosomal abnormalities, especially with [9] Bromley B. Lisberman E. Laboda L et al. Echogenic intracardiac focus:

regard to trisomy 21, has been available. Noninvasive prenatal test- A sonographic sign for fetal Down syndrome. Obstetrics and

ing (NIPT) is able to detect placental cell-free DNA fragments in Cynecology 1995: 86: 998-1001

maternal blood. The NIPT test is a useful variant for clarifying pa-  [10] Nyberg DA. Souter VL, El-Bastawissi A et al. Isolated sonographic
tients with a medium-risk constellation [26]. The limitations of the :;apr:‘:;:on:::e;;:r:gg;&:;ﬁ:g i?:ﬂde"gir:;: g:;:lc;;"u‘:r?;”;?:
MIPT are a lack of feasibility in 5 % of cases due to an insufficient . )

i i American Institute of Ulrasound in Medicine 2001; 20: 1053-1063
concentration of placental DNA in the maternal plasma, as well as [11] Nicolaides K, Wegrzyn P. [Sonographic features of chromosomal

discordant findings between NIPT and genetic analysis by placen- defects in the second trimester of pregnancy]. Ginekologia polska

tal mosaicism [27]. Despite the high detection rate for trisomy 21, 2005; 76: 528-535

it should be emphasized that NIPT is not regarded as a diagnostic  [12] vintzileos AM. Egan JF. Adjusting the risk for trisomy 21 on the basis of
procedure, but as a screening test like FTS. In the case of high-risk second-trimester ulrasonography. American Journal of Obstetrics and
constellations, we consider diagnostic procedures by an experi- Gynecology 1995; 172: 837844

enced examiner to be the better alternative. Regarding the risks of ~ [13] Winter TC. Anderson AM. Cheng EY et al. Echogenic intracardiac focus
amniocentesis, a 2015 meta-analysis concludes that the combined in Ind-trimester fetuses with risomy 21: Usefulness a5 a US marker.
procedural risk of miscarriage for amniccentesisis 0.11% (95 % Cl: Radiology 2000; 216: 450-456

-0.04% t0 0.26%) [28]. In daily practice, genetic counselling be- [14] Anderson N, Jyeti R. Relationship of isolated fetal intracardiac

: ) echogenic focus t tisomy 21 at the mid-trimester sonegram in
comes more and more complex due to the increasingly refined ul- women younger than 35 years. Ultrasound in obsterics & gynecology-

trasound techniques and sophisticated screening and diagnostic The Official Journal of the Intemational Society of Ultrasound in
capabilities. It is essential for an expectant mother and her family Obstetrics and Cynecology 2003; 21: 354-358
to undergo in-depth counselling exploring all options. [15] Bromley B, Lieberman E, Shipp TD et al. Significance of an echogenic

intracardiac focus in fetuses at high and low risk for aneuploidy.
Journal of Ultrasound in Medicine: Official journal of the American
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3. Diskussion

Vielen werdenden Eltern ist es wichtig, schon friih und vor allen Dingen mdglichst
sicher eine Bestatigung daflr zu bekommen, dass ihr Baby gesund auf die Welt
kommen wird. Insbesondere im Hinblick auf Chromosomenstérungen winschen
die Paare eine frihe diagnostische Abklarung, um eine Entscheidung daruber zu
treffen, ein behindertes Kind anzunehmen oder einen Schwangerschaftsabbruch
in Erwagung zu ziehen. Das Risiko fur Kinder mit Chromosomenstdrungen,
insbesondere flr das Down- Syndrom, steigt mit zunehmendem mutterlichen
Alter. Die Amniozentese liefert, mit einem Fehlgeburtsrisiko von 0,1%872, eine
definitive Methode um ein Down- Syndrom nachzuweisen oder auszuschliel3en.
In der heutigen Zeit stehen Schwangeren Screening-Methoden zur Verfligung,
die zum Teil kombiniert durchgeflihrt werden kénnen. Eine friihe Einschatzung
des Risikos bietet das Erstrimesterscreening (ETS) in der 11*0- 13*6 SSW.
Hierbei steht mit einer Detektionsrate von 95% und einer Falsch-Positiv-Rate
(FPR) von 5% ein sehr sensitives Verfahren zum Nachweis eines erhoéhten
Risikos fir das Down-Syndrom zur Verfigung.'® Bei der Entscheidung
weiterfiUhrender Diagnostik im Hinblick auf Chromosomenstorungen ist fur viele
Schwangere das ETS von zentraler Bedeutung. Ein zusatzlich diagnostischer
Arm ist der differenzierte Feinultraschall im 2.Trimenon der Schwangerschaft.
Neben einem organischen Fehlbildungsausschluss wird der Fetus auch auf
sogenannte ,Marker” Uberpruft, die das Risiko fur Chromosomenstérungen- und
hier insbesondere fur die Trisomie 21- erhdéhen kdnnen. Die Nutzung
sonographischer Marker ist haufig problematisch, da sie auch bei Feten ohne
Chromosomenstdrungen nachweisbar sind und damit eine nicht unerhebliche
Falsch-Positiv-Rate aufweisen. Daraus resultierend ist bei niedriger Pravalenz
der Erkrankung der Positiv-Pradiktive-Wert (PPV) des Befundes gering. Als ein
Ergebnis verbesserter Ultraschallgeratetechnik in den letzten 20 Jahren und
Darstellung des 4-Kammerblicks im Basisultraschall des 2. Trimenons ist es
heutzutage auch fur ungeubte Untersucher leicht, den echogenen Herzfokus
aufzufinden. Infolgedessen stellt der Nachweis ,ECF* eine haufige Indikation dar,
Patienten zur Echokardiographie in ein Pranatalzentrum zu tberweisen. Konsens

vergangener Studien ist ein erhohtes Risiko fur Trisomie 21, wenn der echogene

15



Herzfokus in Kombination mit anderen ,Markern® im Fehlbildungsultraschall des
2. Trimenons auftritt. In diesen Fallen wird eine weiterflihrende diagnostische
Punktion z.B. Uber eine Amniozentese empfohlen.'%20.53.73 Die Haufigkeit eines
isolierten Markers variiert je nach Art und Anzahl der gesuchten Marker. Obwohl
viele dieser isolierten Marker bei Feten ohne weitere Fehlbildungen oder
Anomalien auftreten, findet man sie noch haufiger bei Feten mit Trisomie 21.1° In
unserer Studie sind wir bewusst nicht auf die Kombination des ECF mit anderen
Markern eingegangen. Fur die Beratung im klinischen Alltag ist diese Tatsache
irrelevant, denn findet man im Ultraschall weitere Auffalligkeiten, wird den Eltern,
unabhangig davon ob ein echogener Herzfokus vorliegt oder nicht, zu einer
diagnostischen Punktion geraten. Viel nutzlicher ist es zu wissen, inwieweit ein
isolierter echogener Herzfokus mit der Trisomie 21 assoziiert und welche
Optionen man den werdenden Eltern zur Klarung der Chromosomen zur
Verfligung stellen kann: Ist eine Karyotypisierung bei bestimmten Risikoprofilen
vielleicht nicht weiter erforderlich und reicht eine Klarung des
Chromosomenstatus Uber die Durchfihrung eines nicht invasiven Pranataltest
(NIPT) sogar aus? Die vorliegende Arbeit wurde mit der Zielsetzung erstellt, sich
einen Uberblick Uber das eigene Patientenkollektivs zu verschaffen und dartiber
hinaus einen validen Beitrag zur aktuellen Diskussion bezuglich des echogenen
Herzfokus zu leisten. Hierfur wurden retrospektiv Daten von 102.847 euploiden
Feten und 557 Feten mit Trisomie 21 im Zeitraum von 2000-2016 in unserem

Zentrum ausgewertet.

3.1. Der isolierte intrakardiale echogene Herzfokus und das

Screening auf Trisomie 21

Die Ergebnisse unserer Studie stitzen den Schluss, dass ein intrakardialer
echogener Herzfokus auch bei sonst unauffalligen Ultraschalluntersuchungen
das individuelle a priori Risiko einer Schwangeren um einen Faktor erhoht, der
mit 95% Wahrscheinlichkeit groRer ist als 1,5. Dieser Anstieg gilt sowohl fur
Hochrisiko- als auch fur Niedrigrisikoschwangerschaften in Bezug auf Trisomie

21 und sollte basierend auf dem a priori Risiko in der pranatalen Beratung
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bertcksichtigt werden. Durch die Kombination der Daten aus unserem Zentrum
mit den Ergebnissen der Meta-Analyse, konvergiert die mittlere likelihood ratio
(LR) der Hochrisikogruppe im Wesentlichen mit der mittleren LR der
Niedrigrisikogruppe und der mittleren LR der Allgemeinbevolkerung. Auch die A
posteriori 95%-Konfidenzintervalle Uberlappen sich deutlich. Unter der Annahme,
dass ein Untersucher in der Hochrisikogruppe konzentrierter auf das Auffinden
von Markern far die Trisomie 21 achtet, kdnnte der Nachweis eines iECF durch
diese im Vorfeld getroffene Patientenauswahl beglnstigt werden. Aus diesem
Grund unterstutzt die Annaherung der mittleren LRs die Annahme, dass der
effektive Wahrscheinlichkeitsquotient fur den isolierten ECF nicht wesentlich vom

a priori Risiko abhangt.

Insbesondere bei isoliertem Auftreten von Markern in Populationen mit niedrigem
Risiko fur Chromosomenstérungen ist die Falsch-Positiv-Rate mit 12-15%
deutlich erhoht.'®3474 Es ist daher wichtig, ein Kollektiv mit niedrigem Risiko von
einem Kollektiv mit hohem Risiko zu differenzieren, um bestmdgliche Ergebnisse
bei der Erkennung von Chromosomenstoérungen zu erzielen. Wir haben versucht,
aufgrund Basis individueller Risikowerte, ein Niedrigrisikokollektiv wie im
Material- und Methodenteil beschrieben, zu konstruieren. Der Vorteil dieser
individuellen Risikobewertung ist, dass das Fehlen oder Vorliegen von
Voruntersuchungen ebenso in die Bewertung einflieien, wie das Alter. Jede
Patientin hat ihren individuellen Risiko-Score, anhand dessen sie entweder in ein
Niedrig- oder Hochrisiko-Kollektiv eingeteilt wurde. Wir denken, dass dieses
Vorgehen eine gute Mdglichkeit ist, sich einem ,echten“ Niedrig-Risikokollektiv,
basierend auf Patienten eines Pranatalzentrums anzunahern und zu

untersuchen.

In unserer Studie konnten wir einen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen einem iECF und der Trisomie 21 auch in unserem Niedrig-Risiko-
kollektiv (44.103 Falle) mit einer Haufigkeit von 0,16% (69 Falle) flr Trisomie 21
nachweisen. Diese Patienten wurden uns in erster Linie zum
Fehlbildungsausschluss mit einem Alter unter 35 Jahren oder aufgrund eines
ETS-Risikos <1:300 (LR+: 2,59%, 95% CI: 1,05-4) zugewiesen. In diesem
Zusammenhang ist hervorzuheben, dass die Pravalenz des Down-Syndroms bei

Feten zum Zeitpunkt des Feinultraschalles im 2. Trimeon deutlich niedriger ist, da
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die meisten betroffenen Feten bereits im spaten ersten Trimenon zum Zeitpunkt
des Ersttrimesterscreenings in 11*°-13* SSW identifiziert wurden.®® Aus diesem
Grund muss die derzeitige Interpretation der Down-Syndrom-Marker des zweiten
Trimenons auf dem Ergebnis des ersten Trimenons und des kombinierten
Screenings basieren, um eine mdglichst genaue Risikoeinschatzung eines
betroffenen Feten zu erhalten.” Insgesamt stimmt unsere Pravalenz des iECF
und Trisomie 21, sowie die Verteilung der Schwangerschaftswochen im
Wesentlichen mit frilheren vergleichbaren Studien (iberein.48:54.58.76.77.78 Djigge
Zahlen mussen in Zusammenhang mit der gro3en Anzahl von Publikationen zur
Berechnung des Risikos des zweiten Trimenons flr das Marker-Screening
gesehen werden. Im Jahr 2001 fanden Nyberg et al. eine statistisch signifikante
Assoziation zwischen dem isolierten echogenen Fokus mit der Trisomie 21, mit
einer LR + von 6,8%, wenn der iECF ohne systematische Suche nach anderen
Markern gefunden wurde, und von 1,8 (Cl: 1,0-3,2), wenn alle anderen Marker
systematisch ausgeschlossen wurden.'® Unsere Ergebnisse stimmen mit dieser
Veroffentlichung Uberein. Agathokleous und Nicolaides kamen in ihrer Meta-
Analyse von 2013 zu einer etwas anderen Schlussfolgerung, in der sie die LR+
fur den isolierten ECF durch Multiplikation der gepoolten LR + fir ECF (5,83, CI:
5,02-6,77) mit der negativen LR der jeweils anderen Marker ableiteten.”* Die
LR+ des IECF betrug in dieser Studie 0,95, was sich erwartungsgemafl von
unseren Berechnungen ohne die Berilicksichtigung negativer LRs bei fehlender
Darstellbarkeit anderer Marker unterscheidet. Nyberg et al. untersuchten nur 6
Marker (Nackenddem, hyperechogener Darm, kurzer Humerus, kurzer Femur,
Pyelektasie und ECF), wahrend Agathokleous zusatzlich Ventrikulomegalie,
ARSA (Aberrante rechte Arteria Subclavia) und vorhandenes oder fehlendes
Nasenbein untersuchte. Insbesondere der Nachweis einer ARSA mit einer hohen
LR+ von 21,48 (Cl: 11,48-40,1) ist untrennbar mit hochauflésenden
Ultraschalltechniken verbunden. Aus diesem Grund mussen wir davon
ausgehen, dass das Fehlen von ,Markern“ wie ARSA oder vorhandenem oder
fehlendem Nasenbein in den ersten Jahren unseres Studienzeitraums nicht
ausreichend dokumentiert wurden. Das wurde bedeuten, dass durch das
Hinzufiugen neuer Marker in unterschiedlichen Zeitabschnitten mehr Falle als
"ECF plus Marker" klassifiziert werden mussten, die zuvor als ,isoliert” betrachtet

wurden. Dieser Einfluss wiirde dazu fiihren, dass die LR+ des ECF im Laufe der
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Jahre abnimmt, da das Risiko fir die Trisomie 21 mit der Kombination der Marker

signifikant steigt. Wenn wir unsere Daten nach Jahren stratifiziert auswerten, gibt

es allerdings keinen Trend zu einem Ruckgang der berechneten LR+ auf Basis

der Jahresdaten, sondern einen leichten Aufwartstrend. (Abb.1)
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ist jedoch vor dem Hintergrund der zunehmenden Pravalenz der Trisomie
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Solche Schwankungen bestatigen unsere Uberzeugung, dass
Wahrscheinlichkeitsverhaltnisse aus hochwertigen Metaanalysen und nicht aus
Single-Center-Publikationen abgeleitet werden sollten, wenn Patienten genetisch
beraten werden. Eine Karyotypisierung aller eingeschlossenen Falle wirde
dieses Problem |6sen, ware jedoch mit groRen ethischen Schwierigkeiten

verbunden.

3.2 Der isolierte intrakardiale echogene Herzfokus und das

Screening auf Trisomie 13, 18 und Strukturanomalien

Wir haben nicht nur die Trisomie 21, sondern auch Strukturanomalien im Hinblick
auf den echogenen Herzfokus verglichen, um die Anwendbarkeit des NIPT in
Fallen mit mittlerem Risikoprofil zu qualifizieren. Da die Trisomien 13 und 18 mit
einer ausreichenden Entdeckungsrate ebenfalls durch den NIPT abgedeckt
werden, war uns wichtig aufzuzeigen, dass keine weiteren chromosomalen
Strukturanomalien mit einem vermehrten Auftreten des iECF assoziiert sind. Nur
in wenigen Studien wurde ein erhdhtes Risiko fur Trisomie 18, Trisomie 13 oder
strukturelle Anomalien bei einem isolierten echogenen Fokus festgestellt.40.52.7°
In Bezug auf Trisomie 13 und 18 sehen wir keinen Nutzen des iECF als Marker.
Nur in einem Fall von Trisomie 13 wurde ein isolierter ECF als einzige
Ultraschallanomalie festgestellt. In aller Regel zeigen die Trisomien 13 und 18
bereits im ersten oder frihen zweiten Trimenon signifikante anatomische
Anomalien. Grob strukturelle Auffalligkeiten wie Herzfehler, Hirn- und/oder
Extremitaten-Fehlbildungen sind haufig. Dies ist wichtig im Hinblick auf die

Beratung von Patientinnen.

In unserer Studie fanden wir keinen Hinweis fUr eine Assoziation des iIECF mit
strukturellen Anomalien. Bei unbalancierten strukturellen Chromosomen-
stérungen zeigt sich haufig eine korperliche und geistige Entwicklungs-
verzdgerung, Dysmorphien an Handen, Ful3en und Gesicht sowie Fehlbildungen
der inneren Organe. Der detaillierte Ultraschall des zweiten Trimenon mit

sonoanatomischer Untersuchung des Feten hat von daher eine hohe Bedeutung
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diese Auffalligkeiten zu erkennen und stellt eine Indikation zur diagnostischen

Punktion dar, wenn Abnormalitaten festgestellt werden.

3.3 Diagnostische Moglichkeiten nach Detektion eines iECF

Seit 2012 ist ein weiterer Screeningtest fur Chromosomenstorungen,
insbesondere fur die Trisomie 21, verfugbar. Nicht-invasive Pranataltests (NIPT)
kénnen im Blut der Mutter plazentare zellfreie DNA-Fragmente nachweisen, sind
jedoch mit héheren Kosten verbunden. Der NIPT-Test ist eine sinnvolle Option
zur Klarung bei isoliertem Nachweis eines IECF von Patienten mit mittlerer
Risikokonstellation.'” Einschrankungen der NIPT-Untersuchung bestehen in 5%
wegen mangelnder Durchflhrbarkeit aufgrund einer zu niedrigen Konzentration
von plazentarer DNA im mutterlichen Plasma sowie widersprichliche Befunde
durch Plazentamosaike zwischen NIPT und genetischer Analyse.?® Trotz der
hohen Entdeckungsrate fur die Trisomie 21 ist zu betonen, dass der NIPT nicht
als diagnostisches Verfahren, sondern als Screening-Test, ahnlich wie das
Ersttrimesterscreening, angesehen wird. Bei Auffalligkeiten muss der Befund
uber eine diagnostische Punktion bestatigt werden. Bei Konstellationen mit
hohem Risiko fur Chromosomenstorungen halten wir eine invasive Diagnostik
durch einen erfahrenen Untersucher als die bessere Alternative. Bezuglich der
Abortrisiken durch eine invasive Diagnostik durch Amniozentese oder
Chorionzottenbiopsie kommt eine Meta-Analyse aus dem Jahr 2015 zu dem
Ergebnis, dass das Risiko einer Fehlgeburt bei Amniozentese 0,11% betragt
(95%Cl: 0,04%-0,26%).2 Eine nationale Kohortenstudie von Wulff et al. 2016 hat
gezeigt, dass das prozentuale Risiko der Amniozentese oder
Chorionzottenbiopsie  nicht mit einer hoheren Fehlgeburten- oder

Totgeburtenrate assoziiert ist.”?
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34 Limitationen der Arbeit

Eine Schwache dieser Studie ist die Untersuchung einer im Risikoprofil
uberwiegend vorselektierten Population, deren Basisrisiko fur die Trisomie 21
hdéher liegt als das in der Normalbevdlkerung. Grinde hierfir sind Folgende: ein
Grolteil der Patientinnen wurde uns schon aufgrund des erhéhten matterlichen
Alters (Uber 35 Jahre) zum Fehlbildungsausschluss oder gezielten Screening auf
Chromosomenstérungen  Uberwiesen. Weiterhin wiesen schon einige
Patientinnen Risikokonstellationen durch vorherige Schwangerschaften mit
Chromosomenstdrungen oder familiare Haufung von Chromosomenstérungen
auf. In der taglichen Praxis sind wir eben genau mit diesem heterogenen
Patientinnen-Kollektiv konfrontiert, welches zum Teil schon Voruntersuchungen
wie diagnostische Punktion, kombiniertes Ersttrimesterscreening, oder einen
nicht invasiven Pranataltest in Anspruch genommen hat und/oder uns wegen
auffalliger Befunde zum Feinultraschall zugewiesen wird. Ein gro3er Teil der
untersuchten Patienten allerdings hatten keine vorherigen Untersuchungen und
zeigten auch in der Anamnese kein Risikoprofil fir Chromosomenstérungen.
Diese Heterogenitat im Kollektiv ist typisch fir ein pranatalmedizinisches
Zentrum, sodass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht uneingeschrankt
fur ein Niedrigrisikokollektiv aus der Normalbevolkerung gelten. Ein weiterer
Nachteil unserer Studie ist das retrospektive Studiendesign. In dem wir alle Falle
mit bekanntem Karyotypen vor der Ultraschalluntersuchung ausgeschlossen
haben, haben wir Untersuchungsbedingungen erzeugt, die eine maximale
Akribie in der Softmarkersuche in jeder Untersuchung erforderlich machte.
Agathokleus et al. haben auch aus diesem Grund retrospektive Studien in ihre
Metaanalyse inkludiert, die o.g. Kriterien erfiillen.”® Durch den Ausschluss von
15% der Falle, in denen das endgultige Ergebnis der Schwangerschaft nicht
bestimmt werden konnte erzeugen wir einen moglichen Non-Response-Bias.
Wenn wir davon ausgehen, dass Eltern oder die Uberweisenden Gynakologen
dazu tendieren, Uberproportional haufig auffalige Ergebnisse an das
pranatalmedizinische Zentrum zu melden, wirde dies die LR+ der iECF fur
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Trisomie 21 erhéhen. Wirden wir in Folge dessen dann davon ausgehen, dass
es in den 15% mit unbekanntem Ergebnis keinen Fall von Trisomie 21 gibt und
diese Falle gemall der Pravalenz von iECF von etwa 5% auf die ,Richtig
Negativen“ und die ,Falsch Positiven® verteilt werden, wirde sich die LR+ fur
unser Allgemeinkollektiv nur leicht von 2,68 auf 2,67 andern. Wir kénnen
allerdings nur Uber die Zahl der Kinder mit Down-Syndrom spekulieren, die sich

in den 15% der Falle ohne Outcome befinden.

Eine weitere Schwache ist, dass ein unauffalliger Phanotyp bei der Geburt die
chromosomale Trisomie 21 nicht ausschlief3t. So konnte die Anzahl der

postnatal festgestellten Down-Syndrome unterschatzt werden.

3.5 Starken der Arbeit

Starke unserer Studie ist die hohe Fallzahl und ein extrahiertes Patientinnen-
Kollektiv aus nur einem einzigen Institut. Dies erlaubt eine standardisierte
Definition des echogenen Herzfokus und ermdglicht bei jeder Patientin mit
auffalligen Befunden eine diagnostische Punktion. In den vergangenen Jahren
gab es nur sehr wenige Arbeiten, die die Beziehung zwischen dem echogenen
Herzfokus und der Trisomie 21 im Niedrigrisikokollektiv mit einer ausreichenden
Fallzahl untersuchen konnten.*>%' Trotz der Heterogenitat unseres aus
individuellen Risiken konstruierten Niedrig-Risikokollektivs ist es unserer
Kenntnis nach die beste Naherung an ein ,echtes” Niedrig-Risikokollektiv mit
einer ausreichenden Fallzahl um Signifikanzen im Unterschied ,normal“ versus
isolierter echogener Herzfokus in Bezug auf Trisomie 21 zu erreichen. Trotz einer
niedrigen Pravalenz von 0,16 % in dieser Gruppe und einer Sensitivitat von 13 %
erreicht dieses Ergebnis mit einer LR+ von 2.59 (CI: 1.05-4) statistische
Signifikanz. Von daher sind wir die erste Gruppe die genauer aufzeigen kann,
dass auch Schwangere im Niedrigrisikobereich fir Trisomie 21 bei Nachweis des
isolierten ECF ein statistisch hoheres Risiko aufweisen. Aus diesem Grunde
sehen wir eine Relevanz in der Klarung der Chromosomen durch weitere
Untersuchungen. Eine weitere Starke ist die Verwendung einer speziellen

statistischen Methode zur Kombination von Evidenzen aus verschiedenen
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Publikationen mit den Daten eines koharenten Kollektivs. So minimieren wir den
Bias durch unkontrollierte Variabilitaten zwischen verschiedenen

Untersuchungseinstellungen und Populationen.

3.6 Schlussfolgerungen

Viele Frauen und deren Partner sehen die Ultraschalluntersuchung des
2.Trimenons als ein ,wichtiges soziales Event® und sind haufig emotional nicht
auf das Auffinden von Auffalligkeiten eingestellt. Es existieren einige wenige
Studien die aufzeigen, dass viele Paare nach Diagnose eines auffalligen
Ultraschallbefundes mit der anschlieRenden Darstellung und Beratung
unzufrieden waren. ©8 Insbesondere bei strukturellen Auffalligkeiten wie den
Markern mit ,unklarer Bedeutung® gilt es in der klinischen Praxis gut recherchierte
Algorithmen mit Zentrums spezifischen Entdeckungs- und Falsch-Positiv-Raten
zu finden, um Eltern hinreichend dber Screening-Untersuchungen,
weiterfuUhrende invasive oder nicht invasive Diagnostik mit Grenzen und Risiken
zu informieren. Bei Nachweis eines echogenen Herzfokus im Ultraschall ist es
empfehlenswert, eine detaillierte Ultraschalluntersuchung inklusive
Echokardiographie mit Screening auf weitere Marker, die mit einer
Risikoerhdhung fur das Down- Syndrom einhergehen, durchzufuhren. Bei
Nachweis eines isolierten echogenen Herzfokus sollte allen Frauen unabhangig
vom Alter oder vom Ergebnis von Voruntersuchung eine Klarung des
Chromosomenstatus angeboten werden. Im Niedrig- und Intermediaren
Risikobereich fir Chromosomenstérungen ist es unserer Ansicht nach
ausreichend einen NIPT durchzufliihren. Da nach den Ergebnissen unserer
Studie der isolierte ECF nur mit dem Down-Syndrom und keiner weiteren
Chromosomenstoérung assoziiert ist, kann der NIPT mit einer Entdeckungsrate
von 99,6% und einer niedrigen FPR das Down Syndrom mit hinreichender

Sicherheit nachweisen bzw. ausschlielRen.
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