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1. Einleitung

In der heutigen Zeit spielen die Screening- und Diagnostikmethoden im ersten
Trimenon der Schwangerschaft eine immer groRere Rolle, da dadurch bereits
frlhzeitig Erkrankungen des Feten und der Mutter im Rahmen der
Schwangerschaft erkannt und weitere Schritte, auch therapeutischer Art,
eingeleitet werden kénnen. Die Grundlage daflr, insbesondere beim Screening
auf Chromosomenstorungen, bietet das Ersttrimesterscreening (ETS) in der
11+0 - 13+6 Schwangerschaftswoche (Kozlowski, Burkhardt et al. 2018),
welches sich seit Anfang der 1990er Jahre etabliert hat (Kagan, Eiben et al.
2014). Das ETS, welches den aktuellen Standard darstellt, setzt sich aus einer
Beratung der Schwangeren durch den Arzt, einer Organdiagnostik mittels
Ultraschalluntersuchung sowie biochemischen (PAPP-A, b-HCG) und
maternalen Markern (mutterliches Alter, Gestationsalter) zusammen. In den
letzten Jahren vollzieht sich ein Wandel zum Aneuploidie-Screening mittels
Analyse von zellfreier fetaler DNA (cffDNA), auch bezeichnet als ,non invasive
prenatal testing” (NIPT).

Dieser Ansatz, bei dem fragmentierte DNA aus dem mutterlichen Blut gewonnen
und auf Chromosomenstérungen untersucht wird, zeichnet sich durch die
hdchste Detektions- und eine niedrige Falsch-Positiv-Rate im Hinblick auf die
Trisomie 21, 18 und 13 aus (Gil, Accurti et al. 2017). Dadurch hat sich der NIPT
fur das T21-Screening als heutiger Goldstandard etabliert (Cuckle and Maymon
2016, Kagan, Sonek et al. 2017, Kagan, Sonek et al. 2017). Meistens, so auch
in Deutschland, besteht die Empfehlung zur Inanspruchnahme der cffDNA
Testung flr bestimmte Risikogruppen als zweiten Screening-Schritt nach
auffalligem ETS (Kagan, Hoopmann et al. 2015). In einigen Landern, darunter in
den Niederlanden, findet der NIPT sogar als ,First-Tier Screening“ Anwendung
(van der Meij, Sistermans et al. 2019). Der Einsatz von NIPT ist gegenwartig noch
auf das Screening auf Trisomie 21, 18, 13 sowie gonosomale Aberrationen
beschrankt. Einige Studien setzen sich jedoch auch mit der Detektion von
selteneren Chromosomenstérungen (Benn 2016, Pescia, Guex et al. 2017),
Mikrodeletionen und Mikroduplikationen (Yaron, Jani et al. 2015, Lo,

Karampetsou et al. 2016, Maya, Salzer Sheelo et al. 2022) und monogenen



Erkrankungen (Chiu, Hui et al. 2018) auseinander. Kitzman et al. und Fan et al.
ist es Uberdies gelungen, das gesamte fetale Genom mittels cffDNA-Analyse in
der Schwangerschaft zu decodieren (Fan, Gu et al. 2012, Kitzman, Snyder et al.
2012). Es kann davon ausgegangen werden, dass die Verwendung von cffDNA
auch in Zukunft weiter an Bedeutung gewinnen wird.

Dies bedeutet einen wesentlichen Fortschritt in der friihzeitigen und sicheren
Detektion insbesondere von Chromosomenstérungen, allerdings durfen ethisch-

moralische Aspekte nicht aul3er Betracht gelassen werden.

1.1. Entwicklung der Pranataldiagnostik im Hinblick auf

Chromosomenstorungen

Das pranatale Screening auf fetale Entwicklungsstérungen hat sich in den
vergangenen Jahrzehnten enorm weiterentwickelt. Den Anfang machte das
Screening auf Neuralrohrdefekte mittels AFP im Serum zu Beginn der 70ger
Jahre (Wald, Cuckle et al. 1977). Seit den 1980er Jahren wurde der Fokus auf
Chromosomenstérungen, insbesondere auf die Erkennung der Trisomie 21, des
,Down-Syndroms*, gelegt (Cuckle and Maymon 2016). Zurlckzuflhren ist das
darauf, dass die Trisomie 21 etwa die Halfte aller Chromosomenaberrationen
abbildet (Grati, Barlocco et al. 2010). Nach und nach wurden umfassendere und
effektivere Methoden entwickelt, sodass neben weiteren Aneuploidien wie der
Trisomie 18 und 13, und gonosomalen Aberrationen, auch eine Vielzahl anderer
Schwangerschaftserkrankungen und -risiken erkannt werden kdnnen.

Ursprunglich stand die alleinige Berucksichtigung des mutterlichen Alters bei der
Risikoeinschatzung fur die Trisomie 21 im Vordergrund. So wurde allen
Schwangeren ab 37 Jahren eine invasive Diagnostik, im Sinne einer
Chorionzottenbiopsie oder Amniozentese, angeboten (Snijders, Noble et al.
1998). Die Detektionsrate lag jedoch nur bei 30% fur die T21. Unter zusatzlicher
Bertcksichtigung biochemischer Marker (AFP, bHCG, unkonj. Estriol), die im 2.
Trimenon abgenommen wurden, konnte die Erkennungsrate auf 60% verbessert
werden (Wald, Cuckle et al. 1988). Der sogenannte Triple-Test stellte fir ein

Jahrzehnt den Standard dar, wurde jedoch bedingt durch eine vergleichsweise



hohe Falsch-Positiv-Rate in Abhangigkeit des mutterlichen Alters durch neuere
Methoden erganzt (Wald 2014). Heute wird er nur noch als kostensparende
Alternative oder bei versaumten ETS eingesetzt. Als optimierte Variante kann der
Quadruple-Test angesehen werden. Zusatzlich zu den bereits genannten drei
biochemischen Stoffen wird bei diesem Test das Inhibin-A im matterlichen Blut
untersucht. Malone et al. ermittelten fir den Quadruple-Test eine DR von 81%
bei einer FPR von 5% (Malone, Canick et al. 2005).

Zu Beginn der 1990er Jahre gelang es erstmals den Zusammenhang einer
vergrolierten Nackentransparenz (NT) in der Ultraschalluntersuchung zwischen
der 10-14. SSW. und dem Risiko fur das Auftreten von Chromosomenstoérungen,
vor allem der Trisomie 21, zu ermitteln (Nicolaides, Azar et al. 1992, Ville,
Lalondrelle et al. 1992). Durch die Kombination der Nackentransparenzmessung
und des maternalen Alters konnte eine Detektionsrate von 82,2% bei einer
Falsch-Positiv-Rate von 8,3% erreicht werden (Snijders, Noble et al. 1998). Die
Nackentransparenz reprasentiert dabei bis heute den effektivsten Einzelmarker
im Hinblick auf das Screening fir Chromosomenstérung (Wright, Kagan et al.
2008). Ferner kann die NT auch ein Hinweis auf andere Anomalien wie in erster
Linie Herzfehler, aber auch Zwerchfellhernien, Akranie, Omphalozele,
Megacystis, Skeletale Dysplasie und andere Fehlbildungen sein (Syngelaki,
Chelemen et al. 2011).

Gegenwartig stellt das kombinierte Ersttrimesterscreening (cETS) in der 11+0 —
13+6 SSW., welches sich aus einer Beratung durch den Arzt, einer
Ultraschalluntersuchung der NT sowie biochemischen und maternalen Markern
zusammensetzt, den Goldstandard in der Entscheidungsfindung fur weitere
Untersuchungen dar. Richtlinien und Empfehlungen zur korrekten Durchflihrung
werden von der Fetal Medicine Foundation (FMF), German Society of Ultrasound
in Medicine and Biology und International Society of Ultrasound in Obstetrics and
Gynecology (ISUOG) zur Verfugung gestellt (Nicolaides 2011, Salomon, Alfirevic
et al. 2013, von Kaisenberg, Chaoui et al. 2016). Hierdurch kénnen fur die T21,
18 und 13 Detektionsraten von 92,1, 96,4 % und 92,2% bei einer Falsch-Positiv-
Rate (FPR) von 4,6 % erreicht werden (Kagan, Wright et al. 2008, Kagan,
Etchegaray et al. 2009, Wright, Syngelaki et al. 2014, Santorum, Wright et al.
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2017). Santorum et al. konnten dieses Ergebnis in einer grof3en Studie mit knapp
110.000 Schwangeren, bei denen ein cETS erfolgte, bestatigen (Santorum,
Wright et al. 2017). Gemittelt Iasst sich mit dieser Methode fur die drei haufigsten
Trisomien entsprechend eine Gesamt-DR und FPR von ungefahr 95% und 3,1%
erreichen (Kagan, Wright et al. 2008). Eine zusatzliche Reduzierung der FPR
kann mittels Einkalkulierung zusatzlicher Ultraschall-Marker wie das Fehlen des
fetalen Nasenbeins, einer fetalen Trikuspidalinsuffizienz oder der Beurteilung des
Ductus Venosus erzielt werden, sofern die erforderliche Untersucherexpertise
dies zulasst (Kagan, Cicero et al. 2009, Kagan, Valencia et al. 2009, Maiz,
Valencia et al. 2009). Hervorzuheben ist auch das breite Untersuchungsspektrum
des CcETS, welches keinesfalls als isoliertes Screening auf
Chromosomenstorungen, sondern vielmehr als generelle Vorsorgeuntersuchung
verstanden werden sollte (Kagan, Sonek et al. 2022). So lassen sich mittels
detaillierter Ultraschalluntersuchung und NT-Messung auch andere fetale
Anomalien wie Triploidien, das Ullrich-Turner-Syndrom (Wagner, Sonek et al.
2016) oder Herzfehler (Becker and Wegner 2006) im 1. Trimenon erkennen. Die
Beurteilung des Hirnstamms und des 4. Ventrikels kann fruhzeitig auf die
Entwicklung von Neuralrohrdefekten, wie einer Spina Bifida, hinweisen (Chaoui,
Benoit et al. 2009, Lachmann, Chaoui et al. 2011). Die Erforschung neuer
Messparameter im Hinblick auf die fetale Anatomie ist unter anderem auf die
stetige Optimierung von Messgeraten, beispielshalber von
Ultraschallequipement, zuruckzufuhren. Auch die zunehmende Erfahrung der
Untersucher spielt dabei keine unwesentliche Rolle (von Kaisenberg, Chaoui et
al. 2016). Eine fortdauernde Optimierung der Untersuchungseffektivitat kann

folglich gewahrleistet werden.

1.2. Wandel zur cfDNA-Analyse

Mit der cfDNA-Analyse kundigte sich ein Paradigmenwechsel im
Pranatalscreening auf  Aneuploidien an. Diese neue  effektive
Untersuchungsmethode etablierte sich insbesondere durch ihre hohe Testgute

fur das Screening auf das Down-Syndrom (Kagan, Eiben et al. 2014).
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Rechnete man bei Einfuhrung noch damit, dass der NIPT die derzeitigen
Untersuchungsverfahren ganzlich ablésen wirde, wird der Test heute viel mehr
als Erganzung zum Ersttrimesterscreening gesehen. Das cETS verteidigt seine
Position nicht zuletzt durch die gréRere Bandbreite der potenziell detektierbaren
Komplikationen in der Schwangerschaft, wahrend sich der NIPT weitestgehend
auf die gangigen Chromosomenstérungen beschrankt. Ob es im Zuge
zukUnftiger Optimierung bezuglich des Untersuchungsspektrums und der
Kosteneffizienz zu einem ganzlichen Wandel zur cfDNA-Analyse kommt, bleibt
abzuwarten. Gegenwartig sind die Kosten fir eine flachendeckende Anwendung
jedoch noch zu hoch (Kagan, Hoopmann et al. 2015). Sicher bleibt, dass es sich
auch weiterhin nicht um einen diagnostischen Test handelt und eine invasive
diagnostische Absicherung mittels Chorionzottenbiopsie oder Amniozentese bei

positivem Ergebnis obligat bleibt (Kagan, Eiben et al. 2014).

Der Gedanke, Chromosomenstorungen Uber eine Analyse fetaler DNA zu
diagnostizieren, wurde zunachst Uber den Versuch fetale Zellen aus dem
mutterlichen Blut zu gewinnen, verfolgt (Holzgreve, Garritsen et al. 1992). Zu
geringe Konzentrationen limitierten jedoch die Moglichkeit der Extraktion. Dies
spiegelte sich in der bescheidenen Testgute dieses Verfahrens wieder. Folglich
ermoglichte die Analyse fetaler Zellen im Hinblick auf das Trisomie 21 Screening
nur eine DR von 75% bei einer FPR von 4,1% und 0,6% fur weibliche und
mannliche Feten (Bianchi, Simpson et al. 2002). Die Entdeckung von zellfreier
fetaler DNA (cffDNA) im mutterlichen Plasma Schwangerer im Jahr 1997
eroffnete neue Pforten fur die Pranataldiagnostik (Lo, Corbetta et al. 1997). Bei
der frei zirkulierenden zellfreien DNA (cfDNA) handelt es sich um ein Gemisch,
welches sich aus maternalen- und fetalen DNA — Fragmenten zusammensetzt.
Der maternale Anteil macht dabei mengenmaRig den Grofdteil aus und entsteht
hauptsachlich aus mautterlichen hamatopoetischen Zellen und Fettgewebe
(Haghiac, Vora et al. 2012, Peng and Jiang 2017). Der Anteil der geringer
konzentrierten cffDNA an der gesamten cfDNA wird auch als Fetale Fraktion
(engl. fetal fraction, FF) bezeichnet und ist bereits wenige Stunden nach der
Entbindung nicht mehr nachweisbar (Lo, Chan et al. 2010). Mittels Gauldscher
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Glocke lasst sich die Verteilung der FF wahrend des gesamten
Schwangerschaftszeitraums darstellen. Sie umfasst rund 5-15% der cfDNA (Lo,
Tein et al. 1998) und erreicht mit 10-20% in der 10.-21. SSW ihr Maximum
(Taglauer, Wilkins-Haug et al. 2014). Dabei ist sie in Bruchstlicke von etwa 300
Basenpaaren verteilt. Es ist anzumerken, dass die cffDNA, entgegen der durch
die irrefGhrende Bezeichnung anzunehmenden Erwartung, nicht fetalen sondern
primar plazentaren Ursprungs ist (Bianchi 2004). Tjoa et al. konstatierten einen
Zusammenhang zwischen degenerativen Veranderungen der
Synzytotrophoblasten und einer Liberation der cffDNA ins maternale Blut. Das
Zusammenwirken von apoptotischen und nekrotischen Prozessen st
anzunehmen (Tjoa, Cindrova-Davies et al. 2006). Verschiedene maternale und
fetale, biochemische und biophysikalische Faktoren nehmen dabei Einfluss auf
die Menge der cffDNA.

1.3. Methodik der NIPT

Derzeit existieren zur Messung der cffDNA mit ,massively parallel sequencing®
(MPS) und targeted sequencing“® (TS) sowie der Analyse von
Einzelnukleotidpolymorphismen (engl. single nucleotid polymorphism = SNP)
mehrere etablierte und moderne Analyseverfahren. Beim MPS und TS handelt
es sich um Hochdurchsatz-Sequenzierungen. Sie erlauben eine rasche
Amplifizierung und Sequenzierung der zellfreien DNA wahrend der
Schwangerschaft mit der Folge, dass eine Anwendung im klinischen Alltag
ermoglicht werden kann (Metzker 2010, Fan, Gu et al. 2012). Beide Verfahren
zeichnen sich durch verschiedene Methoden aus um unterschiedliche
Auspragungen des Erbguts, wie Aneuploidien, zu erkennen. Gleichwohl beide
Ansatze darauf abzielen, die DNA Fragmente den entsprechenden
Chromosomen zuzuweisen, werden beim MPS alle DNA-Fragmente analysiert,
wahrend das targeted sequencing allein die Zuordnung von DNA-Fragmenten
einzelner Chromosomen verfolgt (Palomaki, Kloza et al. 2011, Bianchi, Platt et
al. 2012, Sparks, Wang et al. 2012, Stumm, Entezami et al. 2012). MPS liest

dementsprechend enorm viel ,unbrauchbares” Genmaterial aus. Chiu et al.
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fuhrten beispielsweise eine Studie durch, in der mit MPS nach Aneuploidien
gescreened wurde (Chiu, Chan et al. 2008). Nur 0,3% der sequenzierten DNA
war fur die Analyse relevant. Folglich handelt es sich beim targeting sequencing
um eine effizientere und kostensparendere Methode, die flr den klinischen
Gebrauch geeigneter scheint (Sparks, Wang et al. 2012).

Auf Grund der Tatsache, dass eine gesonderte Untersuchung der plazentaren
DNA-Fragmente zu komplex ist, konzentriert sich die Auswertung auf die
gesamte cfDNA. Dies hat zur Folge, dass sich nur marginale Unterschiede
zwischen einer fetalen Trisomie und einem normalen Ergebnis ergeben. Lassen
sich dementsprechend 0,75% des menschlichen Genoms dem Chromosom 21
(C) zuordnen, bedeutet das einen Anteil von 1,5% bei unauffalligem
Chromosomensatz und folglich 2,25% bei Trisomie 21. Folgende Rechnung
veranschaulicht die Herausforderung eines solchen Tests, wirde man einen
fetalen Anteil von 15% bei vorliegender Schwangerschaft mit Trisomie
annehmen: 0,15 (15% cffDNA) x 2,25 (fetaler Anteil des C21 bei T21) + 0,85
(85% maternale DNA) x 1,5 (maternaler Anteil des C21 am mutterlichen Genom)
= 1,6125. Dementsprechend muss der Test hier in der Lage sein zwischen
1,6125% und 1,5% zu unterscheiden. Je geringer also die FF ausfallt, desto
marginaler prasentiert sich der Abstand zum Normalbefund.

Das hat zur Folge, dass sich der Abstand zum Normalbefund mit geringer
werdender FF marginaler prasentiert und der Test an Trennscharfe verliert
(Kagan, Eiben et al. 2014). Mit der Microarray-basierten DNA-
Quantifikationsmethode wurde eine noch effektivere Version des NIPT
entwickelt, die im Vergleich zum Next-Generation-Sequencing sowohl ein
schnelleres als auch praziseres Ergebnis generiert (Juneau, Bogard et al. 2014).
Z-Scores dienen der statistischen Analyse. Sie stellen den Abstand des
ermittelten Wertes vom erwarteten Mittelwert, hier also dem Normalbefund, in
Standardabweichungen an. Ublicherweise wird ein Grenzwert von 3,0 zur
Entscheidungshilfe herangezogen (Chiu, Akolekar et al. 2011). Das bedeutet,
dass bei einem Z-Score bis 3,0 ein normaler Karyotyp angenommen wird,
hingegen bei einem Wert > 3,0 von einer Trisomie ausgegangen wird. Bei

Gebrauch dieses Schwellenwertes, wirden sich 99,9% der Feten mit euploidem
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Chromosomensatz im Normalbereich, also z <3, wiederfinden. Daraus resultiert
eine FPR von 0,01% (Chiu, Chan et al. 2008).

Die Untersuchung von Einzelnukleotidpolymorphismen stellt eine Alternative dar.
Bei dieser Methode wird zuerst das Muster von SNPs auf den Chromosomen 13,
18, 21, Xund Y ausgewertet. Hierbei wird die gesamte freie DNA, also maternale
und fetale Fragmente, untersucht. In einem zweiten Schritt werden dann allein
die SNPs der maternalen DNA, mittels Analyse mutterlicher Leukozyten, beurteilt
und mit der ersten Analyse verglichen. In der Folge kann die fetale SNP-
Konstellation abgeleitet werden und auf Aneuploidien geschlossen werden
(Dhallan, Guo et al. 2007).

1.4. Testgute der cfDNA-Analyse im Screening auf T21, T18 und T13

In den ersten Jahren nach Einfuhrung des NIPT limitierten sich die meisten
Studien, die sich die Untersuchung der Testglte zum Ziel setzten, auf
Risikokollektive (Ashoor, Syngelaki et al. 2012, Bianchi, Platt et al. 2012, Norton,
Brar et al. 2012, Palomaki, Deciu et al. 2012, Sparks, Struble et al. 2012, Stumm,
Entezami et al. 2012, Zimmermann, Hill et al. 2012). Mittlerweile existieren auch
Screeningstudien in Normalkollektiven (Pergament, Cuckle et al. 2014, Norton
and Wapner 2015, Quezada, Gil et al. 2015, Stokowski, Wang et al. 2015,
McLennan, Palma-Dias et al. 2016, lwarsson, Jacobsson et al. 2017). Verschiede
Meta-Analysen werteten die Ergebnisse einzelner Studien aus (Taylor-Phillips,
Freeman et al. 2016, Gil, Accurti et al. 2017).

Gil et al. ermittelten in ihrer Meta-Analyse eine DR von 99,7%, 97,9% und 99%
bei einer FPR von jeweils 0,04% fur T21, T18 und T13 sowie eine DR und FPR
von 95,8% und 0,14% flr Monosomie X. Dabei wurden 30 Studien mit insgesamt
225032 normalen Schwangerschaften und 1963 T21 Schwangerschaften
berucksichtigt.

Seit dieser Meta-Analyse steht fest, dass es sich bei der cfDNA-Analyse
angesichts hochster Testgutekriterien um die beste Screeningmethode
hinsichtlich einer T21, T18 oder T13 handelt. Bestatigt wurde dieses Ergebnis

durch weitere Meta-Analysen und Cochrane-Studien (Badeau, Lindsay et al.
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2017, Mackie, Hemming et al. 2017, Geppert, Stinton et al. 2020). Im
unmittelbaren Vergleich zum cETS stellt sich der NIPT damit als Uberlegen
heraus. Dennoch darf dabei nicht vergessen werden, dass die cfDNA-Analyse im
Untersuchungsspektrum  limitiert ist und sich auf die typischen
Chromosomenstorungen und Sexchromosomenveranderungen beschrankt.
Zudem fallt der Test in 1-3% der Falle ergebnislos aus (Palomaki and Kloza
2018). Auch muss betont werden, dass es sich bei der Analyse zellfreier fetaler
DNA um DNA-Fragmente primar plazentaren Ursprungs handelt. Insbesondere
plazentare Mosaike oder das Phanomen eines ,Vanishing Twins“ kdnnen
entsprechend Falsch-positive Ergebnisse verursachen (Kagan, Eiben et al.
2014). Der NIPT darf deshalb trotz seiner hohen Testglte nicht als
diagnostischer Test, sondern viel mehr als sehr guter Screeningtest verstanden
werden. Einem auffalligen Ergebnis muss entsprechend immer eine invasive
Diagnostik folgen (Nicolaides, Syngelaki et al. 2012). Kagan et al. verdeutlichen
dies in einer Ubersichtsarbeit an folgendem Beispiel: Wenn in der
Normalbevolkerung von einer altersunabhangigen T21-Pravalenz von etwa 1 in
500 Fallen ausgegangen wird, fanden sich bei 100000 normalen
Schwangerschaften 200 von T21 betroffene Feten. Bei einer DR von 99%
wurden 198 davon erkannt werden kdnnen. Entsprechend wirden bei einer FPR
von 0,1% 100 Schwangerschaften falsch-positiv deklariert werden. Von
insgesamt 298 testpositiven Schwangerschaften waren also nur 198, also zwei
Drittel, wirklich betroffen (Kagan, Eiben et al. 2014). Eine allein auf der cfDNA-
Analyse basierte Konsequenz, wie schlimmstenfalls eine Abortinduktion, lieRRe
sich nicht vertreten.

Betont werden sollte auch, dass die positiven (PPV) und negativen
Vorhersagewerte (NPV) eines Screeningtests immer in Abhangigkeit zur
Pravalenz einer Erkrankung stehen. Dies gilt auch fur Tests mit hoher Sensitivitat
und niedriger FPR (Wax, Chard et al. 2015). Der positiv pradiktive Wert gibt an,
wie viele Personen mit einem positiven Testergebnis, tatsachlich krank sind.
Solange die Pravalenz niedriger als die FPR ist, ist mit mehrheitlich falsch-
positiven Ergebnissen zu rechnen. Sogar bei vollstandiger Detektionsrate von
100% und niedriger FPR trifft dies zu (Mackie, Hemming et al. 2017).
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Insbesondere bei der Aufklarung junger Patientinnen mit entsprechend geringer
Pravalenz der Trisomien 21, 18 und 13 sollte dies berucksichtig werden
(Kozlowski, Burkhardt et al. 2018).

1.5. Screening auf andere chromosomale Stérungen und Veranderungen

Mit zunehmender Etablierung des NIPT stieg in den letzten Jahren auch das
Interesse andere Chromosomenabberationen, wie seltene Trisomien,
Sexchromosomenstérungen, Mikrodeletionen und  -duplikationen  und
monogenetische Erkrankungen mittels cfDNA-Analyse zu testen und das
Restrisiko anderer genetischer Storungen zu reduzieren. Maya et al. konnten in
ihrer Studie demonstrieren, dass eine Erweiterung des Spektrums detektierbarer
Erkrankungen nicht zwangslaufig zu einer signifikanten Reduktion des
Restrisikos fuhrt (Maya, Salzer Sheelo et al. 2022). In ihrer Studie verglichen sie
das Restrisiko fur unterschiedliche Gruppen, die sich einem Screening fur T21,
T18 und T13, sowie zusatzlich jeweils fur Sexchromosomenveranderungen, fur
Mikrodeletionen/-duplikationen einschlie8lich 1p36.3-1p36.2; 4p16.3-4p16.2;
5p15.3-5.p15.1; 15911.2-15913.1 und 22g11.2 und einer Gruppe mit ,genome-
wide screening” fur Chromosomenstérungen von 7 Megabasenpaaren und mehr,
unterzogen. Insgesamt fanden sich bei 1,2% aller Feten chromosomale
Stérungen und das Restrisiko betrug in den Gruppen 1,07%, 0,78%, 0,74% und
0,68%.

Dabei darf nicht vergessen werden, dass mit zunehmender Zahl detektierbarer
Fehlbildungen auch die Falsch-Positiv Rate zunimmt. Zudem ist fraglich, ob die
haufig extrem niedrige Pravalenz solcher Defekte eine Berlcksichtigung in einem
Routinescreening rechtfertigt (Kagan, Sonek et al. 2022). Dennoch kann der
Einsatz eines NIPT zur Untersuchung auf selten Defekte durchaus nutzlich sein.
Beispielsweise lasst sich nach einer auffalligen Ultraschalluntersuchung der
Verdacht auf eine Achondroplasie mittels cfDNA-Analyse auf eine FGFR-3
Mutation erharten (Ren, Zhao et al. 2018).
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1.6. Screening auf gonosomale Aberrationen und fruhzeitige

Geschlechtererkennung

Heutzutage wird im Rahmen des NIPT, zumeist auf Wunsch unter héherem
Kostenaufwand, auch ein Screening auf X/Y-chromosomale Stdrungen
angeboten. Die haufigsten gonosomalen Aberrationen (engl. sex chromosome
aneuploidies = SCA) sind die Monosomie X, auch als Ullrich-Turner-Syndrom
bezeichnet, das Triple-X-Syndrom (47, XXX), das Klinefelter-Syndrom (47, XXY)
und das Diplo-Y-Syndrom (47, XYY). Die Gesamt-Pravalenz von SCAs ist mit
etwa 0,03% im Vergleich zu den Trisomien gering. Gil et al. fassten die Testgute
in inrer Meta-Analyse zusammen und berichteten Uber Detektionsraten zwischen
95,8% und 100% und Falsch Positiv Raten von 0,004% bis 0,41% (Gil, Accurti et
al. 2017).

Diese zunachst sehr guten Ergebnisse sind jedoch kritisch zu hinterfragen, da
etwaige Veranderungen postnatal haufig unentdeckt bleiben, wodurch die echte
Detektionsrate niedriger liegen sollte. Bedingt durch die damit einhergehende
niedrigere Letalitat, Ubersteigt die Pravalenz an SCA-Tragern in der lebenden
Bevolkerung allerdings jener der autosomalen Chromosomenstorungen, sodass
auch hier der Wunsch nach einer friihen Identifikation besteht (Mazloom, Dzakula
et al. 2013). Der oftmals gute Outcome stellt allerdings in Frage, ob eine
pranatale Testung begrindet werden kann. Betont werden sollte, dass der PPV
(Positive Pradiktive Vorhersagewert) trotz der geringen FPR im Screening auf
SCAs sehr gering ausfallt. Am Beispiel des Turner-Syndroms betragt die PPV
nur ca. 30% (Mennuti, Chandrasekaran et al. 2015). Zu einem ahnlichen
Ergebnis kamen auch andere Studien (Meck, Kramer Dugan et al. 2015).
Ursachlich kommen neben der geringen Pravalenz insbesondere plazentare
Mosaike in Betracht (Neufeld-Kaiser, Cheng et al. 2015).

Weiter zeigt die cfDNA-Analyse bei der Identifikation des Geschlechts eine sehr
hohe Testgenauigkeit von 99% (Kozlowski, Burkhardt et al. 2018). Dabei nimmt
die Testzuverlassigkeit im Laufe der Schwangerschaft zu. Zurickzuflhren ist
dies am ehesten auf die steigende cfDNA Konzentration mit zunehmenden

Gestationsalter. Allerdings ist eine verlassliche Aussage Uber das Geschlecht
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schon ab der 7. SSW. madglich. Beachtet werden sollte, dass die
Geschlechtermitteilung vor der 12. SSW post menstruationem durch das
Gendiagnostikgesetz in Deutschland verboten ist (Gendiagnostikgesetz -
GenDG). Dennoch kann eine frihzeitige Geschlechtsidentifikation in einzelnen
Fallen, beispielsweise bei familiarer Vorbelastung durch X-chromosomal-
vererbte Erkrankungen oder im Falle eines Adrenogenitalen Syndroms (AGS) um
eine Steroid-Therapie rechtzeitig einzuleiten, sinnvoll sein (Kozlowski, Burkhardt
et al. 2018).

1.7. Screening in Mehrlingsschwangerschaften

Die cfDNA-Analyse wird auch im Rahmen vorliegender
Zwillingsschwangerschaften angeboten. Dennoch gestaltet sich die Testung
komplexer, da bei betroffenen zweieiigen Zwillingen in der Regel nur ein Fet eine
chromosomale Stérung aufweist. Aulderdem koénnten Aneuploidien Ubersehen
werden, wenn der betroffene Fet nur eine geringe Menge an DNA unterhalb des
Schwellenwerts zur fetal fraction beitragt, wahrend der gesunde Fet ein falsch-
negatives Ergebnis hervorrufen wurde. Daruber hinaus nimmt mit der insgesamt
geringeren fetalen Fraktion auch die Zahl an Testfehlern zu (Bevilacqua, Gil et
al. 2015). Kontrar dazu findet sich bei monozygoten Zwillingen bedingt durch ihre
identische Genetik in der Regel ausreichend fetale DNA (Revello, Sarno et al.
2016). Gil et al. ermittelten in ihrer Meta-Analyse, unter Berlcksichtigung von funf
Studien (Lau, Jiang et al. 2013, Huang, Zheng et al. 2014, Benachi, Letourneau
et al. 2015, Sarno, Revello et al. 2016, Tan, Gao et al. 2016), eine DR von 100%
bei einer FPR von 0% fur die Trisomie 21 (addierte Fallzahl = 24). Von 14
Trisomie 18 Fallen konnten 13 richtig erkannt werden. Im einzigen Fall einer
Trisomie 13 lieferte die cfDNA Analyse ein falsch-negatives Ergebnis (Gil, Accurti
et al. 2017). Damit zeigt der NIPT im Screening auf T21 bei Zwillingen
gegenwartig eine ahnliche Testgute wie fur Einlingsschwangerschaften, wahrend
die noch dunne Datenlage hinsichtlich einer T18 und T13 eine sinnvolle
Interpretation noch nicht zulasst. Fur héhere Mehrlingsschwangerschaften ist der
Test derzeit nicht erhaltlich (Kozlowski, Burkhardt et al. 2018).



19

1.8. NIPT im Screening auf seltene Chromosomenstorungen,

Mikrodeletionen und -duplikationen

Neben den klassischen Trisomien 21, 18 und 13, die etwa 75% aller Aneuploidien
ausmachen, konnen auch seltenere Chromosomenstérungen (RATSs), wie z.B.
die Trisomie 9, mittels cfDNA-Analyse erfasst werden (Liang, Lv et al. 2013,
Pescia, Guex et al. 2017). Die Arbeitsgruppe um Scott et al. berichteten nach
Auswertung von 23.000 cfDNA-Tests von einer Pravalenz von 1:835 fur RATSs.
Dazu zahlten Falle einer Trisomie 7,16 und 22 (Scott, Bonifacio et al. 2018). Benn
et al. demonstrierten in einer noch groReren Analyse unter Berucksichtigung von
insgesamt 200.000 cfDNA Messungen eine Pravalenz von 0.32%, hauptsachlich
bedingt durch Trisomie 7, 15, 16 und 22 Falle (Benn, Malvestiti et al. 2019). In
41,1% endete die Schwangerschaft in einer unauffalligen Lebendgeburt und in
27,2% wurde eine Fehlgeburt beobachtet. Nur 7,3% der Feten zeigten
Fehlbildungen, bei 2% fand sich eine relevante uniparentale Disomie und bei
14,6% konnte eine Wachstumsretardierung beobachtet werden. Eine
routinemafige Implementierung in die cfDNA-Analyse wurde hinsichtlich der
fraglichen klinischen Relevanz und mangels Praventionsmdglichkeiten seitens
der Autoren abgelehnt.

Abgesehen von autosomalen und gonosomalen Chromosomenaberrationen
verfugt der NIPT auch Uber die Moglichkeit Kopienzahlvariationen (engl. copy
number variation = CNV) zu detektieren. Dabei handelt es sich um kleinste
strukturelle  Abweichungen des Erbguts, die hauptsachlich durch
Mikrodeletionen, seltener auch durch Mikroduplikationen verursacht werden.
CNVs treten unabhangig vom mudatterlichen Alter auf. Pathologische
submikroskopische Veranderungen lassen sich in etwa 3,6% aller
Schwangerschaften mit auffalligem und 1,9% ohne auffalligem Ultraschallbefund
finden (Srebniak, Knapen et al. 2017). Da Mikrodeletionen durch klassische
Karyotypisierung nicht erfasst werden kénnen, gelingt der Nachweis Uber eine

Array-CGH-Analyse  (Array-base  Comparative  Genomic  Hybridization)
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(Kozlowski, Burkhardt et al. 2018). Sogar Mikrodeletionssyndrome, wie das wohl
bekannteste Di-George-Syndrom, in der Grélkenordnung von 3-5 Megabasen
lassen sich mit dieser Methode nachzuweisen (Jensen, Dzakula et al. 2012). In
einer grof3en retrospektiven Studie unter Berlcksichtigung von 80000 cfDNA-
Analysen betrug die FPR fur die SNP-basierte Testung des Di-George-Syndroms
0,33%. Nach Adjustierung der Sequenzierungstiefe konnte eine FPR von 0,07%
erreicht werden (Martin, lyengar et al. 2018). Kagan et al. berichten in einer
prospektiven Studie von einer FPR von 0,27% bei einer Testfehler-Quote von
0,9% (Kagan, Hoopmann et al. 2020). Die Arbeitsgruppe um Schmid et al.
berichten nach einer  Gegenuberstellung von 122  betroffenen
Schwangerschaften mit einer simulierten unbetroffenen Kontrollgruppe tber eine
Detektionsrate von 75,4% bei niedriger Falsch-positiv Rate (Schmid, Wang et al.
2018). Andere Studien konnten diese Ergebnisse bestatigen (Bevilacqua, Jani et
al. 2021).

Zusammenfassend ist eine Implementierung des Screenings auf 22q11.2DS in
die cfDNA-Analyse hinsichtlich der Testgute bereits moglich. Gegenwartig wird
das Di-George-S. uberwiegend im zweiten Trimenon oder sogar spater nach
auffalligem Fehlbildungsultraschall diagnostiziert. Mittels cfDNA-Analyse ware
eine friuhzeitigere Erkennung moglich, wodurch praventive Mallnahmen
hinsichtlich der Symptomatik (z.B. Dysphagie, erhdhtes Krampfpotenzial, etc.)
vorausgehend geplant und eingeleitet wirden. Die Variabilitat der
phanotypischen Auspragung lasst dennoch Diskussionsspielraum.

Ein weiteres Anwendungsgebiet fur die cfDNA-Analyse ist die frihe Erkennung
von monogenen Erkrankungen. Insbesondere fur Schwangerschaften mit
positiver Familienanamnese kann die Abklarung nicht-invasiv erfolgen, um
unnotige Bedenken zu beseitigen. Das Spektrum erkennbarer Leiden ist dabei
sehr breit gefachert und schlieBt unter anderem Erkrankungen wie
Achondroplasie und Myotone Dystrophie ein (Amicucci, Gennarelli et al. 2000,
Chitty, Griffin et al. 2011).
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1.9. NIPT in der klinischen Anwendung

Bis vor kurzem wurde der NIPT nur als IGelL-Leistung angeboten, wodurch der
klinische Einsatz kostenbedingt limitiert war. Seit Juli 2022 kdnnen Schwangere
die Untersuchung im Rahmen einer kassenarztlichen Leistung in Ansprung
nehmen. Zurtckzufuhren ist dies auch auf immer effektivere Analysemethoden,
gunstigere Geratschaften, wachsende Konkurrenz und eine zunehmende
gesellschaftliche Etablierung.

Die FMF Deutschland empfiehlt die indikationsbezogene Anwendung des NIPT,
obwohl sich die Deutsche Gesellschaft fiur Humangenetik (GfH) dafir
ausgesprochen hat, dass der Test keiner Schwangeren vorenthalten werden darf
(GfH 2012, Kozlowski, Burkhardt et al. 2018). Bei Inanspruchnahme der cfDNA-
Analyse in Deutschland muss das Gendiagnostikgesetz eingehalten werden. Der
durchfiuhrende Arzt ist verpflichtet Uber die Testgute, Alternativen und das
Ergebnis aufzuklaren. Das Ergebnis darf nur der betroffenen Person und nur
durch den verantwortlichen Arzt mitgeteilt werden (Gendiagnostikgesetz).

Auch die Deutsche Gesellschaft fuir Ultraschall in der Medizin (DEGUM) empfiehlt
den NIPT nur fur ein ausgewahltes Risikokollektiv nach stattgehabter
Ultraschalluntersuchung. Eine  Kombination mit dem  kombinierten
Ersttrimesterscreening ist anzustreben. Der Vorteil liegt darin, dass sich das
cETS als gute, kosteneffiziente Methode etabliert hat, die durch den Grolteil der
Gynakologen durchgefuhrt werden kann. So kann ein Zwei-Stufen-Ansatz
verfolgt werden, bei dem nach entsprechendem Ergebnis im cETS im zweiten
Schritt der NIPT zur weiteren Abklarung erfolgen kann (Nicolaides, Wright et al.
2013, Kagan, Hoopmann et al. 2015, Kagan, Schmid et al. 2015, Kagan, Sonek
et al. 2022). Dabei dient das cETS als vorausgehende Untersuchung dazu,
Schwangerschaften entsprechend ihres Fehlbildungs-Risikos in Hoch-,
Intermediar- und Niedrigrisikogruppen einzuordnen.

In der Hochrisikogruppe, die sich durch Grenzwerte von 1:50 (FMF UK) bis 1:150
(FMF Deutschland) definiert, wird der Einsatz des NIPT als Folgeuntersuchung

nicht empfohlen. Der Grund liegt darin, dass in diesem Kollektiv das Spektrum
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an zu Grunde liegenden Ursachen dem der durch NIPT erkennbaren
Erkrankungen bei weiten Uberragt (Kagan, Hoopmann et al. 2015). Entsprechend
sollte eine invasiv-diagnostische Abklarung folgen, da die Trisomien 21, 18 und
13 nur ca. 70% der erkennbaren Chromosomenstérungen abbilden (Wellesley,
Dolk et al. 2012). Petersen et al. konnten zeigen, dass mit steigendem
mutterlichem Alter, zunehmender NT und abweichender biochemischer
Untersuchung der Anteil an atypischen Chromosomenstérungen ansteigt. 23,4%
aller pathologischen chromosomalen Anomalien wurden nicht durch eine T21,
T18 oder T13 verursacht (Petersen, Vogel et al. 2014).

Auch im Niedrigrisikokollektiv wird von einem Einsatz des NIPT zur weiteren
Abklarung abgeraten. Grund dafir ist einerseits die niedrige Pravalenz der durch
NIPT erkennbaren Chromosomenstorungen, die den positiven pradiktiven Wert
gering ausfallen lasst. Zum anderen ist die Pravalenz anderer nicht durch NIPT
detektierbarer Chromosomenstorungen in dieser Gruppe vergleichsweise hoher,
sodass ein unauffalliges Ergebnis den Patientinnen falschlicherweise ein Gefuhl
der Sicherheit vermitteln wirde. Wegen des niedrigen Gesamtrisikos fur eine
vorliegende Erkrankung, wird im Niedrigrisikokollektiv keine weitere Abklarung
empfohlen (Kagan, Eiben et al. 2014).

Nach heutiger Kenntnis eignet sich der NIPT insbesondere fur Einsatz bei
Patienten der Intermediarrisikogruppe. Dem Kollektiv gehoren jene Falle an, bei
denen das Risiko zwischen den Schwellenwerten der Hochrisiko- und
Niedrigrisiko-Gruppe liegt. Je nach Definition handelt sich also um Patienten mit
einem Risiko von etwa 1:10 — 1:2500, beispielsweise bedingt durch ein erhdhtes
matterliches Alter oder ein auffalliges biochemisches Ergebnis bei unauffalligem
Ultraschall. Unter Berucksichtigung zusatzlicher Ultraschallmarker, wie
beispielsweise einer fetalen Trikuspidalinsuffizienz, kann das Risiko weiter
eingegrenzt werden (Kagan, Cicero et al. 2009, Kagan, Valencia et al. 2009,
Maiz, Valencia et al. 2009). Diese Methode bedarf allerdings einer gewissen
Expertise und ist deshalb nicht Uberall umsetzbar.

In einer retrospektiven Studie berichteten Kagan et al. nach direkter
Gegenuberstellung eines  Zwei-Stufen  Ansatzes  (Hochrisiko  21:10;

Intermediarrisiko 1:11 — 1000; Niedrigrisiko < 1:1001) und einer universellen
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cfDNA-Analyse Uber vergleichbare Detektionsraten fur die T21 bei gleichzeitiger
Kosteneinsparung und Berucksichtigung anderer Fehlbildungen.

Einige Lander verfolgen einen alternativen Ansatz der universellen cfDNA
Analyse in erster Instanz (van der Meij, Sistermans et al. 2019). Fir die breite
Anwendung des NIPT sprechen dessen unkomplizierte Durchfihrung mittels
einfacher Blutentnahme und die hochste Detektionsrate und niedrigste Falsch-
Positiv Rate fur die T21, 18 und 13.

NIPT als First-Line Screening wiurde zudem eine Reduktion invasiver
Diagnosetests erzielen, dennoch ware diese Strategie auch mit dem hdchsten
Kostenaufwand verbunden. Aufierdem sollte der Test mindestens zwei Wochen
vor dem ETS-Termin durchgefihrt werden, um das cETS im Falle eines
Testfehlers rechtzeitig durchfuhren zu kénnen (Kagan, Hoopmann et al. 2015).
Die Kombination aus ETS zur Abklarung einer groRen Bandbreite potentieller
Erkrankungen und dem NIPT flr eine bestimme Risikopopulation ist
dementsprechend die geeignetste Methode (Kagan, Eiben et al. 2014,
Kozlowski, Burkhardt et al. 2018, Prodan, Wiechers et al. 2022).

1.10. Limitation der cfDNA-Analyse

Der NIPT ist ein Screeningtest und erlaubt nur eine Einschatzung des Risikos fur
das Vorliegen chromosomaler Aberrationen. Eine Diagnose kann mittels cfDNA-
Analyse nicht gestellt werden. Dafir bedarf es einer invasiv-diagnostischen
Abklarung mittels Chorionzottenbiopsie im ersten Trimenon oder vorzugsweise
Fruchtwasseruntersuchung ab der 15. SSW (Zelig, Knutzen et al. 2016), da bei
der Amniozentese nur fetale Zellen analysiert werden und das Mosaikrisiko
minimiert ist. Auf diese Weise kénnen falsch positive aber auch falsch negative
Ergebnisse ausgeschlossen werden. Diskordante Befunde entstehen primar
deshalb, da die im NIPT analysierten DNA-Fragmente Uberwiegend maternalen
und plazentaren Ursprungs sind. Falsch negative Ergebnisse konnen
beispielsweise zustande kommen, wenn zytogenetische Anomalien auf den
Feten beschrankt sind und nicht die Zytotrophoblasten betreffen. Andererseits ist

die haufigste Ursache fur einen falsch-positiven Befund ein plazentares Mosaik
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(Srebniak, Diderich et al. 2014). Auch maternale Mosaike und Erkrankungen,
insbesondere Tumoren, kénnen falsch-positive Ergebnisse bewirken. Seltener
kann auch ein ,vanishing twin“ solch einen Befund verursachen, wenn die
Blutabnahme fir den NIPT und der Abort zeitlich nah beieinander liegen
(Osborne, Hardisty et al. 2013, Kozlowski, Burkhardt et al. 2018, Wilkins-Haug,
Zhang et al. 2018).

Bei der Veranlassung des NIPT ist mit drei Griinden zu rechnen, die einen
Testfehler oder einen ergebnislosen Befund verursachen kénnen. Dazu zahlen
Transport und Bearbeitungsfehler, technische Fehler bei der Extraktion,
Amplifikation oder Sequenzierung der DNA und eine geringe fetale Fraktion von
unter 4%. Die haufigste Ursache, die in etwa 1-3% der Falle auftritt, ist die
Unterschreitung der Mindestkonzentration an fetaler DNA (Grati and Kagan
2017). Hier wird unter Einverstandnis des Patienten eine Reanalyse
durchgeflhrt, die in der Halfte bis zwei Drittel der Falle zum Ergebnis fuhrt. In der
Halfte bis ein Drittel der Falle bleibt die cfDNA-Analyse auch dann ergebnislos
(Palomaki and Kloza 2018). In Schwangerschaften mit Trisomie fallt die DNA des
betroffenen Chromosoms geringfligig hoher aus als bei einem diploiden
Chromosomensatz. Ob der Test diesen Unterschied erkennt, ist abhangig von
der fetalen Fraktion, die als Qualitatsparameter deshalb immer angegeben
werden sollte (Ashoor, Syngelaki et al. 2013, Kagan, Sonek et al. 2022).

Ein ergebnisloser Test ist jedoch nicht nur mit unnétigen Kosten verbunden. Auch
wurden Betroffene mit einer notwendigen erneuten oder alternativen Testung,
dem damit verbundenen Zeitaufwand, der psychische Belastung und den
konsekutiv hdheren Risiken im Falle eine Intervention dann fortgeschrittenem
Gestationsalter, konfrontiert werden.

Es stellt sich die Frage, inwiefern sich der fehlende Outcome vorhersagen Iasst.
Bestenfalls konnten betroffene Patienten vorab herausselektiert werden und
alternative  Screeningmethoden, wie Dbeispielsweise eine detaillierte
Ultraschalluntersuchung, angeboten werden.

Beantworten lasst sich die Frage, indem man die Einflussfaktoren auf die FF

identifiziert. Dazu gehoren biophysikalische und biochemische Determinanten.
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Bereits bekannt ist ein Zusammenhang zwischen steigendem beta-hCG, PAPP-
A und PIGF-plus Konzentrationen, zunehmender fetaler Scheitel-Steil3-Lange
(SSL) sowie zunehmendem Gestationsalter und der FF. Ebenso publiziert
wurden Daten, die eine inverse Korrelation mit zunehmendem mautterlichem Alter,
Gewicht und BMI aufzeigen. Bei Studostasiatinnen sowie Patienten afrikanischer
Herkunft fallt die FF im Vergleich zu Kaukasierinnen niedriger aus. Geringere
Konzentrationen sind aul’erdem zu erwarten, wenn reproduktionsmedizinische
MalRnahmen in Anspruch genommen wurden oder eine Heparingabe wahrend
der Schwangerschaft erfolgt. Ebenso ist bei vorliegender T18 und 13 eine
niedrigere FF messbar. (Ashoor, Poon et al. 2012, Ashoor, Syngelaki et al. 2013,
Dar, Curnow et al. 2014, Bevilacqua, Gil et al. 2015, Revello, Sarno et al. 2016,
Ma, Wu et al. 2018, Galeva, Gil et al. 2019). Entsprechend ist in diesen Fallen
ofter mit einem ergebnislosen Test zu rechnen, sodass eine sonographische
Beurteilung hier von besonderer Bedeutung bleibt. Im Gegensatz dazu ist bei
Schwangerschaften mit T21 keine Abnahme der FF zu erwarten (Ashoor,
Syngelaki et al. 2013, Kinnings, Geis et al. 2015). Einige Studien berichten in
diesem Fall sogar von einer erhohten FF (Dar, Curnow et al. 2014, Rava,
Srinivasan et al. 2014, Palomaki, Kloza et al. 2015).

1.11. Zielsetzung

In dieser Studie wurde Schwangeren im Rahmen des Ersttrimesterscreenings in
der 12 - 14. SSW. im Anschluss an die Ultraschalluntersuchung eine cfDNA-
Analyse angeboten. Zusatzlich wurde venoses Blut in Form eines zweiten
Serumrohrchens fur die Messung potentieller Serummarker abgenommen. Nach
Zentrifugation wurde das Plasma zur Lagerung zunachst tiefgefrorenen und

anschlieRend laborchemisch auf verschiedene Parameter untersucht.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung potentieller fetaler und maternaler
Einflussfaktoren der Fetalen Fraktion, sowohl biochemischer als auch
biophysikalischer Art, um eine Pradiktion der fetalen Fraktion im Rahmen der

cffDNA-Analyse zu ermdglichen.
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Durch die Identifikation von Ursachen fur die Unterschreitung der
Mindestkonzentration und dem in der Konsequenz ergebnislosen Test konnten
diese bereits vor Testdurchfuhrung gepruft werden. Folgen, wie unter anderem
der hohere Kostenaufwand und die psychische Belastung fir die Patientin im
Falle eines Testfehlers wirden damit im Vorfeld reduziert oder sogar verhindert
werden.

Im ldealfall kann folglich bereits vor Durchfihrung einer cfDNA-Analyse ein
ergebnisloser Test vorhergesagt werden und auf eine gunstigere Alternative
zurlckgegriffen werden.

Um eine genauere Vorhersage zu treffen, bedarf es also einer tiefergrindigen

Erforschung von Einflussfaktoren auf die FF.



27

2. Material & Methodik

In dieser Arbeit wurden cfDNA-Analysen an Schwangeren innerhalb einer grof3en
Studie (,ReFaPo®), welche sich das Ziel setzte die Falsch-Positiv Rate des
Ersttrimester-Screenings zu reduzieren, durchgefihrt.

Die ReFaPo-Studie (engl. Reducing-False-Positives in screening) befasst sich
mit der Erforschung der Falsch-Positiv-Rate beim Ersttrimester-Screening und
bei der zellfreien fetalen DNA-Analyse. Im Rahmen dieser Studie untersuchten
mehrere Arbeitsgruppen jeweils unterschiedliche Themen.

Ziel dieser Arbeit ist die Identifikation von Einflussfaktoren auf die fetale Fraktion.

2.1. Votum der Ethikkomission

Mit der Studie wurde nach Einholung des Votums der Ethikkomission der
Eberhard Karls Universitat Tubingen begonnen. Das Eingangsdatum des
Bescheids der ReFaPo-Studie mit der Projektnummer 572/2015BO1 war der
06.10.2015.

2.2. Rekrutierung des Studienkollektivs

Das Patientenkollektiv umfasste 648 Teilnehmerinnen. Rekrutiert wurden
Schwangere, die in der Zeit vom Oktober 2015 bis Dezember 2016 zur ETS-
Untersuchung in der 12 — 14. SSW an die Universitats-Frauenklinik in Tubingen
uberwiesen wurden.

Die Uberweisung erfolgte von den lokalen Frauenéarzten zur Untersuchung, ohne
dass vorab eine entsprechende Voruntersuchung erfolgte und ohne, dass vorab
eine Vorauswahl aufgrund einer auffalligen Ultraschall-Untersuchung stattfand.
Die Patientinnen wurden, sofern eine Einwilligung zur Studienteilnahme bestand,
fur die Studie rekrutiert.

2.3. Studienablauf

Zu Beginn wurde bei allen Schwangeren eine eingehende Ultraschall-

Untersuchung zur Messung der fetalen NT und zum Ausschluss von fetalen



28

Fehlbildungen durchgefuhrt. Zeigten sich Fehlbildungen bzw. eine NT >3,5 mm

wurde wie Ublich eine invasive Abklarung zur weiteren Diagnostik empfohlen.

Diese Patientinnen konnten nicht fur die Studie rekrutiert werden.

Im Falle einer unauffalligen Voruntersuchung konnten die Patientinnen fir die

Studie rekrutiert werden, sofern diese, nach ausfuhrlicher Aufklarung, schriftlich

einwilligten. Dann wurden die Teilnehmerinnen in zwei Studienarme

randomisiert.

1.

Studien-Arm 1 (keine weitere Beriicksichtigung in dieser Arbeit)

Durchfuhrung des kombinierten ETS durch Berechnung des Trisomie 21
Risikos mittels Bestimmung des freien beta-hCG und PAPP-A. Die beiden
Schwangerschaftshormone wurden durch das Labor Enders in Stuttgart
bestimmt. Mithilfe des Software-Programms ,Viewpoint von GE
Healthcare, Minchen wurde das Risiko fur Trisomie 21 durch den primar
beratenden und rekrutierenden Arzt berechnet und das Ergebnis an die
Schwangere mitgeteilt. Die Datendokumentation erfolgte im Software-
Programm Viewpoint. Dieser Studien-Arm fand in dieser Arbeit keine

weitere Berucksichtigung.

Studien-Arm 2

cfDNA-Analyse und Berechnung des Trisomie 21-Risikos mittels

matterlichem Altersrisiko und cfDNA. Die cfDNA-Analyse erfolgte durch
die Firma Cenata, Tlbingen. Das Analyseergebnis und das daraus
resultierende Trisomie 21 Risiko wurden an den primar beratenden und
rekrutierenden Arzt Gbermittelt. Die Ergebnismitteilung an die Schwangere
erfolgte ebenfalls durch den primar beratenden und rekrutierenden Arzt.

Zusatzlich wurde zum Zeitpunkt der Blutentnahme eine weitere Serum-
Monovette abgenommen, zentrifugiert und in den Laborrdumen der
Universitatsfrauenklinik bei -86°C eingefroren. Die Archivierung der
Serumprobe erfolgte pseudonymisiert. Im Falle einer ergebnislosen
cfDNA-Analyse konnte hieraus eine Messung des beta-HCGs und PAPP-

As erfolgen. Da die Messung der Serummarker nur in der 12. — 14. SSW
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validiert ist und der gesamte cfDNA-Analyseprozess bei zunachst
erfolgloser primarer Auswertung bis zu 4 Wochen bendtigte, musste die
Serumprobe bereits vor Durchfihrung der (potentiell fehlgeschlagenen)
cfDNA-Analyse gewonnen werden. Die Probe wurde nach Abschluss der
Untersuchung verworfen, es sei denn die Patientin willigte der
Archivierung im Rahmen der Biobank des Gesamtklinikums ein.
Anschlielend erfolgte eine weitere Untersuchung an den Serumproben.
Ermittelt wurden die Konzentrationen folgender Hormone und Proteine im
Serum der Schwangeren: beta-hCG, PAPP-A, AFP, NSE, PCT, Prolaktin,
Copeptin pro-AVP, MR-proANP und PLGF-plus.

Hierfir wurden die eingefrorenen Serumproben, aus den Laborrdumen
der Universtitatsfrauenklinik Tubingen in das Labor Enders in Stuttgart
transportiert.

Ein Teil der Proben befand sich dabei bereits im abpipettierten Zustand
und lag als reine Serumprobe vor. Hier erfolgte die Zentrifugation im
Anschluss der Blutentnahme. Die ubrigen Proben wurden nach dem
Auftauen sorgfaltig zentrifugiert und abpipettiert.

Im Anschluss wurden alle Proben mittels Vortex grundlich durchmischt
und zur weiteren Messung in ein fur das Messgerat entsprechendes
Reagenzglas umpipettiert. Die Messung erfolgte im Anschluss mittels zwei
Geraten des Modells Kryptor Compact PLUS (Brahms Thermo Fisher).
Die Analyseergebnisse wurden ausgedruckt und handisch in einer Excel

Tabelle eingetragen.

Die Einschluss-, Ausschluss- und Abbruchkriterien sind in Tab. 1

zusammengefasst.



30

Tab. 1: Einschluss-, Ausschluss- und Abbruchkriterien

Einschlusskriterien - Schwangerschaft in der 12. — 14. SSW

- Wunsch der Patientin  nach  einer
Risikobeurteilung einer Trisomie 21

- Sonographisch kein Hinweis fur eine fetale
Fehlbildung

- NT<35mm

- Unterschriebene Einwilligungserklarung

Ausschlusskriterien - Fehlendes Einverstandnis zur
Studienteilnahme

- Sonographischer Hinweis fur eine fetale
Fehlbildung

- NT>35mm

Abbruchkriterien - Zuruckziehen des Einverstandnisses durch die
Probandin (Freiwilligkeit der Studie)

2.4, Erfassung und Dokumentation der Daten

Die in der Pranatalmedizin etablierte klinische Datenbank ,Viewpoint* (GE
Healthcare) diente zur Dokumentation der im Rahmen der Behandlung

erhobenen Daten. Dazu zahlen fir diese Arbeit:

- Patientenbezogene Daten:
o Name, Vorname, Adresse, Geburtsdatum, Frauenarzt,
Versicherungsstatus
- Medizinische Anamnese / Demographische Daten:
o praexistenter Diabetes Mellitus, Raucherstatus, Ethnische
Zugehdrigkeit
- Geburtshilfliche Anamnese:

o Konzeptionsmodus, Assistierte Reproduktion
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o Erster Tag der Letzten Periodenblutung
- Sonographisch erhobene Daten:
o SSL, BPD
o Nackentransparenz
o Herzfrequenz
o Nasenbein
o Trikuspidalklappenfluss
o DV-Fluss
o Durchblutung der Aa. Uterinae
o Beurteilung der fetalen Sonoanatomie
- Biophysikalische erhobene Daten
o Mittlerer arterieller Blutdruck (jeweils zwei Messungen an
beiden Armen)
- Labor-Analysen:
o PAPP-A, beta-HCG, AFP, NSE, PCT, Prolaktin, MR-proANP,
Copeptin pro AVP, PIGF-plus im Labor Prof. Enders und
Partner, Stuttgart
o cfDNA-Analyse durch die Firma Cenata, Tubingen

2.5. Datenschutz und Datenarchivierung

Nach Abschluss der Studie wurden die Daten mithilfe von Viewpoint durch die
Prufarzte abgefragt, in eine Microsoft Excel Datei Ubertragen und fir die weitere
Auswertung pseudonymisiert. Dadurch blieb die Ruckverfolgbarkeit den
Prufarzten vorbehalten. Die ausgelesenen Daten wurden ausschlieBlich zum
Zwecke der beschriebenen wissenschaftlichen Fragestellungen in Excel-
Tabellen aufbereitet und ausgewertet und nicht an Dritte weitergegeben. Eine
Verschlisselung verhinderte den Zugang zu den Daten fir an der Studie

unbeteiligte Personen und sicherte die Wahrung der arztlichen Schweigepflicht.

Die Datenarchivierung erfolgte in der Viewpoint-Datenbank des
Universitatsklinikums Tubingen, das im klinischen Alltag Anwendung findet und

nur im Intranet der Frauenklinik gedffnet werden kann. Studienteilnehmerinnen
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erhielten einen kleinen Vermerk, ansonsten andert sich am Datenmanagement
nichts. Da es sich (bei den erhobenen Daten) um klinische Daten handelt, gelten
die Datenschutzbestimmungen des Universitatsklinikums, also eine
Langzeitarchivierung uber 30 Jahre mit anschlieRender Vernichtung. Explizit fur
die wissenschaftliche Untersuchung gewonnen Daten werden verschlossen

aufbewahrt und spatestens 10 Jahre nach Studienabschluss vernichtet.

2.6. Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden pseudonymisiert und mit Hilfe des Programmes
Microsoft Office Excel 2017 (Microsoft Corp. Redmond, WA, USA)
zusammengefasst. Die statistische Verarbeitung erfolgte durch Anwendung des
Programmes SPSS Statistics 2021 (IBM corp. Armonk, NY, USA).

Der Anteil der Fetalen Fraktion wurde als kontinuierliche Gro3e in die Analyse

eingeschlossen und als abhangige Variable festgelegt.

Alle Werte wurden zunachst statistisch analysiert und auf Stimmigkeit kontrolliert.
Nicht plausible Werte und extreme Ausreil’er, die z.B. auf Messerfehler

zuruckzufihren waren, konnten dadurch ausgeschlossen werden.

Mittels Regressionsanalyse wurden Zusammenhange zwischen der abhangigen
Variable und anderen, unabhangigen Parametern aufgezeigt. Die lineare
Regression erlaubt einen Zusammenhang mit metrischen, kontinuierlichen
Parametern abzuwagen. Um den Einfluss dichotomer, nominaler Variablen auf
die unabhangige Variable zu untersuchen, bedient sich diese Studie zusatzlich
der logistischen Regressionsanalyse. Hierfir wurde das Kollektiv in 2 Gruppen
(Binarsystem) mit einer Gruppe FF <7 und einer Gruppe FF =7 aufgeteilt.

In der logistischen Regression berucksichtigt werden konnten auch jene
Patientinnen, bei denen die cfDNA Analyse wegen einer Fetalen Fraktion <4
ergebnislos ausfiel, sodass kein absoluter Prozentwert, der fur eine lineare
Regression notwendig ware, vorlag.

Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant eingestuft.
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2.6.1. Lineare Regression (metrische unabh. Variable):

Zusammenhange metrischer, kontinuierlicher Variablen werden anhand der
linearen Regression analysiert. Die Pradiktion einer abhangigen Variablen, in
diesem Fall die ,FF“, von einer unabhangigen Variablen wird dadurch analysiert.
Zu den metrischen Parametern zahlen beispielsweise die in dieser Studie
untersuchten  Hormonkonzentrationen im  mdatterlichen  Blut.  Auch
Patientenmerkmale wie u.a. Alter und Gewicht werden hierbei bertcksichtigt.
Zunachst wird eine einfache lineare Regression angewandt. Dies erlaubt jeden
unabh. Parameter einzeln auf einen Zusammenhang mit der FF zu Uberprifen.
Anschlie3end erfolgte die multiple lineare Regression unter Bertcksichtigung
aller unabhangiger Variablen, fir die zuvor in der einfachen linearen Regression
ein signifikanter Zusammenhang gefunden werden konnte.

Mittels multipler Regression wird abgewogen, ob die beobachtete Variable durch
mehrere unabh. Variable zu erklaren ist und welcher der untersuchten unabh.
Parameter mehr Einfluss auf diese ausubt hat. Hierdurch wird ermdglicht, die
Regressionskoeffizienten der interessierenden Determinanten bezglich

potentieller StorgroRen zu adjustieren.

Fir die Betrachtung der linearen Regressionsanalyse werden die unabhangigen
Variablen auf die x-Achse und die abhangige Variable auf die y-Achse
aufgetragen. Anhand dieses Streudiagramms kann eine Gerade berechnet
werden, die die Lage der Punkte ,bestmdglichst® beschreibt. Der
Regressionskoeffizient stellt die Steigung der Geraden da und erklart, ob die
Korrelation positiv oder negativ ist. Je geringer die Streuung der Wertepaare von
der Geraden, d.h. je naher die Punkte an der Geraden liegen, desto starker ist
der Zusammenhang und die Vorhersagekraft der unabhangigen Variablen zur
abhangigen Fetalen Fraktion. Das Bestimmtheitsmal R? beschreibt dies, wobei
der Wert ,,0 keinen linearen Zusammenhang und der Wert ,1“ den perfekten
linearen Zusammenhang aufzeigt. Dies ermoglich einen Ruckschluss auf die
Relevanz der Regression.

Die grafische Darstellung einer Regression kann mittels Streudiagramm erreicht
werden (s. Abb. 1).
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Fetal Fraction in Abh. vom freien beta-hCG MoM
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freies beta-hCG MoM

Abb. 1.: Exemplarisch: Fetal Fraction in Abh. vom freien beta-hCG MoM. Die Regressionsgerade hat hier
einen Regressionskoeffizienten (= Steigung) von 1.65. Das Bestimmtsheitsmal3 R?> = 0.093.

2.6.2. Multiple of Median der Serummarker

Zunachst lagen die Konzentrationen der Serummarker nach Messung im Labor
Enders in der jeweiligen ,rohen® Einheit vor. Um Einheitlichkeit zu schaffen und
eine Interpretation zu ermdglichen, erfolgte die Konvertierung in den ,MoM-Wert®
(engl. Multiple of median). Der MoM-Wert ist die Einheit, die einen gemessenen
Wert zu einem Durchschnittswert in Beziehung setzt. Hierdurch wurde
ermoglicht, den individuellen Hormonspiegel einer Patientin in Abhangigkeit zu
potentiellen Einflussfaktoren wie der Schwangerschaftswoche oder dem
Korpergewicht zu interpretieren.

Unberlcksichtigt davon blieben MoM-Werte des freien beta-hCG und PAPP-a,
welche automatisch durch die Software Viewpoint generiert wurden. Die
Berechnung wird in den Ergebnissen unter Punkt 3.1.6.1 visualisiert und

erlautert.
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2.6.3. Logistische Regression (nominale Variable)

Um Zusammenhange eines kategorialen Pradiktors (nominalskalierte abh.
Variable) auf den Anteil der fetalen Fraktion aufzuzeigen, bedurfte es einer
logistischen Regression. Hierfur wurde das Studienkollektiv zunachst in zwei
Gruppen, eine mit FF <7 und eine mit FF >7 definiert, und das Kollektiv dadurch
kategorisiert. Im Anschluss lieRen sich nun neben den metrischen Variablen auch
dichotome Variablen (0 oder 1) prognostizieren. Die Wahrscheinlichkeit fur das
Eintreten der Auspragung 1 (= Merkmal vorhanden) konnte dadurch geschatzt
werden.

Als Beispiel lie® sich der Einfluss des Raucherstatus mit nein = 0 und ja = 1 auf
die ,fetal fraction” abbilden.

Danach wurde aquivalent zur linearen Regression eine multiple logistische
Regression aller in der einfach logistischen Regression signifikanten Parameter
durchgeflhrt.

Einen Uberblick Uber alle untersuchten Merkmale gibt Tabelle 8.
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Tabelle 8: Ubersicht metrischer (= gelb hinterlegt) und kategorialer (= blau hinterlegt) abh. Variablen.

Unabhangige Variable | Einheit
Metrisch | Serummarker freies beta-hCG MoM MoM
skaliert PAPP-A MoM
AFP MoM
MRproANP MoM
NSE MoM
PCT MoM
Prolaktin MoM
Copeptin proAVP MoM
PIGF-plus MoM
Patientenmerkmale | Gewicht kg
GrolRe cm
BMI
Maternales Alter (J.) Jahre
Gestationsalter SSW.
Biophysikalische Mittlerer art. Blutdruck | MoM
Marker (MAP) MoM
Sonographische Ae. Uterinae MoM MoM
Marker Scheitel-Steil3-Lange mm
(SSL)
Nackentransparenz mm
(NT)
delta-NT
Herzfrequenz (HF) S/min
Biparietaler Diameter mm
Ductus Venosus
Pulsatility Index fur
Venen (DV-PIV)
Kategorial Nasenbein darstellbar
skaliert Triskupidalinsuffizienz | (Ja / Nein)
DV a-Welle
Demographische Raucherstatus Ja / Nein
Merkmale Konzeptionsmodus Spontan vs. IVF
Diabetes (als | Ja/ Nein
Vorekrankung)
Ethnische Kaukasisch vs.
Zugehorigkeit Nicht-
kaukasisch
Zeitpunkt der | Vormittags  vs.
Blutabnahme / | Nachmittags
Untersuchung (cut-off  12:00

Uhr)
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3. Ergebnisse

3.1. Deskriptive Statistik

3.1.1. Demographie

Anhand der unter Punkt 2.1. definierten Einschlusskriterien konnten insgesamt
648 (n = 648) Schwangere, die sich einer cfDNA-Analyse unterzogen, in die
Studie aufgenommen werden. Das Alter der Patientinnen lag gemittelt bei 33,9
Jahren (SD = 4,2 Jahre). Die jungste Patientin war zum Zeitpunkt der
Untersuchung 20 Jahre, die alteste Patientin 48 Jahre alt. Die Probandin im
jungsten Gestationsalter befand sich zum Zeitpunkt der Untersuchung in der
11,29 SSW (= 1142 SSW), die Probandin mit dem groften
Schwangerschaftsfortschritt wurde in der 14,0 SSW (= 14+0 SSW) vorstellig.
Gemittelt wurden die Teilnehmerinnen in der 12,77 SSW (= 12+5 SSW) vorstellig
(SD = 0,51 SSW).

Gestationsalter - Verteilungsschema

Mittelwert = 12,773368606701933
Std.-Abw. = ,5079303745857711

80,0 N =648

60,0

Haufigkeit

40,0

20,0

0,0
11,0 12,0 13,0 14,0 15,0

Gestationsalter (SSW) zum Zeitpunkt der Untersuchung

Abbildung 8: Verteilung des Gestationsalters zum Zeitpunkt der Untersuchung



38

Durchschnittlich wogen die Patientinnen 67,84 kg (SD = 13,28 kg). Das Gewicht
der schwersten Patientin betrug 132 kg, das niedrigste Patientengewicht belief
sich auf 42,5 kg. Die Durchschnittsgréf3e lag bei 166,9 cm (SD = 6.2 cm), dabei
war die grofdte Patientin 189 cm und die kleine Patientin 135 cm grof3.

Der gemittelte BMI lag bei 24.3 (SD = 4.4) (s. Abb. 9).

BMI

MBMI <25 = Normalgewicht
MBMI =25 = Ubergewicht
MBMI =30 = Adipositas °l
MBMI =35 = Adipositas °Il
MBMI =40 = Adipositas °lll

Abbildung 9: BMI Verteilungsschema

2,9 % der Probandinnen (n= 19) gaben an zu rauchen. Zu den Nichtrauchern
zahlten 97,1 % (n= 629) der Teilnehmerinnen (s. Abb. 9).

Raucher

MINichtraucher
MRaucher

Abbildung 10: Raucher Verteilungsschema
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Bei 93,8 % erfolgte die Konzeption spontan (n=608). 6,2 % der Teilnehmerinnen

gaben eine Befruchtung durch In-vitro Fertilisation (IVF) an (n= 40).

Konzeptionsmodus

Anzahl

Spontankonzeption IVF

Konzeptionsmodus

Abbildung 11: Konzeptionsmodus

Den Grofteil der Gruppe bildeten mit 97,8 % Teilnehmerinnen mit weilder
Hautfarbe (n= 634). Andere Ethnizitdten waren nur in geringer Zahl vertreten (s.
Tab. 9).

Tabelle 9: Ethnische Zugehdrigkeit der Studienteilnehmerinnen

Ethnizitat Anzahl (%)
Ostasiatisch 8 1,2 %
Schwarz 5 0,8 %
Stldasiatisch 1 0,2 %
Weil3/ Kaukasisch 634 97,8 %

3.1.2. Fetal Fraction

Insgesamt 648 Probandinnen unterzogen sich einer cfDNA Analyse mit
Berechnung der fetal fraction”. Bei 10 Patientinnen wurde die zur Analyse

notwendige Mindestkonzentration von mindestens 4 % unterschritten, sodass ein



40

ergebnisloser Test vorlag. Da hier kein absoluter Wert, sondern ein ganzer
Bereich ,< 4%" vorlag, wurden diese Patientinnen in der statistischen Analyse
gesondert einbezogen und allein in der logistischen Regression bericksichtigt (s.
Tab. 10).

Tabelle 10: Haufigkeit der Fetalen Fraktion. Bei 10 Patientinnen lag ein ergebnisloser Test vor (ff <4).

fetal fraction | % n Minimum | Maximum | Mittelwert | SD
glltig >4 638 4,800 33,300 13,053 4,490
ergebnislos | <4 10
Gesamt 648

Die vermeintliche, angedeutete ,Rechtsschiefe der in Wahrheit normalverteilten

Population visualisiert diesen Aspekt (s. Abbildung 12).

fetal fraction - Verteilung

80 Mittelwert = 13,05
Std.-Abw. = 4,49
N =638

60

40

Haufigkeit

20

,0 10,0 20,0 30,0 40,0
fetal fraction

Abbildung 12: Vermeintlich ,rechtsschiefe” Verteilung FF. Der ergebnislose Test bei 10 Probandinnen (<4)
und der dadurch fehlende absolute Wert unter 4% fiihrt zu dieser Annahme, da diese Werte in der
statistischen Darstellung nicht zur Geltung kommen. Es muss folglich von einer Normalverteilung
ausgegangen werden.

Gemittelt lag die FF bei den Schwangeren mit gultiger cfDNA-Analyse bei 13,1
%. Das Minimum belief sich auf 4,8 %, der Maximalwert lag bei 33,3 % (SD 4,49).
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3.1.3. Zeitpunkt der Untersuchung

Um zu ermitteln, ob der Zeitpunkt der Blutentnahme Einfluss auf die fetale
Fraktion nimmt, wurde das Studienkollektiv in zwei Gruppen aufgeteilt. Bei 71,9
% der Probandinnen erfolgte die Blutentnahme vor 12:00 Uhr (= vormittags, n=
466), wahrend bei 28,1 % der Patientinnen die Blutentnahme nach 12:00 Uhr
erfolgte (=nachmittags, n= 182). Abbildung 13 visualisiert die Verteilung im
Studienkollektiv.

Zeitpunkt der Untersuchung

Anzahl

Vormittags Nachmittags

Zeitpunkt der Blutentnahme (vor/nach 12:00 Uhr)

Abbildung 13: Zeitpunkt der Untersuchung. Bei ca. zwei Drittel der Probandinnen erfolgte die Untersuchung
vormittags, bei einem Drittel nachmittags.

3.1.4. Blutdruckanalyse - Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Zum Zeitpunkt der Untersuchung wurde der Blutdruck der Probandinnen erfasst

und der Mittlere arterieller Blutdruck mittels folgender Formel ermittelt:

Diastolischer Druck

MAP =

0.5 x (Systolischer Druck—Diastolischer Druck)

AnschlieBend erfolgte die automatische Konvertierung in MoM-Werte mittels

Viewpoint. Nach Durchfihren der Plausibilitatsanalyse wurden sechs
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Blutdruckwerte ausgeschlossen, wodurch 642 Werte in der Analyse
berucksichtigt wurden.
Die deskriptiven Haufigkeiten der MAP-MoM Werte konnen Tab. 11 enthommen

werden.

Tabelle 11: MAP MoM - Héufigkeiten

n Minimum | Maximum | Mittelwert | SD

MAP MoM | 642 0,800 1,521 1,070 0,100

3.1.5. Sonographische Marker

3.1.5.1. Aa. Uterinae MoM

Die dopplersonographische Betrachtung des Pulsatility Index (Pl) beider Aa.
Uterinae und automatisierte Umwandlung in MoM-Werte durch das Programm
Viewpoint ergab einen gemittelten Uterina MoM Wert von 0,962. Der niedrigste
Wert lag bei 0,097, der hochste Wert belief sich auf 1.521.

Tabelle 12: Aa. Uterinae MoM - Haufigkeiten

n Minimum | Maximum | Mittelwert | SD
Aa. Uterinae | 648 | 0,097 2,586 0,962 0,300
MoM

3.1.5.2. fetale Marker

Die durchschnittlich gemessene Scheitel-Stei3-Lange (SSL) betrug 67,71 mm
(SD = 7,22 mm). Die kleinste Messung lag bei 46,70 mm, die langste Messung
lag bei 84,00 mm.

Der gemittelte Biparietale Durchmesser (BPD) im Kollektiv betrug 22,73 mm
(SD= 2,39 mm), wobei die kleinste Messung einen Wert bei 13,90 mm und die

grélte Messung bei 30,00 mm aufzeigte.
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Mit durchschnittlich 158,04 Schlagen/min (SD = 6,27 S/min) wurde die fetale
Herzfrequenz (HF) gemessen. Die geringste HF war bei 138 S/min, die hdchste
HF bei 175 S/min messbar.

Die Nackentransparenz (NT) zeigte einen gemittelten Wert von 1,86 mm (SD =
0,36 mm), wobei die kleinste Messung 0,94 mm und die grof3te Messung 3,50
mm betrug.

Der delta-Wert der NT (mm), welcher auf den Unterschied der fetalen NT
Messung vom erwarteten normalen Medianwert der SSL beruht, lag gemittelt bei
0,07 mm (SD = 0,37 mm). Die kleinste Messung betrug - 0,89 mm, die grofite
Messung lag bei 1,99 mm.

Der Ductus Venosus Pulsatility Index fir Venen (DV PIV) belief sich
durchschnittlich auf 1,04 (SD = 0,24). Der kleinste Wert betrug 0,38, der grofite
Wert betrug 2,29.

Eine Ubersicht (iber die metrisch skalierten fetalen Marker liefert Tabelle 13.

Tabelle 13: fetale Marker der Sonographie — Haufigkeiten (metrisch skaliert)

Einheit | N Minimum | Maximum | Mittelwert | SD
Scheitel-Steil3-Lange | mm 648 | 46,70 84,00 67,71 7,22
(SSL)
Biparietaler mm 13,90 30,00 22,73 2,39
Durchmesser (BPD)
Fetale Herzfrequenz | S/min 138 175 158,04 6,27
(HF)
Nackentransparenz mm 0,94 3,50 1,86 0,36
(NT)
delta-NT mm -0,89 1,99 0,07 0,37
Ductus Venosus 0,38 2,29 1,04 0,24
Pulsatility Index fur
Venen (DV-PIV)
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Das Nasenbein (NB) liel3 sich sonographisch bei 99,4% (n = 644) Probandinnen
darstellen. Bei 0,6% (n = 4) Untersuchungen konnte kein Nasenbein dargestellt
werden.

Bei 99,5% (n = 645) Teilnehmerinnen bestand kein Anhalt fir eine
Trikuspidalinsuffizienz (Tl), wahrend bei 0,5% (n = 3) der Teilnehmerinnen eine
Tl im Ultraschall festgestellt werden konnte.

Die Ductus Venosus a-Welle zeigte in 97,8% (n = 634) Patientinnen einen
positiven Fluss. Bei 2,2% (n = 14) der Probandinnen lie} sich ein reverse flow

darstellen.

Eine Ubersicht der kategorial skalierten fetalen Marker liefert Tabelle 14.

Tabelle 14: Ubersicht (kategorial-skalierter) fetaler Marker - Haufigkeiten

Ergebnis n %
Nasenbein darstellbar 644 99,4%
nicht darstellbar 4 0,6%
Trikuspidalinsuffizienz | nein 645 99,5%
ja 3 0,5%
DV a-Welle positiv 634 97,8%
reverse flow 14 2,2%

3.1.6. Serummarker

Zunachst erfolgte die statistische Analyse zur Identifikation von Ausreil’ern und
Plausibilitatskontrolle fur alle erhobenen Werte. Anschliefend erfolgte eine

Konvertierung der Daten in MoM Werte.

3.1.6.1. Berechnung des Multiple of Median der Serummarker

Nach Messung der Konzentration der Serummarker im Labor Enders lagen die
Ergebnisse zunachst in der jeweiligen ,rohen” Einheit vor. Um Einheitlichkeit zu

schaffen und eine Interpretation zu ermdglichen erfolgte die Konvertierung in den
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.,MoM-Wert“ (engl. Multiple of median). Ausgenommen hiervon waren die MoM-
Werte des freien beta-hCG und PAPP-a, welche automatisch durch die Software
Viewpoint generiert wurden.

Der MoM-Wert ist die Einheit, die einen gemessenen Wert zu einem

Durchschnittswert in Beziehung setzt.

Beispielsweise ist es sinnfrei den individuellen Wert des AFP einer Frau in der
12. SSW mit einer Frau in der 14. SWW zu vergleichen, da die
Durchschnittskonzentration des Hormons mit steigenden Gestationsalter
zunimmt. Auch nimmt die Konzentration des AFP mit zunehmendem Gewicht ab
(s. Abb. 2, Abb. 3 und Tab. 2 — exemplarisch anhand eigener Daten aus dem
Studienkollektiv).

ion von AFP mit h den G i Konzentration von AFP mit zunehmenden Gewicht

° ° ° R Linear = 0,028

R? Linear = 0,041

o0 @® o
@o o
o0 © 000
wo ooo
°
AFP (ng/ml)

AFP (ng/ml)

y=253-011%%]

110 115 120 125 130 135 140 a0 60,0 800 1000 1200 1400

Gestationsalter (SSW.) Gewicht (kg)

Abb. 2: Konzentration des AFP in Abhéngigkeit | Abb. 3.: Konzentration des AFP in Bezug zum
von der Schwangerschaftswoche Gewicht (kg)

Tabelle 2: Signifikanter Zusammenhang zwischen steigendem Gestationsalter und ansteigender AFP-
Konzentration (p < 0.05) und zwischen steigendem Gewicht der Frau und abnehmender AFP Konzentration
(p <0.05)

Regressions- | Std.- T p 95% KI 95% Kl

koeffizient Fehler Untergrenze Obergrenze
(Konstante) -18,225 7,910 -2,304 | 0,022 | -33,758 -2,692
Gestationsalter 3,465 0,615 5,630 <0,001 | 2,256 4,673
Gewicht -0,116 0,024 -4,763 | <0,001 | -0,164 -0,068

Abh. Variable: AFP (ng/ml)
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Folglich sollte der individuelle AFP-Wert einer Patientin in der 12. SSW nur in
Bezug zum AFP-Referenzwert in der 12. SWW betrachtet werden. Ebenso sollte

der Einfluss des Patientengewichts berucksichtigt werden.

Mittels linearer Regressionsanalyse wird der ,vorhergesagte Wert“ berechnet.

Der MoM-Wert entsteht aus dem Quotienten der Konzentrationen in der

Rohwert

jeweiligen Einheit und dem Pradiktionswert. MoM — Wert =
vorhergesagter Wert

ng
AFP ()
vorhergesagter Wert von AFP in Bezug auf
Gestationsalter und Gewicht

Exemplarisch also: AFP — MoM =

Die MoM-Werte haben nun den Mittelwert 1. Je starker die Abweichung hiervon,
desto ausgepragter die Abweichung vom Idealwert (s. Abb. 4, Abb. 5 und Tab.
3)

AFP MoM in Abhiéngigkeit des Gestationsalters AFP MoM in Abhéngigkeit vom Gewicht

AFP MoM
AFP MoM

o
110 115 120 125 130 135 140 400 60.0 800 1000 1200 1400

Gestationsalter (SSW) Gewicht (kg)

Abbildung 4: AFP MoM in Abh. vom Gestationsalter Abbildung 5: AFP MoM in Abh. vom Gewicht (kg)

Tabelle 3: Haufigkeiten, Mittelwert und Median fiir AFP MoM

Anzahl Mittelwert Median
AFP MoM 648 1,00 0,90

Da sowohl das Gestationsalter und das Gewicht der Patientin bekanntermalen
Einflussfaktoren fur die Hormonkonzentration darstellen, erfolgte zunachst fur die
Ermittlung der MoM-Werte eine lineare Regressionsanalyse aller weiteren

Serummarker in Abhangigkeit dieser Parameter. Signifikante Korrelationen
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fanden sich neben AFP auch bei der Konzentration von Prolaktin und Copeptin

proAVP.

Die Prolaktin-Konz. korrelierte positiv signifikant mit steigendem Gestationsalter.

Ein signifikanter Zusammenhang mit dem Gewicht bestand nicht (s. Tab. 4, Tab

5 & Abb. 6).

Tabelle 4: Mit steigendem Gestationsalter (= GA) steigt auch die Konzentration von Prolaktin (p < 0.05)

110 15

Gestationsalter (SSW)

140

Regressions- | Std.- T p 95% KI 95% Kl
koeffizient Fehler Untergrenze | Obergrenze
(Konstante) -18,225 7,910 -2,304 | 0,022 | -33,758 -2,692
Gestationsalter 3,465 0,615 5,630 <0,001 | 2,256 4,673
Abh. Variable: Prolaktin (ug/!)
Prolaktin (ug/l) in Abh. vom Gestationsalter ) i Prolaktin MoM in Abh. vom Gestationsalter .
%m ’ oo 'El, o . E L8 ::.
NN il
£ ° o N 8 8 8 ° & ° ° ° H
: SHRIN R ATHITNITHE
-+ x| ¥ 10 ' ' Ll s
- ! ) °
H ] 8
i SR i

Gestationsalter (SSW)

Abb. 6: Links: Prolaktin (ug/l) in Abh. vom Gestationsalter mit einem Regressionskoeffizient von 3.495 (p =
0.003) Rechts: Prolaktin MoM in Abh. vom Gestationsalter. Der Regressionskoeffizient ist hier nahe ,,0".

Tabelle 5: Prolaktin MoM. Darstellung von Anzahl, Mittelwert und Median

Anzahl

Mittelwert

Median

Prolaktin MoM

648

1,00

0,87

Die Copeptin proAVP-Konz. korrelierte positiv signifikant mit zunehmendem

Gewicht. Ein signifikanter Zusammenhang mit dem Gestationsalter bestand nicht
(s. Tab. 6, Tab. 7 und Abb. 7).
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Tabelle 6: Mit steigendem Gewicht steigt auch das Copeptin (p = 0.002). Ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Gestationsalter und Copeptin zeigt sich nicht.

Regressions- | Std.- T p 95% KiI 95% KI

koeffizient Fehler Untergrenze | Obergrenze
(Konstante) 0,702 1,113 0,630 0,529 |-1,485 2,888
Gestationsalter 0,104 0,087 1,205 0,229 | -0,066 0,275
Gewicht 0,010 0,003 3,038 0,002 | 0,004 0,017

Abh. Variable: Copeptin pro-AVP (pmol/L)

Copeptin pro-AVP (pmolll) in Abh. vom Gewicht Copeptin pro-AVP MoM in Abh. vom Gewicht
R? Linear = 0,015 R? Linear = 5,639E-5

100 40

Copeptin pro-AVP (pmol/l)
Copeptin proAVP MoM

Toa00 600 800 1000 1200 1400 400 600 80,0 1000 1200 1400

Gewicht (kg) Gewicht (kg)

Abbildung 7: Links: Copeptin pro-AVP (pmol/l) in Abh. vom Gewicht mit einem Regressionskoeffizienten von
0.01 (p = 0.002). Rechts: Copeptin pro-AVP MoM in Abh. vom Gewicht. Der Regressionskoeffizient
entspricht hier ,,0*.

Tabelle 7: Copeptin pro-AVP MoM: Darstellung von Anzahl, Mittelwert und Median

Anzahl Mittelwert Median
Copeptin MoM 648 1,00 0,92

Fir die weiteren Serummarker (NSE, MRproANP, PIGF-plus und PCT) lielen
sich keine signifikanten Zusammenhange zeigen. Dennoch erfolgte die
Transformation in MoM Werte entsprechend der oben gezeigten

Vorgehensweise, um die Ubersicht der statistischen Auswertung zu optimieren.

3.1.6.2. freies beta-hCG MoM

Nach Ausschluss eines extremen Ausreillers (beta-hCG MoM = 25,200), wurden

647 von 648 Patientinnen in der Analyse berucksichtigt.
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Der Mittelwert betrug 1,231 (SD = 0,830), der Median 0,994 MoM, das Minimum
0,196 MoM und das Maximum 6,090 MoM.

freies beta-hCG MoM

6,00

4,00

freies b-hCG MoM

.00

Abbildung 14: Boxplot — Verteilung des freien beta-hCG MoM

3.1.6.3. Pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A) — MoM

Fur 645 Teilnehmerinnen lagen plausible Daten des PAPP-A MoM vor. Ein
extremer Ausreilder (PAPP-A MoM: 8,049) und zwei Messfehler gingen nicht in
die Analyse ein.

Gemittelt lagen die Werte bei 1,303 MoM (SD = 0,642 MoM). Der Median befand
sich bei 1,196 MoM, der geringste Wert betrug 0,006 MoM und der hochste Wert
betrug 5,603 MoM.
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Pregnancy-associated plasma protein A - MoM
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Abbildung 15: Boxplot — Verteilung des Pregnancy-associated plasma protein A - MoM

3.1.6.4. Alpha-fetoprotein (AFP) — MoM

Bei 14 Teilnehmerinnen schlug die laborchemische Messung des AFP fehl,
sodass 633 Probandinnen in die Analyse eingeschlossen werden konnten. Der
Mittelwert belief sich auf 1,002 MoM (SD = 0,441 MoM), der Median betrug 0,898
MoM. Der geringste Wert lag bei 0,380 MoM und die hochste Messung zeigte
3,56 MoM (s. Abb. 15).

3.1.6.5. Midregional pro-atrial natriuretic peptide (MR-proANP) — MoM

638 Messungen des MR-proANP konnten fur die Analyse bericksichtigt werden.
10 Messungen schlugen fehl. Gemittelt lag das MR-proANP bei 1,000 MoM (SD
= 0,336 MoM). Der Median betrug 0,995 MoM, der Minimalwert 0,240 MoM und
der Maximalwert 2,310 MoM. (s. Abb. 15).
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3.1.6.6. Neuronenspezifische Enolase (NSE) — MoM

Messfehler traten bei 14 Proben auf, sodass 634 Werte in die Analyse eingingen.
Der Mittelwert betrug 1,000 MoM (SD = 0,349 MoM) und der Median lag bei 0,937
MoM. Die geringste Messung belief sich auf 0,46 MoM und die hochste Messung
auf 3,62 MoM. (s. Abb. 15).

4,00
600
*

142
*

*
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3,00 s98%;,,
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49296

e -

0,00

AFP MoM MRproANP MoM NSE MoM

Abbildung 15: Boxplot — Verteilung von AFP MoM, MR-proANP MoM und NSE MoM.

3.1.6.7. Procalcitonin (PCT) — MoM

11 Proben konnten aufgrund eines Messfehlers nicht ausgewertet werden,
sodass 637 Ergebnisse berucksichtigt wurden. Der Mittelwert lag bei 1,000 MoM
(SD = 0,189 MoM), der Median betrug 1,049 MoM. Das Minimum lag bei 0,400
MoM und das Maximum bei 1,920 MoM (s. Abb. 16).
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3.1.6.8. Prolaktin — MoM

634 Messungen konnten in der Analyse berucksichtigt werden, nachdem es bei
14 Proben zu Messfehlern kam.

Gemittelt lagen die Werte bei 1,001 MoM (SD= 0,584 MoM). Die geringste
Messung belief sich auf 0,14 MoM und die héchste Messung betrug 3,71 MoM.
Der Median lag bei 0,870 MoM (s. Abb.16).

4,00
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Abbildung 16: Boxplot — Verteilung von Procalcitonin (PCT) MoM und Prolaktin MoM

3.1.6.9. Copeptin (CT-proAVP) — MoM

15 Messfehler traten auf. 633 Ergebnisse konnten in die Analyse einbezogen
werden. Der Mittelwert betrug 1,000 MoM (SD = 0,404 MoM), der Median lag bei
0,935 MoM. Die geringste Messung belief sich auf 0,360 MoM, die hochste
Messung auf 3,410 MoM (s. Abb. 17).
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3.1.6.10. Placental Growth Factor (PIGF-plus) - MoM

In 11 Fallen traten Messfehler auf, sodass 637 Ergebnisse in die Analyse
eingingen. Gemittelt lagen die Werte bei 1,028 MoM (SD = 0,405 MoM), der
Median betrug 0,973 MoM. Die geringste Messung zeigte einen Wert von 0,295
MoM, die hochste Messung lag bei 3,404 MoM (s. Abb. 17).
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Abbildung 17: Boxplot — Verteilung von Copeptin MoM und PIGF-plus MoM
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Einer Ubersicht iber die Haufigkeiten und Verteilung der Serummarker bietet
Tabelle 15.

Tabelle 15: Haufigkeiten der Serummarker

Serummarker | n Messfehler | Min. | Max. Median | Mittelwert | SD
(MoM) | extremer

Ausreiler
Freies beta- | 647 | 1 0,196 | 6,090 | 0,994 1,231 0,830
hCG
PAPP-A 645 | 3 0,006 | 5,603 | 1,193 1,304 0,642
AFP 633 | 15 0,380 | 3,560 | 0,898 1,002 0,441
MR-proANP 638 | 10 0,240 | 2,310 | 0,955 1,000 0,336
NSE 634 | 14 0,460 | 3,620 | 0,937 1,000 0,350
PCT 637 | 11 0,400 | 1,920 | 1,049 1,000 0,189
Prolaktin 634 | 14 0,140 | 3,710 | 0,868 1,001 0,584
Copeptin 633 | 15 0,360 | 3,410 | 0,923 1,000 0,404
PIGF-plus 637 | 11 0,295 | 3,404 | 0,973 1,028 0,405

3.2. Univariable lineare Regression

Nachfolgend werden die Ergebnisse der einfachen linearen Regressionsanalyse
dargestellt. Die fetal fraction (%) entspricht der Y-Achse und stellt die
kontinuierliche abh. Variable dar, wahrend der X-Achse jeweils die einzelnen zu
untersuchenden Parameter und potentiellen Einflussfaktoren zugeordnet
werden. In der linearen Regressionsanalyse wurde Bezug auf die fetal fraction
von insgesamt n = 638 Patientinnen genommen. Dies betraf alle Patientinnen bei
denen die FF = 4 war, also ein metrisch-skalierter Wert vorlag. Bei n = 10
Patientinnen lag eine ergebnislose cfDNA-Analyse vor (FF < 4), sodass eine
Inklusion in die lineare Regression nicht moglich war. An dieser Stelle soll darauf
hingewiesen werden, dass die Gesamtpopulation (n = 648) in die logistische
Regression (s. Kapitel 3.4) einbezogen wurde.

Die Ergebnisse der statistischen Analyse werden mit dem Signifikanzwert (= p-
Wert) und dem Regressionskoeffizienten dargestellt. Je naher die Lage der
Wertepaare zur Regressionsgeraden, desto geringer die Streuung und starker

der Zusammenhang der potenziellen Determinanten zur Fetalen Fraktion.
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Beschrieben wird dies durch das Bestimmtheitsmal R? (Relevanz), bei welchem
ein Wert von ,0“ fur keinen linearen Zusammenhang, und ein Wert von ,1“ fur
einen perfekten linearen Zusammenhang stehen.

Die Ergebnisse sind in tabellarischer Zusammenfassung am Ende des Kapitels
zu finden.

3.2.1. Serummarker

3.2.1.1. freies beta-hCG MoM

freies beta-hCG (MoM)

40,0

R? Linear = 0,093

Fetal Fraction (%)

,00 2,00 4,00 6,00

fb-hCG (MoM)
Abbildung 18: Fetal Fraction (%) in Abhédngigkeit vom freien beta-hCG (MoM)

Die Regressionsanalyse des freien beta-hCG MoM ergab eine positive
Korrelation mit zunehmender fetal fraction. Das Ergebnis war signifikant mit

einem p-Wert von < 0,001. Der Regressionskoeffizient lag bei 1.646.
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3.2.1.2. PAPP-A MoM

PAPP-A MoM

40,0

R? Linear = 0,027

30,0

Fetal Fraction

,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
PAPP-A MoM

Abbildung 19: Fetal Fraction (%) in Abh. vom PAPP-A (MoM)

PAPP-A Kkorrelierte positiv mit zunehmender fetal fraction. Das Ergebnis war

signifikant (p < 0.001). Der Regressionskoeffizient lag bei 1,168.

3.2.1.3. AFP MoM
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Abbildung 20: Fetal Fraction (%) in Abh. vom AFP (MoM)

Fir AFP MoM resultierte aus der linearen Regression ein p-Wert von 0,590. Das

Ergebnis war damit nicht signifikant. Der Regressionskoeffizient war 0,218.
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3.2.1.4. MR-proANP MoM

MR-proANP MoM

40,0

R? Linear = 1,783E-4

Fetal Fraction (%)
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Abbildung 21.: Fetal Fraction (%) in Abh. vom MR-proANP (MoM)

Auch fur MR-proANP lief sich kein signifikanter Zusammenhang darstellen
(p = 0,736). Der Regressionskoeffizient lag bei 0,179.

3.2.1.5. NSE MoM

NSE MoM

40,0

R? Linear = 0,002

30,0

20,0

Fetal Fraction (%)
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y=13,65-0,61*x
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Abbildung 22: Fetal Fraction (%) in Abh. vom NSE (MoM)

Weiter resultierte fir NSE MoM in der Berechnung ein p-Wert von 0,233. Das
Ergebnis war nicht signifikant (p = 0.233). Der Regressionskoeffizient war -0,609.
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3.2.1.6. Procalcitonin MoM

Procalcitonin MoM
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Abbildung 23: Fetal Fraction (%) in Abh. vom PCT (MoM)

PCT MoM zeigte in der linearen Regression auch keinen signifikanten

Zusammenhang mit der fetal fraction (p = 0,415). Der Regressionskoeffizient war
-0,769.

3.2.1.7. Prolaktin MoM
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Abbildung 24: Fetal Fraction (%) in Abh. vom Prolaktin (MoM)

Auch Prolaktin MoM zeigte keine signifikante Korrelation mit der fetal fraction, da
p = 0,793. Der Regressionskoeffizient war 0,080.
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3.2.1.8. Copeptin (CT-proAVP) MoM

Copeptin MoM
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Fetal Fraction (%)
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Abbildung 25: Fetal Fraction (%) in Abh. vom Copeptin (MoM)

Copeptin MoM korrelierte invers mit zunehmender fetal fraction. Der p-Wert war

0,024. Damit  bestand ein signifikanter =~ Zusammenhang. Der
Regressionskoeffizient lag bei -0,995.

3.2.1.9. Placental Growth Factor (PIGF-plus) MoM

Placental Growth Factor MoM
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Abbildung 26: Fetal Fraction (%) in Abh. vom PIGF-plus (MoM)

Die grafische Darstellung lie® eine positive Korrelation zwischen der fetal fraction
und dem PIGF-plus MoM vermuten. Mit einem p-Wert von 0,068 war das
Ergebnis jedoch nicht signifikant. Der Regressionskoeffizient lag bei 0,802.
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3.2.2. Patientenmerkmale und Blutdruck

Eine signifikante, inverse Korrelation zeigte sich beim Patientengewicht (kg). Mit
zunehmendem Gewicht nahm die fetal fraction ab. Der p-Wert ist < 0,001 und
der Regressionskoeffizient ist -0,135. Erwartungsgemal traf dies auch fur den
BMI zu (p < 0,001; Regressionskoeffizient: -0,399). Fur die Grolke (cm) resultierte
in der Berechnung kein signifikanter Zusammenhang (p = 0,116;
Regressionskoeffizient: -0,045).

Auch fur das maternale Alter (p = 0,616; Regressionskoeffizient: -0,021) und
Gestationsalter (p = 0,443; Regressionskoeffizient: -0,269) lieRen sich keine

signifikanten Zusammenhange mit der fetal fraction darstellen.

Weiter zeigte sich ein signifikanter, inverser Zusammenhang zwischen der fetal
fraction und dem mdutterlichen Blutdruck, hier angegeben als MoM des mittleren
arteriellen Blutdrucks. Ein zunehmender Mittlerer arteriellen Druck (engl. mean
arterial pressure = MAP) korrelierte mit einer Abnahme der fetal fraction (p <
0,001; Regressionskoeffizient: -5,388).

Die Ergebnisse wurden in Tabelle 16 grafisch zusammengefasst.



Tabelle 16: Grafische Darstellung des Verhdltnisses zwisci
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hen den Patientenmerkmalen und der ,Fetal Fraction”
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Abbildung 27: Fetal Fraction (%) in Abh. vom
Gewicht (kg); p< 0,001

1200

¢ Linear = 0,148

Fetal Fraction (%)

20

Abbildung 28: Fetal Fraction (%) in Abh
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Abbildung 29: Fetal Fraction (%)
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Abbildung 30: Fetal Fraction (%) in Abh. vom Alter
der Schwangeren (Jahre); p= 0,616
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Abbildung 31: Fetal Fraction (%) in Abh. vom
Gestationsalter (SSW); p= 0,443
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Abbildung 32: Fetal Fraction (%) in Abh. vom
Mittleren art. Druck (MoM); p< 0,001
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3.2.3. Sonographische Marker

Fir die im Ultraschall erhobenen Determinanten resultierte in der Berechnung
ein signifikanter Zusammenhang zwischen der fetal fraction und den MoM-
Werten des gemittelten Pl (= Pulsatility Index) beider Aa. Uterinae. Mit
zunehmendem intravasalem Druck, ergo steigendem P, lief3 sich eine Abnahme
der fetal fraction beobachten. Der p-Wert war 0,024. Der Regressionskoeffizient
war -1,331 (s. Abb. 33).
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Abbildung 33: Fetal Fraction (%) in Abh. von Aa. Uterinae (MoM); p= 0,024

In der Regression der anderen sonographisch ermittelten unabhangigen
Variablen lieRen sich keine signifikanten Zusammenhange aufzeigen (NT: p =
0,304; delta-NT: p = 0,442; SSL: p = 0,483; BPD: p = 0,327; HF: p = 0,886; DV-
PIV: p =0,917) (s. Tab. 17).
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Tabelle 17: Fetal Fraction (%) Abh. von den sonographisch erhobenen Determinanten SSL, BPD, NT, delta-

NT, HF und DV PIV
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Abb. 34: Fetal Fraction (%) in Abh. von der SSL
(mm); p= 0,483
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Abb. 35: Fetal Fraction (%) in Abh. vom BPD (mm);
p= 0,327
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Abb. 36: Fetal Fraction (%) in Abh. von der NT
(mm); p= 0,304
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Abb. 37: Fetal Fraction (%) in Abh. vom delta-NT
(mm); p= 0,442
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Abb. 38: Fetal Fraction (%) in Abh. von der HF
(S/min); p= 0,886
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Abb. 39: Fetal Fraction (%) in Abh. vom DV-PIV; p=
0,917
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Eine Ergebnisubersicht der univariaten linearen Regression bietet Tab. 18.

Tabelle 18: Univariate lineare Regression zur Darstellung der Korrelation der fetal fraction (%) mit den

untersuchten, potentiellen Pradikatoren.

Variable Univariate lineare Regression

p Regressionskoeffizient | R? F Std.-

Fehler

Serummarker
freies beta- | <0,001 | 1,646 0,093 |65,046 | 0,204
hCG MoM
PAPP-A <0,001 | 1,168 0,027 |17,888 | 0,276
MoM
AFP MoM | 0,590 | 0,218 0,000 | 0,291 0,405
MR- 0,736 | 0,179 0,000 |[0,113 0,530
proANP
MoM
NSE MoM | 0,233 | -0,609 0,002 |1,423 0,510
PCT MoM | 0,415 |-0,769 0,001 0,666 0,943
Prolaktin 0,793 | 0,080 0,000 | 0,069 0,306
MoM
Copeptin 0,024 | -0,995 0,008 | 5,083 0,441
MoM
PIGF-plus | 0,230 | 0,802 0,005 | 3,337 0,439
MoM
Patientenmerkmale und Blutdruck
Gewicht <0,001 | -0,135 0,149 | 111,756 | 0,013
Grole 0,116 | -0,045 0,004 |2,474 0,029
BMI <0,001 | -0,339 0,148 |110,531 | 0,038
MA (Jahre) | 0,616 | -0,021 0,000 0,252 0,042
GA (SSwW) |0,443 |-0,269 0,001 0,588 0,351
MAP MoM | <0,001 | -9,936 0,047 |31,085 |1,782
Ultraschallmarker
Uterina 0,024 | -1,331 0,008 | 5,093 0,590
MoM
SSL (mm) |0,483 |0,017 0,001 0,492 0,025
NT 0,304 | 0,508 0,002 | 1,060 0,494
deltaNT 0,442 |0,432 0,001 0,592 0,561
HF 0,886 | -0,004 0,000 | 0,021 0,028
BPD 0,327 |0,073 0,002 ]0,963 0,074
DV PIV 0,917 |0,078 0,000 | 0,011 0,747
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3.3. Multivariate lineare Regression

Im Folgenden werden die Ergebnisse der multivariaten linearen
Regressionsanalyse tabellarisch aufgefuhrt. Einbezogen wurden jene
Determinanten, die in der univariaten Regression einen signifikanten
Zusammenhang aufwiesen, um eine Filterung mdglicher StérgréRen zu erzielen.
Mit Ausnahme des BMI (p = 0,125) zeigten alle anderen Variablen auch in der
multivariaten linearen Regression einen signifikanten Zusammenhang zur Fetal
Fraction. Dieser Effekt ist am ehesten dadurch zu erklaren, dass sich der BMI
durch die Variablen Gewicht und GroRe zusammensetzt und das Gewicht den

treibenden Einflussfaktor darstellt.

Das freie beta-hCG korrelierte positiv signifikant mit der fetal fraction. Der p-Wert
blieb < 0,001, der Regressionskoeffizient (= RK) lag bei 1,561. Daraus ergab
sich, dass bei Zunahme der Variable beta-hCG, auch eine Zunahme der fetal
fraction beobachtet werden konnte.

Auch PAPP-A korrelierte positiv signifikant mit zunehmender fetal fraction (p =
0,013, RK=0,608). Eine inverse Korrelation konnte weiterhin zwischen Copeptin
und der fetal fraction beobachtet werden. Der Zusammenhang war signifikant (p
= 0,005; RK = -1,077).

Auch die Variablen Gewicht (p = 0,011; RK =-0,078), MAP MoM (p < 0,001; RK
= -8,034) und Uterina MoM (p = 0,005; RK = -1,449) korrelierten invers zur
zunehmenden fetal fraction. Folglich sanken das Gewicht, der Mittlere art.
Blutdruck und der Pulsatitly Index der Aa. Uterinae mit zunehmender fetal

fraction.
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Tabelle 19: Ergebnisse der multivariaten linearen Regression (rechts) aller in der univariaten linearen

Regression (links) signifikant mit der fetal fraction korrelierenden Variablen.

Variable Einfache lineare Regression Multivariate lineare Regression
p Regressionskoeffizient | p Regressionskoeffizient

freies <0,001 | 1,646 <0,001 | 1,561

beta-hCG

MoM

PAPP-A | <0,001 | 1,168 0,013 | 0,608

MoM

Copeptin | 0,024 | -0,995 0,005 | -1,077

MoM

Gewicht <0,001 | -0,135 0,011 | -0,078

BMI <0,001 | -0,339 0,125 |-0,140

MAP MoM | <0,001 | -9,936 <0,001 | -8,034

Uterina 0,024 | -1,331 0,005 | -1,449

MoM

3.4. Logistische Regression

Nachfolgend wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgefuhrt, um den
Einfluss auf die fetal fraction tiefgriindiger zu untersuchen. Es wurden dieselben
unabh. Variablen wie in der linearen Regression untersucht. Die Fallzahl (n =
648) bildet die Gesamtpopulation ab, da nun auch jene Probandinnen mit
ergebnisloser cfDNA-Testung (FF < 4) in die Analyse aufgenommen wurden, die
in der linearen Regression nicht berucksichtigt werden konnten.

Zunachst wurden zwei Gruppen gebildet, die sich durch eine FF =7 (n=603) und
FF <7 (n= 45) definierten.
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Gruppen

M fetal fraction = 7
M fetal fraction < 7

Abbildung 40: Aufteilung aller Studienteilnehmer (n = 648) nach Anteil der fetal fraction. 93,06% der
Probandinnen (n = 603) wurden Gruppe FF 27 zugeteilt. 6,94% der Probandinnen (n = 45) zeigten in der
c¢fDNA Analyse eine FF <7.

Zusatzlich zu den bereits in der linearen Regression eingeschlossenen Variablen
konnten nun kategorial-skalierte bzw. dichotome Variablen in die Analyse
eingeschlossen werden.

Analog zur linearen Regression wurden nach Berechnung der univariaten
logistischen Regression alle dort signifikant getesteten Variablen in einer
multivariaten logistischen Regression zusammen betrachtet. Nach Prufung auf
Multikollinearitat und, wie erwartet, Feststellung einer hohen Korrelation
zwischen der Variable Gewicht und BMI (Pearson: 0,924) wurde der Parameter
BMI aus der multivariaten logistischen Regression ausgeschlossen. Weitere
Korrelationen konnten nicht festgestellt werden, sodass die Variablenreduktion
auf den Parameter BMI beschrankt blieb.

Angesichts zu geringer Fallzahlen fur Patientinnen mit bekannter
Diabeteserkrankung (n = 3), sowie Fehlen des Nasenbeins (n = 4), Darstellung
einer Trikuspidalinsuffizienz (n = 3) und reverse-Flow im Ductus Venosus (n =
14) im Ultraschall wurden auch diese Variablen von der logistischen Regression

ausgeschlossen.
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3.5. Univariate logistische Regression

Zunachst wurde der Einfluss der in Tab. 3.9. zusammengefassten Parameter auf
die Zielvariable ,FF < 7“ mittels univariater logistischer Regression evaluiert.

Die Variablen beta-hCG, PAPP-A, Copeptin, Gewicht, BMI, MAP, das
Vorhandensein  von  reproduktionsmedizinischen =~ MalRnahmen  beim
Konzeptionsstatus, bzw. die Zugehdrigkeit zu einer Ethnizitat abweichend von
.Kaukasisch®, erwiesen sich in der univariaten log. Regression auf den Einfluss

einer ,FF < 7“ als signifikant.

Mit Zunahme des freien beta-hCG um eine Einheit, reduzierte sich die relative
Wahrscheinlichkeit, dass eine FF < 7 vorlag um ca. 59,9% (OR= 0,401). Der
Regressionskoeffizient war -0,914, die Berechnung mit einem p-Wert = 0,005
signifikant.

Auch der fur PAPP-A errechnete Regressionskoeffizient (= RK) von -0,790 war
mit einem p-Wert von 0,013 signifikant. OR war 0,454. Mit Zunahme von PAPP-
A um den Wert 1, sank die relative Wahrscheinlichkeit der Gruppe FF < 7
anzugehdren um 54,6%.

Stieg Copeptin um den Wert MoM= 1, stieg auch die relative Wahrscheinlichkeit
fur das Vorliegen der Zielvariable ,FF < 7“ um den Faktor 2,180 (= OR). Der RK
war 2,180 und mit p = 0,020 signifikant.

Beobachtet wurde zudem, dass bei einer Gewichtszunahme um 1 kg, die relative
Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer FF <7 um 5,7% wuchs (OR = 1,057).
Das Ergebnis war mit p < 0,001 stark signifikant. Der Regressionskoeffizient lag
bei 0,056.

Erwartungsgemal® konnte auch fur den BMI ein signifikanter Zusammenhang
festgestellt werden (OR = 1,176; p < 0,001; RK = 0,162).

Auch fur den Mittleren art. Blutdruck konnte ein starker signifikanter
Zusammenhang aufgezeigt werden (p < 0,001; RK = 5,733). Ein zunehmender
arterieller Blutdruck erhdhte die Wahrscheinlichkeit flr das Vorliegen einer FF <
7 (OR=309,040).
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Ein signifikanter Zusammenhang konnte auch zwischen dem Konzeptionsstatus
und der Zielvariable dargestellt werden. Erfolgte die Konzeption via in-vitro
Fertilisation, erhohte dies die relative Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer
FF <7 um den Faktor 2,182 (OR = 3.182; p = 0,0,10; RK = 1,157), verglichen zu
jenen Probandinnen bei denen die Schwangerschaft spontan eintrat.

Weiter konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der ethnischen
Zugehdrigkeit und der fetal fraction dargestellt werden. Die relative
Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer FF < 7 war fur Probandinnen nicht-
kaukasischer Herkunft im Vergleich zu jenen kaukasischer Abstammung um
2,844 erhoht (OR = 3,844; p = 0,045; RK = 1,347).

Fir delta-NT lie sich zunachst ein signifikanter Zusammenhang mit der
Zielvariablen vermuten (p < 0,001), welcher durch einen signifikanten Hosmer-

Lemeshow-Test jedoch widerlegt wurde.

Weitere (signifikante) Zusammenhange konnten nicht beobachtet werden (s.
Tab. 20).

3.6. Multivariate logistische Regression

Vorgegangen wurde analog zur linearen Regressionsanalyse. Fir Variablen mit
einem p-Wert = 0,05 im univariaten Modell bestand keine statistische Evidenz fur
den Einfluss auf die abhangige Variable, sodass diese im nun folgenden
Gesamtmodell nicht berucksichtig wurden. In der multivariaten logistischen
Regression wurden nur jene unabhangige Variable einbezogen, die im
univariaten Modell einen signifikanten Zusammenhang zur Zielvariable zeigten.
Mit Ausnahme des freien beta-HCG MoM (p = 0,097) und des Merkmals
Ethnizitat (p = 0,105) zeigten die zuvor in der univariaten Analyse signifikant
getesteten Variablen auch in der multivariaten logistischen Regression
signifikante Zusammenhange zur Zielvariablen.

Fur PAPP-A konnte weiterhin ein signifikanter Zusammenhang (p = 0,033; OR =
0,421, RK = -0,866) beobachtet werden. Folglich sank die relative
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Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer FF < 7 um 57,9% bei steigendem
PAPP-A um den Faktor 1.

Weiter konnte fur Copeptin ein signifikanter Einfluss aufgezeigt werden. Mit
Zunahme des Copeptins stieg auch die Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen
einer FF <7 (p =0,012; OR = 2,649; RK = 0,974).

Zudem blieb auch der signifikante Zusammenhang zwischen der Variable
Gewicht und der abh. Variable in der multivariaten Analyse erhalten. Pro
Kilogramm Korpergewicht stieg die relative Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen
FF<7um4,4% (p <0,001; OR = 1,044; RK = 0,043).

Auch fur die Variable ,MAP“ persistierte der signifikante Zusammenhang (p <
0,001; OR =1194,952; RK = 7,086). Stieg der Mittlere art. Druck um den Faktor
MoM 1, so erhdhte sich die relative Wahrscheinlich fur das Vorliegen der
Zielvariable um den Faktor 1193,952.

Ferner blieb der Zusammenhang zwischen der Variablen ,Konzeptionsmodus®
und der Zielvariablen signifikant. Traf die Auspragung ,kunstliche Befruchtung®
zu, so stieg die relative Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer FF <7 um den
Faktor 6,6 (p < 0,001; OR = 7,600; RK = 2,028).

Einen Uberblick tber die Ergebnisse der logistischen Regression (univariate &

multivariate) zur Pradiktion einer FF < 7 zeigt Tabelle 20.

Tabelle 20: Ergebnisse der univariaten und multivariaten logistischen Regression zur Prédikation der fetal
fraction <7.

Variable Univariate logistische Multivariate logistische
Regression Regression
OR p OR p
95% ClI 95% ClI
RK = Regressions-
koeffizient
Serummarker
freies beta-hCG | 0.401 0.005 | 0,550 0,097
MoM (0.212 - 0.759) (0,271 —1,115)
RK: -0,914 RK: -0,598
PAPP-A MoM 0.454 0.013 | 0,421 0,033
(0.242 — 0.849) (0,190 — 0,934)
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RK: - 0,790

RK: -0,866

AFP MoM

1.731
(0.911 — 3.292)
RK: 0,549

0.094

MR-proANP
MoM

1.049
(0.382 — 2.880)
RG: 0,048

0.926

NSE MoM

1.216
(0.498 — 2.966)
RK: 0,195

0.668

PCT MoM

3.042
(0.496 — 18.672)
RK: 1,113

0.229

Prolaktin MoM

1.433
(0.865 — 2.377)
RK: 0,360

0.162

Copeptin MoM

2.180
(1.132 - 4.198)
RK: 0,779

0.020

2,649
(1,237 — 5,674)
RK= 0,974

0,012

PIGF plus MoM

0.490
(0.180 — 1.331)
RK: -0,714

0.162

Patientenmerkmale und Blutdruck

Gewicht

1.057
(1.038 — 1.077)
RK: 0,056

<0.00

1,044
(1,020 — 1,068)
RK: 0,043

<0,001

Grolte

1.036
(0.985 — 1.090)
RK: 0,036

0.167

BMI

1176
(1.113 - 1.242)
RK: 0,162

<0.00

MA (Jahre)

1.070
(0.994 — 1.152)
RK: 0,068

0.072

GA (SSW)

1117
(0.616 — 2.028)
RK: 0,111

0.715

MAP MoM

309,040
(19,032 - 5018,43)
RK: 5,733

<0,00

1194,952
(33,927

42087,439)
RK: 7,086

<0,001

Ultraschallmarker

Uterina MoM

2.007
(0.770 — 5.228)
RK: 0,696

0.154

SSL (mm)

0.996
(0.955 — 1.039)

0.847
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RK: -0,004
NT 0.879 0.764
(0.377 — 2.047)
RK:-0,129
deltaNT *5.570 <0.00 | Hosmer-Lemeshow-
(3.128 — 9.920) 1 Test: signifikant p <
RK: 1,717 0,024
HF 0.944 0.812
(0.947 — 1.043)
RK: -0,006
BPD 0.946 0.394
(0.834 — 1.074)
RK: -0,055
DV PIV 0.618 0.484
(0.160 — 2.384)
RK: -0,482
NB = Nasenbein | n=4 - Ausschluss
TI = | n= 3 - Ausschluss
Trikuspidalinsuff
DV a-Welle | n= 14 - Ausschluss
(Reverse Flow)
Demographische Merkmale
Diabetes n= 3 - Ausschluss
Raucher 1.603 0.537
(0.359 — 7.168)
RK: 0,472
Konzeption 3.182 0.010 | 7,600 <0,001
(IVF) (1.321 - 7.665) (2,524 - 22,883)
RK: 1,157 RK: 2,028
Ethnizitat 3.844 0.045 | 4,355 0,105
(1.033 - 14.310) (0,741 — 24,039)
RK: 1,347 RK: 1,440
Tageszeit 1.223 0.574

(0.606 — 2.470)
RK: 0,202
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluation potentieller Einflussfaktoren fir
die Fetale Fraktion um eine Pradiktion dieses Qualitatsmerkmals der cfDNA-
Analyse zu ermoglichen.

Zur Untersuchung des Sachverhalts wurden die FF und die jeweiligen
biochemischen, biophysikalischen und demographischen Determinanten einer
linearen und logistischen, univariaten und multivarianten Regressionsanalyse

unterzogen.

Die cfDNA-Analyse ist in der heutigen Zeit die beste nicht-invasive Methode zur
Einschatzung des Risikos flr eine Trisomie 21, 18 und 13. Das Forschungsteam
um Gil et al. konnte in Metaanalyse fur die Trisomie 21, 18 und 13
Detektionsraten von 99,7, 97,9 und 99,0% bei einer Falsch-Positive Rate von
0,04% aufzeigen (Gil, Accurti et al. 2017). Weitere Studien konnten dieses
Ergebnis bestatigen (Mackie, Hemming et al. 2017, Geppert, Stinton et al. 2020).
In Kombination mit einem ultraschallbasierten Ersttrimester-Screening mit
Messung des fetalen Nackentransparenz, =zur Identifikation weiterer
schwangerschaftsspezifischer Risiken und Fehlbildungen, die auf andere
Chromosomenstorungen, Mikrodeletionen etc. zurickzufihren sind, ist NIPT
bedeutender Bestandtell zur frihzeitigen Erkennung von
Chromosomenstérungen (Kagan, Eiben et al. 2014, Miltoft, Rode et al. 2018,
Prodan, Wiechers et al. 2022).

Dennoch birgt die cfDNA-Analyse auch einige Hurden. Neben der restriktiven
Screeningmoglichkeiten, die sich weitestgehend auf die typischen
Chromosomenstérungen beschranken, kommt es in etwa 2-3% der Falle zu
einem ergebnislosen Test (Grati and Kagan 2017). Einer Wiederholung der
cfDNA Analyse fuhrt auch dann nur in etwa 50% der Falle zu einem Ergebnis.
Haufigste Ursache fur einen ergebnislosen Test ist eine Fetale Fraktion < 4%.
Neben dem Aspekt, dass im Falle eines ergebnislosen Tests auch das Risiko fur
das Vorliegen von Pathologien (v.a. Trisomie 13, 18) erhoht ist, ist bei einer Re-

Analyse erneut von einer geringeren FF und damit einem Qualitatsverlust der
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Aussagekraft auszugehen (Canick, Palomaki et al. 2013, Wright, Wright et al.
2015, Kozlowski, Burkhardt et al. 2018). Des Weiteren darf nicht vergessen
werden, dass zum Zeitpunkt des Erhalts eines ergebnislosen Tests haufig bereits
mehrere Wochen Zeit vergangen sind. In der Folge ist oft der ideale Zeitraum fur
alternative Tests, wie dem kombinierten ETS (11+0 — 13+6 SSW), die
Durchfihrung eines Diagnosetests oder fir eine Abortinduktion nach
Beratungsregel verstrichen. Es darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass in
diesem Fall und mit voranschreitendem Gestationsalter von einer Zunahme der
psychischen Belastung fur die Patientin und des Risikos fur Komplikationen im
Falle einer konsekutiven Intervention auszugehen ist.

Auch liegen die Kosten fir eine cfDNA-Analyse mit ca. 200 € (Stand 10/2022 fir
den Harmony-Test) deutlich hoher als die Kosten fur ein klassisches

Ersttrimesterscreening.

Sowohl der hohere Kostenaufwand als auch das Risiko fur ein einen
ergebnislosen Test, rechtfertigen es, die Ursachen fur einen ergebnislosen Test
weiter zu untersuchen. Im Idealfall kann folglich bereits vor Durchfiihrung einer
cfDNA-Analyse ein ergebnisloser Test vorhergesagt werden und auf eine
gunstigere Alternative zurtickgegriffen werden.

Um eine genauere Vorhersage zu treffen, bedarf es also einer tiefergriindigen

Erforschung von Einflussfaktoren auf die Fetal Fraktion.

4.1. Diskussion der Serummarker

In der vorliegenden Arbeit konnte fur das freie beta humane Choriongonadotropin
(hCG) MoM ein signifikanter Zusammenhang mit der FF in allen
Regressionsanalysen mit Ausnahme der multivariaten logistischen Regression
nachgewiesen werden. Die Korrelation war positiv. Bei zunehmender FF stieg
auch das hCG.

Dieses Ergebnis wurde bereits in anderen Studien beschrieben und entspricht
dem vorherrschenden Konsens. Ashoor et al. beschrieben in einer Studie mit
1949 Schwangeren, die sich einer cfDNA-Analyse unterzogen, einen Anstieg der

FF mit zunehmendem hCG (Ashoor, Syngelaki et al. 2013). Durch weitere
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Studien konnte dieser Aspekt bestatigt werden (Revello, Sarno et al. 2016, Scott,
Menezes et al. 2018, Galeva, Gil et al. 2019).

Die Erklarung liegt im Ursprung des hCG und der FF. Mit Eintritt der
Schwangerschaft und Entwicklung der Plazenta kommt es zur vermehrten
Produktion des hCG durch die Sincytiotrophoblasten. Als Metabolit der Plazenta
wird das hCG mit Zunahme der Plazentamasse auch vermehrt in die matterliche
Blutbahn freigegeben. Es kommt zum messbaren Anstieg. Gleichzeitig ist
anzunehmen, dass auch die cfDNA nicht fetalen sondern plazentaren Ursprungs
ist und mit zunehmender Plazentamasse der Anteil der Fetalen Fraktion im
matterlichen Blut durch das Zusammenwirken apoptotischer und nekrotischer
Prozesse zunimmt (Bianchi 2004).

Neben dem hCG wird auch das ,pregnany-associated plasma protein A“ (PAPP-
A) durch Produktion der plazentaren Sincytotrophoblasten im Rahmen der
Schwangerschaft freigesetzt. Dies erklart das Vorliegen einer positiven
Korrelation zwischen dem PAPP-A und der FF. Unter anderem in einer Studie
der Arbeitsgruppe um Rolnik et al., in der 4317 Schwangere untersucht wurden,
konnte eine signifikante positive Korrelation dargestellt werden.

In dieser Arbeit konnte der signifikante Zusammenhang sowohl in der linearen

als auch der logistischen Regressionsanalyse erneut bestatigt werden.

Frahere Studien konnten ferner einen Zusammenhang zwischen dem ,placental
growth factor plus“ (PIGF), einem angiogenen Faktor der plazentaren
Entwicklung, mit der FF darstellen. Scott et al. konnten in ihrer
Regressionsanalyse, in der 5267 Schwangere untersucht wurden, eine positive
Korrelation aufzeigen. In der Studie um die Arbeitsgruppe um Rolnik et al. konnte
dies bestatigt werden (Rolnik, da Silva Costa et al. 2018, Scott, Menezes et al.
2018). In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Zusammenhang des PIGF mit
der FF dargestellt werden. Allerdings wurde das Signifikanzniveau mit p 0,068
nur knapp verfehlt. Auch die visuelle Inspektion des Streudiagramms zwischen
der FF in Abh. zu PIGF plus MoM (s. Abb. 26) kdnnte eine Tendenz zur positiven

Korrelation vermuten lassen.
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Auch hier liel3e sich ein Zusammenhang durch die Abhangigkeit beider Variablen

zur plazentaren Masse erklaren, da PIGF in den Trophoblasten gebildet wird.

Bisher beschaftigten sich noch keine Arbeiten mit einem potentiellen
Zusammenhang zwischen Copeptin und der FF. Diese Arbeit ist die erste, die
eine signifikante, inverse Korrelation zwischen steigender FF und sinkenden
Copeptin MoM - Werten darstellen konnte.

Die Erklarung ist am ehesten in der Funktion des Copeptins zu finden. Copeptin
stellt den C-Terminalen Teil von Vasopressin (= Antidiuretisches Hormon / ADH)
dar, welches nach Liberation durch die Neurohypophyse eine renale
Wasserruckresorbtion bewirkt. Daraus resultiert eine Erhdohung der
Plasmakonzentration und konsekutiv eine Erhdhung des arteriellen Blutdrucks.
Nach aktueller Datenlage sind erhéhte Konzentrationen von Copeptin deshalb
vor allem bei Patientinnen mit schwangerschaftsinduzierter Hypertonie (SIH)
oder Praeklampsie (PE) vorzufinden (Neuman, van der Meer et al. 2020, Marek,
Stojko et al. 2021).

Vorangegangene Studien konnten wiederum eine Assoziation zwischen
steigendem arteriellen Blutdruck und abnehmender FF feststellen (Norton, Musci
et al. 2015, Zhou, Zhu et al. 2015, Rolnik, da Silva Costa et al. 2018). Nach
heutigem Kenntnisstand fihrt eine insuffiziente Entwicklung des plazentaren
GefalRsystems zu einer Minderperfusion mit konsekutiver Ischamie und
Rebound-Hypertonie. Die ischamisch bedingten nekrotischen und apoptotischen
Prozesse haben einen Anstieg von zellfreier maternaler und fetaler DNA zur
Folge. Es ist anzunehmen, dass der maternale Anteil dabei Uberwiegt, sodass es
zwar zur einer absoluten Zunahme jedoch relativen Abnahme der fetalen cfDNA
kommt. Folglich nimmt die FF ab. Die Ergebnisse einer gro3en Studie um Rolnik
et al., in der 4317 Schwangere untersucht wurden, stiitzen diese Theorie (Rolnik,
da Silva Costa et al. 2018).

Auch diese Arbeit konnte eine signifikante inverse Korrelation des mittleren art.
Blutdrucks mit der FF bestatigen und den allgemeinen Konsens dadurch

unterstreichen.
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Nun kann unterstellt werden, dass die Abnahme der FF nicht direkt durch das
Copeptin  sondern vielmehr indirekt durch den in Theorie assoziierten
Blutdruckanstieg erklart wird. Allerdings persistierten in dieser Arbeit die
signifikanten Korrelationen mit der FF sowohl flir das Copeptin als auch fur den
Mittleren art. Blutdruck (MoM) in der multivariaten linearen und multivariaten
logistischen Regressionsanalyse. Auch eine signifikante Korrelation zwischen
Copeptin und MAP MoM konnte nicht aufgezeigt werden, sodass ein

unabhangiger Einfluss beider Variablen auf die FF angenommen werden kann.

MR-proANP stellt einen weiteren kardiovaskularen Biomarker dar, dessen
potenzieller Einfluss auf die FF in dieser Arbeit untersucht wurde. MR-proANP
wird zur Bestimmung des Atrialen natriuretischen Peptids (ANP) genutzt, da sich
seine Konzentration aquivalent zum ANP, welches zu einer Vasodilatation und
renalen Diurese fuhrt, verhalt. In der Literatur konnte dem MR-proANP ein nicht
unbedeutender Stellenwert in der Praeklampsiediagnostik beigemessen werden.
So konnten erhdhte MR-proANP Konzentrationen bei Praeklampsiepatientinnen
gemessen werden (Neuman, van der Meer et al. 2020). Bisherige Studien haben
den potenziellen Einfluss dieses Hormons auf die FF bisher nicht untersucht. Ein
signifikanter Zusammenhang des MR-proANP mit der FF konnte in dieser Arbeit

nicht aufgezeigt werden.

Weiter wurde in dieser Studie eine potentielle Einflussnahme des
Alphafetoproteins auf die FF untersucht. Ein erhdhtes AFP spielte bereits in den
Anfangen der Pranataldiagnostik eine bedeutende Rolle in der Detektion von
Neuralrohrdefekten (Wald, Cuckle et al. 1977). Zunachst konnte durch
Berucksichtigung weiterer Biomarker im Rahmen des Triple- und Quadruple-Test
die Spannweite detektierbarer Pathologien wie T21 ausgeweitet werden, bis das
AFP durch Einfuhrung besserer Screeningmethoden, wie dem ETS, endgultig
abgelost wurde. Nichtsdestotrotz sind geringere AFP Konzentrationen mit einer
erhohten Pravalenz des Down-Syndroms assoziiert (Wald, Cuckle et al. 1988).
Auch wenn bisherige Studien eine direkte Korrelation von AFP und FF nicht

untersucht haben, konnte aufgezeigt werden, dass im Falle einer T21 die FF
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signifikant hoher ausfallt (Ashoor, Syngelaki et al. 2013, Palomaki, Kloza et al.
2015). In der Konsequenz liee sich vermuten, dass eine geringere AFP-
Konzentration mit einer hoheren FF assoziiert ist.

In dieser Arbeit konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang in der
Regressionsanalyse dargestellt werden. Es ist jedoch anzumerken, dass in
dieser Studie keine Patientinnen mit dringendem Verdacht fur T21 (s. Kapitel 2.1)
bertcksichtigt wurden, da dies ein Ausschlusskriterium darstellte. Dies stellt
sicherlich einen Schwachpunkt bezlglich dieser Fragestellung dar und sollte im
direkten Vergleich betroffener und nicht betroffener Schwangerschaften

zukunftig tiefgrindiger untersucht werden.

Prolaktin nimmt mit fortschreitendem Gestationsalter in der Konzentration zu. Es
stimuliert das Wachstum der Brustdrisen und fordert die Milchproduktion. Die
Produktion von Prolaktin findet hauptsachlich in der Hypophyse statt. Ein
geringerer Anteil wird darUber hinaus auch in der plazentaren Dezidua wahrend
der Schwangerschaft produziert (Fukamatsu, Tomita et al. 1984). Vor dem
Hintergrund, dass die zellfreie fetale DNA ebenfalls plazentaren Ursprung ist
(Bianchi 2004), lasst sich eine Korrelation von Prolaktin mit der FF vermuten.
Eine signifikante Einflussnahme von Prolaktin auf die FF konnte in dieser Studie
jedoch ausgeschlossen werden. Eine Erklarung liegt darin, dass das deziduale
Prolaktin nur einen geringen Bruchteil der Gesamtkonzentration ausmacht.

Andere Studien zu diesem Thema liegen gegenwartig nicht vor.

Ein weiterer Serummarker, dessen potentieller Einfluss auf die FF in dieser Arbeit
erstmals untersucht wurde, ist die Neuronenspezifische Enolase (NSE). Die NSE
wird im Kontext der Schwangerschaft mit neuronalen Fehlbildungen in
Verbindung gebracht. Eine kleine Studie um Spencer et al. mit 62 Schwangeren
konnte ein Zusammenhang der NSE mit dem Vorliegen einer fetalen
Anencephalie aufzeigen. Studien, die eine Korrelation zwischen der NSE und der
FF untersuchen liegen nicht vor. Diese Arbeit konnte keine signifikante

Korrelation zur FF darstellen.
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Weiter konnte dargelegt werden, dass keine signifikante Korrelation zwischen
Procalcitonin und FF besteht.

PCT ist in der heutigen Medizin ein bedeutender Entzindungs- und
Sepsismarker. Jingst konnte dargelegt werden, dass im Rahmen von
inflammatorischen Prozessen neben einem Anstieg des PCT auch ein Anstieg
zell-freier DNA beobachtet werden kann (Hamaguchi, Akeda et al. 2015, Troia,
Giunti et al. 2018). Es ist anzunehmen, dass neben apoptotischen und
nekrotischen Prozessen auch sogenannte ,Neutrophil extracellular Traps®
(NETs) ursachlich sind. Dabei handelt es sich um Netzwerke extrazellularer
Fasern, die Pathogene binden und aus neutrophiler DNA bestehen (Hamaguchi,
Akeda et al. 2015). Wahrend einer Schwangerschaft hiel3e dies, dass es in der
Konsequenz zu einem Anstieg maternaler zellfreier DNA kommt. Eine relative
Abnahme der fetalen zellfreien DNA und damit der FF ware das Resultat. Dies
legt die Vermutung nahe, dass eine erhdohte PCT Konzentration mit einer
Abnahme der FF assoziiert ist. Diese Arbeit konnte diese Vermutung jedoch
widerlegen. Andere Studien bezlglich dieser Fragestellung existieren

gegenwartig nicht.

4.2. Diskussion der Patientenmerkmale und Blutdruck

In dieser Arbeit konnte eine hochsignifikante Korrelation zwischen abnehmender
FF und zunehmendem Gewicht sowohl in der linearen als auch in der logistischen
Regressionsanalyse aufzeigen. Erwartungsgemald zeigte auch ein steigender
BMI eine hochsignifikante Korrelation zur abnehmenden FF. In der multivariaten
Analyse persistierte die Signifikanz nur noch fur den Parameter Gewicht, nicht
jedoch fur die Variable BMI. Da sich der BMI aus Gewicht und Korpergrofie
zusammensetzt und die Korpergrofde als eigenstandige Variable in keiner
Regressionsanalyse eine signifikante Assoziation mit der FF aufzeigte, scheint
allein das Gewicht Einfluss auszulben.

Dieses Ergebnis deckt sich mit jenen bisheriger Studien (Wang, Batey et al. 2013,
Rava, Srinivasan et al. 2014, Revello, Sarno et al. 2016, Galeva, Gil et al. 2019).
Ashoor et al. konnten bereits frih in einer Studie mit 1949 Schwangeren eine

Abnahme der FF mit zunehmendem Gewicht feststellen. So betrug die gemittelte
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FF bei Schwangeren mit einem Korpergewicht von 60 kg 11,7%, wahrend sie bei
einem Gewicht von 160 kg nur noch 3,9% betrug (Ashoor, Syngelaki et al. 2013).
Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Dar et al. konnten dieses Ergebnis in einer
groflden Studie, in der Daten von knapp 29000 Schwangeren analysiert wurden,
bestatigen (Dar, Curnow et al. 2014). Galeva et al. berechneten in ihrer Studie
sogar eine Risikozunahme von 5% fir eine ergebnislose cfDNA Analyse pro
Kilogramm Gewichtzunahme (Galeva, Gil et al. 2019).

Es wird angenommen, dass bedingt durch die groRere maternale Masse ein
Verdinnungseffekt eintritt, da die zellfreie DNA fetalen Ursprungs in Relation an
Gewichtung verliert (Ashoor, Syngelaki et al. 2013). Weiter fuhrt eine vermehrte
Menge von Adipozyten auch zu einem vermehrten Umsatz dieser Zellen, was
neben der Bildung auch die Apoptose und Nekrose und damit die Freisetzung

maternaler zellfreier DNA zur Folge hat (Haghiac, Vora et al. 2012).

Die Variable Maternales Alter korrelierte in der linearen Regressionsanalyse nicht
mit der FF. Kontrar dazu konnten Galeva et al. in einer gro3en prospektiven
Studie unter Berucksichtigung von 23495 Schwangeren eine inverse Korrelation
darstellen (Galeva, Gil et al. 2019). Eine Erklarung lieRen die Autoren offen. In
anderen Studien wurde solch ein Ergebnis nicht berichtet.

In der logistischen Regressionsanalyse dieser Arbeit konnte auch kein
signifikantes Ergebnis erzielt werden. Allerdings wurde das Signifikanzniveau mit
p = 0,072 nur knapp verfehlt, was auf einen tendenziellen Zusammenhang

hindeuten konnte.

Auch die Variable Gestationsalter liel3 in unserer Arbeit keine Pradiktion auf die
FF zu. Im Gegensatz dazu haben bisherige Studien sehr wohl eine Korrelation
des Gestationsalters und der FF demonstrieren kdnnen. Wang et al. berichteten
bereits im Jahr 2013 nach Analyse von 22384 Schwangeren von einer
signifikanten positiven Korrelation beider Parameter (Wang, Batey et al. 2013).
Diverse andere Studiengruppen konnten dieses Ergebnis bestatigen (Dar,
Curnow et al. 2014, Rava, Srinivasan et al. 2014, Lee, Rolnik et al. 2018, Galeva,
Gil et al. 2019).
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Dass in unserer Studie kein Zusammenhang dargelegt werden konnte, ist am
ehesten durch die vergleichsweise geringe Fallzahl (n = 648) zu erklaren.
Beispielsweise konnte die Arbeitsgruppe um Ashoor et al. im Jahr 2013 nach
Datenauswertung von knapp 2000 Schwangeren zunachst auch keinen
signifikanten Zusammenhang darstellen (Ashoor, Syngelaki et al. 2013). Im Jahr
2019, nach Erweiterung des Datensatzes und Ausweitung der Fallzahl auf fast
23495 Teilnehmerinnen, konnte ein Zusammenhang hingegen sehr wohl
beobachtet werden (Galeva, Gil et al. 2019). Fairerweise muss darauf
hingewiesen werden, dass mit einer zunachst linearen und spater logistischen
Regressionsanalyse unterschiedliche statistische Methoden benutzt wurden. Der

beschriebene Effekt sollte dadurch jedoch nur geringfiigig beeinflusst werden.

Eine stark signifikante Korrelation mit der FF konnte ferner fir den Mittleren
arteriellen  Blutdruck  beobachtet werden. Auch die logistische
Regressionsanalyse bestatigte, dass der Mittlere arterielle Blutdruck zur
Pradiktion einer niedrigen FF geeignet ist. Fruhere Studien demonstrierten
Ubereinstimmende Ergebnisse (Suzumori, Sekizawa et al. 2018). Die
Arbeitsgruppe um Rolnik et al. konnte diesen Einfluss auf die FF ebenfalls
feststellen (Rolnik, da Silva Costa et al. 2018). Einige Studien berichten auch von
steigender fetaler zell-freier DNA bei Patientinnen mit Praeklampsie in der das
Symptom der arterieller Hypertonie vorherrscht (Caramelli, Rizzo et al. 2003,
Farina, Sekizawa et al. 2004). Die Autoren begrinden ihre Beobachtung darin,
dass in diesen Fallen eine vermehrte Apoptose von Throphoblasten einsetzt, die
auf einer plazentaren Ischamie und inflammatorischen Schadigung von Gefalten
und Gewebe beruht. Zudem konnte eine gestorte ,Clearance” fetaler cfDNA in
Schwangeren mit Praeklampsie beobachtet werden (Lau, Leung et al. 2002).

Diese zunachst divergent erscheinenden Ergebnisse erklaren sich am ehesten
in der Unterscheidung der untersuchten Variablen, da die FF das relative
Verhaltnis zur zellfreien fetalen DNA maternalen Ursprungs berucksichtigt,
wahrend die fetale zellfreie DNA dies nicht tut. Ein minder ausgepragter Anstieg
fetaler zellfreier DNA im Verhaltnis zur zellfreien DNA maternalen DNA kdnnte

die Diskrepanz verursachen.
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4.3. Sonographische Marker

In der linearen Regressionsanalyse konnte eine inverse Korrelation der FF mit
zunehmenden Gefalwiderstand in den Aa. Uterinae dargelegt werden. Zwar
konnte dieser Effekt in der logistischen Regressionsanalyse nicht mehr
dargestellt werden, dennoch wurde jener Zusammenhang bereits in der Studie
um Rolnik et al. beobachtet (Rolnik, da Silva Costa et al. 2018). Dieser Effekt
lasst sich durch dieselben pathophysiologischen Verhaltnisse erklaren, die
bereits zuvor unter dem Punkt MAP MoM erldutert wurden.

Dass die logistische Regressionsanalyse keine signifikante Assoziation aufzeigt,
ist am ehesten auf die geringere Fallzahl in der Gruppe ff < 7 (n = 45)
zuruckzufuhren. Teilt man dieser Gruppe in der statistischen Analyse jene
Patienten mit einer ff von genau 7 zu, vergréfRert sich die Fallzahl auf n= 50. Das
Signifikanzniveau andert sich von p= 0,154 auf p= 0,070. Eine Pradiktion ist

dadurch noch immer nicht mdglich, eine Tendenz jedoch bereits angedeutet.

In dieser Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen der FF und der Scheitel-
Steil3-Lange beobachtet werden. Kontrar dazu, hat die Arbeitsgruppe um Revello
et al. eine positive Korrelation darstellen konnen (Revello, Sarno et al. 2016).
Eine Begrindung lieferten die Autoren nicht. Andere Studien hierzu existieren
gegenwartig nicht. Da die zell-freie fetale DNA plazentaren- und nicht fetalen
Ursprungs ist, Uberrascht das Ergebnis von Revello et al. zunachst. Allerdings
haben postpartale Studien demonstrieren kdnnen, dass die Plazentagrofe
positiv mit dem Geburtsgewicht und der Geburtslange korreliert (Lo, Jeng et al.
2002, Little, Zadorozhnaja et al. 2003), wodurch dieser Effekt erklart wirde.

Nichtsdestotrotz konnte diese Arbeit den Zusammenhang nicht bestatigen.

Auch fur die fetale Herzfrequenz, den Ductus Venosus Pulsatilitatsindex flr
Venen und den Biparietalen Durchmesser liel3 sich kein Zusammenhang zur FF
demonstrieren, der eine Pradiktion ermoglichen wirde. Eine Einflussnahme des
kardiovaskularen fetalen Systems auf die Konzentration der FF im mutterlichen

Blut kann damit in dieser Analyse ausgeschlossen werden. Da der Biparietale
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Diameter vor allem im ersten Trimenon abhangig vom fetalen Wachstum ist und
mit der SSL korreliert (Salomon, Bernard et al. 2003, Kumar, Vajala et al. 2017),
war die fehlende Korrelation des BPD zur FF zu erwarten. Berichte bezuglich
einer potenziellen Einflussnahme dieser Parameter auf die FF liegen in anderen

Studien bisher nicht vor.

Ein Zusammenhang zwischen der Nackentransparenz bzw. dem Delta-Wert der
Nackentransparenz und der FF konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. In
der logistischen Regressionsanalyse war das Ergebnis signifikant, allerdings fiel
auch der Hosmer-Lemeshow-Test signifikant aus, sodass eine statistische
Interpretation bezuglich der Vorhersage ausgeschlossen werden kann.
Hudecova et al. berichteten in ihrer Studie in der 726 Einlingsschwangerschaften
bertcksichtigt wurden ebenfalls Uber einen fehlenden signifikanten
Zusammenhang zur FF (Hudecova, Sahota et al. 2014). Eine Zunahme der NT
ist bei diversen Krankheitsbildern insbesondere aber der Trisomie 21, 18 und 13
zu erwarten. Da bei T13 und T18 eine niedrigere, bei T21 jedoch eine hohere FF
beobachtet wurde, entspricht unsere Beobachtung der allgemeinen Annahme

(Rava, Srinivasan et al. 2014, Revello, Sarno et al. 2016).

Angesichts zu geringer Fallzahlen wurden die Parameter ,Fehlen des
Nasenbeins“ (NB), ,Vorliegen einer Trikuspidalinsuffizienz® (TI) und ,Reverse
Flow der Ductus Venonsus a-Welle® (DV a-Welle) in die statistische Analyse nicht
mit einbezogen. Auch Berichte anderer Studien Uber eine Assoziation dieser
Ultraschallmarker liegen gegenwartig nicht vor. Da es sich bei jenen Parametern
um fetale Marker fur Fehlbildungen insbesondere der Trisomie 13, 18 und 21
handelt und hier jeweils unterschiedliche FF-Konzentrationen beobachtet
wurden, ware ein Zusammenhang Uberraschend (Kagan, Cicero et al. 2009,
Kagan, Valencia et al. 2009, Maiz, Valencia et al. 2009).

4.4. Demographische Marker

Die Variable praexistenter Diabetes Mellitus wurde aufgrund einer Fallzahl von n

= 3 ebenfalls ausgeschlossen. In der Literatur finden sich gegenwartig nur
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einzelne divergente Ergebnisse. Rolnik et al. berichten in ihrer prospektiven
Kohortenstudie, an der 4317 Schwangere teilnahmen, von einer geringeren FF
bei Patientin mit praexistentem Diabetes Mellitus Typ 1 und 2. Allerdings wurden
hierbei jeweils nur 13 Falle von Typ 1 und 2 Diabetikern bertcksichtigt (Rolnik,
da Silva Costa et al. 2018). Kontrar dazu konnte die Arbeitsgruppe um Zhou et
al. in ihrer retrospektiven Analyse unter Berucksichtigung von insgesamt 22650

Schwangeren keinen Zusammenhang aufzeigen (Zhou, Zhu et al. 2015).

Der Raucherstatus zeigte in dieser Arbeit keinen signifikanten Zusammenhang
mit der FF. Auch hier besteht in der Literatur gegenwartig noch kein Konsens.
Ashoor et al. beobachteten in ihrer Studie Uber eine signifikant hohere FF bei
Rauchern und erklaren dies durch die erhohte Nekroserate von
Sincytothrophoblasten in dieser Population (Ashoor, Syngelaki et al. 2013). Eine
grolRere andere Studie konnte hingegen keinen signifikanten Zusammenhang
beider Parameter aufzeigen (Revello, Sarno et al. 2016). Gegen eine Zunahme
der FF spricht, dass es bei Rauchern zu einer gestorten plazentaren Entwicklung
und konsekutiv einer geringeren plazentare Masse kommt. In der Konsequenz
musste dann auch eine geringere zellfreie fetale DNA plazentaren Ursprungs zu

erwarten sein (Zdravkovic, Genbacev et al. 2005).

Ubereinstimmend mit der gegenwartigen Studienlage konnte in dieser Arbeit eine
signifikant geringe FF in Patientinnen, die sich einer In-vitro Fertilisation
unterzogen, aufzeigt werden (Revello, Sarno et al. 2016, Lee, Rolnik et al. 2018,
Rolnik, da Silva Costa et al. 2018, Galeva, Gil et al. 2019). Die relative
Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer niedrigeren FF von < 7 ist bei
Patientinnen mit IVF um das 3,2-fache erhoht.

Vermutlich liegt auch dieser Effekt im plazentaren Ursprung fetaler zellfreier
DNA. Wie unter Punkt 4.1. erlautert, korrelieren die von der Plazentamasse
abhangigen Hormone bHCG und PAPP-A mit der FF (Metzenbauer, Hafner et al.
2001). Entsprechend konnte eine niedrigere FF die Folge einer gestorten
Plazentaimplantation sein, wie sie nach einer IVF vermehrt zu beobachten ist
(Jauniaux, Moffett et al. 2020).
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Nach aktueller Datenlage Ubt auch die ethnische Herkunft Einfluss auf die FF
aus. Ashoor et al. berichten Uber eine signifikant geringe FF in Schwangeren
afrokaribischer Abstammung (Ashoor, Syngelaki et al. 2013). In der
Kohortenstudie von Revello et al. konnte eine signifikant geringe FF in
Probandinnen Sudostasiatischer Herkunft aufgezeigt werden (Revello, Sarno et
al. 2016). Weitere Studien konnten Ubereinstimmende Ergebnisse liefern (Lee,
Rolnik et al. 2018, Rolnik, da Silva Costa et al. 2018, Galeva, Gil et al. 2019). Die
Population dieser Arbeit setzte sich zu 97,8% (n= 634) aus Patientinnen
kaukasischer Abstammung zusammen. Nur acht ostasiatische, funf
schwarzafrikanische und eine sudasiatische Patientin nahmen an dieser Studie
teil. Angesichts der geringen Fallzahl von Studienteilnehmerinnen nicht-
kaukasischer Herkunft wurden diese in der statischen Analyse zusammen
betrachtet um eine Interpretation zu ermoglichen. Die univariate logistische
Regressionsanalyse konnte zunachst einen signifikanten Zusammenhang
zwischen Patienten nicht-kaukasischer Abstammung und einer FF < 7
bestatigen. In der multivariaten logistischen Regression konnte das
Signifikanzniveau jedoch nicht mehr erreicht werden. Zu begrinden ist dieses
Ergebnis sicherlich in der noch immer sehr geringen Fallzahl nicht-kaukasischer

Patientinnen.

Abschlieend wurde in dieser Studie untersucht, ob der Zeitpunkt der cfDNA
Analyse Einfluss auf die FF ausubt. Vermutet wurde, dass im Laufe des Tages
auftretende Blutdruckspitzen und korperliche Anstrengung die Konzentration der
zellfreien fetalen DNA beeinflussen koénnte. Im Gruppenvergleich von
Patientinnen bei denen die Blutenthahme vormittags (vor 12:00 Uhr)
beziehungsweise nachmittags (nach 12:00 Uhr) erfolgte, liel3en sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede finden. Andere Studien die einen potenziellen Effekt

der Tageszeit auf die FF untersuchen liegen gegenwartig nicht vor.
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4.5. Schlussfolgerung

In Anbetracht zunehmenden Etablierung und Inanspruchnahme der cfDNA-
Analyse, des hohen Kostenaufwands und der in 2-3% eintretenden
ergebnislosen Tests bei einer FF < 4%, die einerseits mit einer hdheren
Pravalenz von Pathologien verbunden sind und andererseits mit einem nicht
unbedeutenden Zeitverzug in der Konsequenz ein alternatives Screening oder
sogar einen Diagnosetest erfordern, ist die Pradiktion der FF zur individuellen
Abschatzung fur das Eintreten einen Testfehlers von hoher gesellschaftlicher und

okonomischer Relevanz (Palomaki and Kloza 2018, Kagan, Sonek et al. 2022).

Die aktuelle Datenlage beschreibt ein erhdhtes Risiko fur einen ergebnislosen
Test bei zunehmendem Gewicht und mdatterlichem Alter, nach In-vitro-
Fertilisation, bei zunehmendem arteriellen Blutdruck und Widerstand in den Aa.
Uterinae sowie in Mehrlingsschwangerschaften. Auch Schwangere asiatischer
und afrikanischer Abstammung scheinen haufiger mit einem ergebnislosen Test
durch eine ungenugende FF konfrontiert zu werden als Frauen kaukasischer
Herkunft. Eine Risikoverringerung kann bei erhdhten Konzentrationen des
humanen  Choriongonadotropin  (bHCG), @ Schwangerschaftsassozierten
Plasmaprotein A (PAPP-A), des ,Placental Growth Factor* (PIGF-plus) und mit
zunehmenden Gestationsalter beobachtet werden (Ashoor, Syngelaki et al.
2013, Kinnings, Geis et al. 2015, Rolnik, da Silva Costa et al. 2018, Galeva, Gil
et al. 2019).

Mit Ausnahme der Einflussnahme von Mehrlingsschwangerschaften auf die FF,
die in dieser Studie nicht untersucht wurde, konnten die aktuellen Erkenntnisse
groflitenteils bestatigen. In der linearen Regressionsanalyse korrelierten die
Parameter bHCG und PAPP-A positiv mit zunehmender FF, wahrend das
Gewicht, der arterielle Blutdruck und der Widerstandstand in der Aa. Uterinae
eine inverse Korrelation aufzeigten.

Erstmals nachgewiesen werden konnte in dieser Studie zusatzlich eine inverse
Korrelation von Copeptin zur FF, was auf eine akkuratere Pradiktion der FF in

Zukunft hoffen lasst. Der einheitliche Bewertungsmalistab beziffert die aktuellen
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Kosten zur Bestimmung von Copeptin auf etwa 25 € (Kollegen 2022). Der
Kostenaufwand betragt damit nur einen Bruchteil der ,verlorenen“ Kosten im
Falle einer ergebnislosen cfDNA-Analyse.

Eine positive Korrelation des PIGF-plus mit der FF, wie sie durch Rolnik et al. und
Scott et al. berichtet wurden, konnten nicht bestatigt werden. Allerdings verfehlte
das Ergebnis nur knapp das Signifikanzniveau, sodass eine Assoziation
zumindest vermutet werden kann (Rolnik, da Silva Costa et al. 2018, Scott,
Menezes et al. 2018).

Kontrar zu den Ergebnissen anderer Studien konnte kein Zusammenhang der FF
zum Gestationsalter und zum mutterlichen Alter dargelegt werden. Revello et al.
berichten auch von einer Korrelation der Scheitel-SteiR-Lange mit der FF
(Revello, Sarno et al. 2016). In unserer Arbeit konnte ein derartiger
Zusammenhang nicht dargelegt werden. Auch lieken weder der Biparietale
Durchmesser, noch die Herzfrequenz, die Nackentransparenz, der Delta-Wert
der Nackentransparenz und der Ductus Venosus Pulsatilitsindex fur Venen eine
Vorhersage der FF zu.

Weiter konnte aufgezeigt werden, dass die Serumkonzentrationen von NSE, MR-

proANP, PCT und Prolaktin keinen Aufschluss Uber die FF zulassen.

In der logistischen Regressionsanalyse konnte dartber hinaus bestatigt werden,
dass eine geringere FF bei Schwangeren nach In-vitro-Fertilisation zu erwarten
ist. Auch liel3 sich eine geringere FF bei Frauen nicht-kaukasischer Abstammung
in der univariaten logistischen Regression beobachten. In der multivariaten
Regressionsanalyse konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang mehr
dargelegt werden, was sicherlich auch durch die geringe Fallzahl nicht-
kaukasischer Probandinnen in dieser Studie zu erklaren ist. Der Raucherstatus
erlaubte keine Vorhersage der FF, da kein signifikanter Zusammenhang besteht
und bekraftigt damit die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Revello et al. (Revello,
Sarno et al. 2016).

Auch konnte diese Arbeit demonstrieren, dass der Zeitpunkt der Blutentnahme

keinen Einfluss auf die FF auszulben scheint.
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Unter BerUcksichtigung dieser Einflussfaktoren in der medizinischen Beratung
vor einem Screening konnte ein individuelles Risiko fur einen Testfehler durch
eine niedrige FF < 4 abgeschatzt und eine Eignung des NIPT individuell abwogen
werden.

Heutzutage basiert das Screening auf Chromosomenstérungen im ersten
Trimenon hauptséachlich auf dem kombinierten ETS und der cfDNA-Analyse
(Sonek, Kagan et al. 2016, Kagan, Sonek et al. 2017, Kozlowski, Burkhardt et al.
2018, Kagan, Sonek et al. 2022). Die cfDNA Analyse ist dem klassischen
Verfahren in Bezug auf die wichtigsten Chromosomenstérungen T21, T18 und
T13 dabei Uberlegen. Hohere Kosten, das Risiko eines ergebnislosen Tests und
die Limitation detektierbarer Pathologien flihren dazu, dass ein allumfassender
Ansatz gefordert und in jungsten Publikationen auch empfohlen wird (Prodan,
Wiechers et al. 2022).

Prodan et al. stellten in ihrer Studie eine Methode vor, in der das T21 Risiko
zunachst mittels kombinierten ETS ermittelt wurde und eine Einteilung in drei
Gruppen (Hochrisiko >1:10; Intermediares Risiko >1:11 — 1000; Niedrigrisiko
>1/1000) erfolgte. Berucksichtigt wurden insgesamt 2418 Schwangerschaften,
wovon in 161 Fallen eine T21 vorlag. Frauen der Hochrisikogruppe wurde ein
Diagnosetest (Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie) angeboten. Bei einem
intermediaren Risiko wurde eine cfDNA Analyse durchgeflhrt. Mit diesem Ansatz
konnte eine der cfDNA-Analyse ebenburtige Detektionsrate von 98,4% bei einer
Falsch-positiv Rate von 0,7% erreicht werden. Gleichzeitig konnte die
Notwendigkeit einer cfDNA-Analyse auf 27% aller Schwangerschaften begrenzt
werden, ohne die Detektion anderer Fehlbildungen zu vernachlassigen (Prodan,
Wiechers et al. 2022). Nicolaides et al. konnten in ihrer Studie, in der eine cfDNA-
Analyse bei einem Risiko hoher 1:3000 angeboten wurde, Uber vergleichbare
Ergebnisse berichten (Nicolaides, Wright et al. 2013).

Andere Studien verfolgten einen ahnlichen Ansatz (Gil, Revello et al. 2016,
Miltoft, Rode et al. 2018). Allerdings war die Zahl berucksichtigter T21 Falle hier

bedeutend geringer, was die Aussagekraft einschrankt.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnten eine weitere Reduktion der notwendigen
cfDNA-Analysen bewirken, indem idealerweise ein ergebnisloser Test
vorhergesagt werden kann. Dadurch konnten nicht nur unnétige Kosten
vermieden werden. Auch wirde die im Falle eines Testfehlers notwendige
erneute oder alternative Testung, der damit verbundene Zeitaufwand, die
psychische Belastung der Schwangeren und die konsekutiv hdheren Risiken im
Falle eine Intervention bei dann fortgeschrittenem Gestationsalter, reduziert
werden konnen.

Nahme man sich die Methode der Arbeitsgruppe von Prodan et al. zum Beispiel,
konnte man fir Schwangere der Intermediarrisikogruppe ein individuelles
Risikoprofil fir das potenzielle Testversagen der cfDNA Analyse erstellen. In der
Folge wirde man einer Patientin mit hohem BMI, praexistentem Hypertonus,
niedrigen bHCG und PAPP-A Konzentrationen sowie vorangegangener In-vitro-
Fertilisation entsprechend Uber das Risikos eines ergebnislosen Tests aufklaren
und gegebenenfalls sogar davon abraten. Hier konnte ein Diagnosetest nach
ausfuhrlicher Aufklarung direkt erfolgen. Entsprechend wirde man einer
Patientin mit geringem Risikoprofil eine cfDNA empfehlen. Weitere ,neue”
Pradiktoren wie das Copeptin oder die uterine Dopplersonographie kénnten

unschlussigen Patientinnen die Entscheidung dabei zukunftig erleichtern.

Gegenwartig basiert das Screening im ersten Trimenon noch auf dem
klassischen ETS oder sogar allein auf einer cfDNA-Analyse. Insbesondere fur
Patientinnen, die eine isolierte cfDNA-Analyse in Erwagung ziehen, kdnnte
mittels Pradiktion der FF unter Berlcksichtigung der Einflussfaktoren das Risiko
fur eine FF< 4 ermittelt werden und ein ergebnisloser Test erspart bleiben. Das

kombinierte Ersttrimesterscreening ware dann eine geeignetere Empfehlung.
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4.6. Ausblick

Zuklnftige Studien zur Untersuchung weiterer Pradiktoren der FF waren
wunschenswert. Im Idealfall kdnnte damit das Eintreten eines ergebnislosen
Tests vorhergesagt werden. Durch Fortflihrung existierender Studien konnte die
Fallzahl erweitert werden und die Aussagekraft existierender Effekte bekraftigt
werden. Weitere Studien zur Untersuchung der in unserer Arbeit neu entdeckten,
inversen Korrelation von Copeptin und der FF sollten zur Bestatigung erfolgen.
FUr die medizinische Anwendung vorteilhaft waren zudem Studien, die sich eine
Erstellung von Risikoprofilen flr bestimmte Parameterkonstellationen als Ziel
setzen wuirden. Dadurch koénnten Algorithmen entwickelt werden, die eine
Beratung von Schwangeren im medizinischen Alltag anhand vorliegender
Einflussfaktoren verbessern. So konnte das statistische Risiko fur das Eintreten
eines Testfehlers fur jede Patientin individuell errechnet werden und in die

Beratung fur das Ersttrimesterscreening mit einbezogen werden.

Ungeachtet dessen sollte die Forschung und Weiterentwicklung an der cfDNA-
Analyse selbst weiter intensiviert werden, um die Bandbreite detektierbarer
Fehlbildungen und Syndrome sinnvoll zu erweitern. Es ist zu betonen, dass
Chromosomenstorungen fur nur 10% aller Entwicklungsstérungen verantwortlich
sind und nur die Halfte aller fetalen Chromosomenstorungen durch eine T21
ausgeldst werden (Grati, Barlocco et al. 2010). Andererseits konnte die
Arbeitsgruppe um Maya et al. in ihrer Studie demonstrieren, dass eine
Erweiterung des Untersuchungsspektrum auf unter anderem Mikrodeletionen/ -
duplikationen und Sex-Chromosomaberrationen das Restrisiko fur genetische
Erkrankungen nur geringfigig reduziert (Maya, Salzer Sheelo et al. 2022).
Zudem fuhrt die Berlcksichtigung weiterer vor allem seltener Krankheitsbilder
auch zu einer héheren Falsch-Positiv Rate. Zudem ist fraglich, ob eine Testung
extrem seltener Gendefekte in einem Routine-Screening als verhaltnismaRig
eingestuft werden sollten (Kagan, Sonek et al. 2022). Hinzukommend sollte
kontrovers diskutiert werden, ob die Detektion oftmals phanotypisch unauffalliger

Veranderung der Sexchromosomen ethisch vertretbar ist.
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4.7. Kritische Beurteilung dieser Studie

Ein Schwachpunkt dieser Studie stellt die Handhabung der Datenanalyse bei
Probandinnen mit ergebnislosem Test dar. Fur diesen Fall wurde zuvor
sicherheitshalber eine zweite Serummonovette eingelagert, um eine bHCG und
PAPP-A Bestimmung einzuleiten. Dadurch konnte Betroffenen ein kombiniertes
ETS als alternatives Screening angeboten werden.

Infolgedessen konnte diese Serummonovette jedoch nicht mehr zur Messung der
Serummarker herangezogen werden, sodass mit Ausnahme von bHCG und
PAPP-A keine anderen Serummarker bei Patientinnen mit einer FF < 4
bericksichtigt wurden. Eine bessere Planung hatte diesen Aspekt verhindern
koénnen. Zukiinftig sollte die Abnahme eines weiteren Serumrdhrchens unbedingt
erfolgen.

Daruber hinaus ist auf die geringe Fallzahl von Probandinnen mit praexistentem
Diabetes und Schwangerschaften bei denen ein fehlendes Nasenbein, eine
Trikuspidalinsuffizienz oder eine Reverse-Flow im Ductus venosus gemessen
wurde hinzuweisen. Diese Merkmale wurden aus der statistischen Analyse
ausgeschlossen. Um einen Zusammenhang zu untersuchten, sollte zuerst eine
hohere Fallzahl erreicht werden.

Positiv hervorzuheben ist das breite Spektrum laborchemischer Marker, dessen
potenzieller Einfluss auf die FF untersucht wurde. Bisherige Studien haben
hauptsachlich Zusammenhange zwischen der FF und den klassischen
Schwangerschaftshormonen bHCG und PAPP-A erforscht. Diese Arbeit
berucksichtigt eine Vielzahl anderer Hormone und Enzyme und konnte mit
Copeptin einen neuen Pradiktor entdecken. Zudem sind eine Vielzahl
sonographischer Variablen und der fehlende Zusammenhang des Zeitpunkts der
Blutentnahme hinsichtlich der FF in dieser Arbeit erstmals untersucht wurden,

auch wenn weitere Studien zur Bestatigung dieser Ergebnisse erfolgen sollten.
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5. Zusammenfassung

In den letzten Jahren konnte in der Pranataldiagnostik ein Paradigmenwechsel
hin zur cfDNA-Analyse beobachtet werden. Gegenwartige Screeningmodelle
basieren hauptsachlich auf dem klassischen kombinierten
Ersttrimesterscreening und der cfDNA-Analyse. Beim klassischen Ansatz
werden das mdutterliche Alter, das Gestationsalter, die Nackenfalte und die
Hormone bHCG und PAPP-A zur Risikoermittiung herangezogen. Diese
Methode besticht neben einer guten Detektionsrate und niedrigen Falsch-positiv-
Rate auch durch einen geringen Kostenaufwand und ein extrem breites
Spektrum anderer detektierbarer Fehlbildungen.

Die cfDNA-Analyse beeindruckt durch noch bessere Detektions- und noch
geringere Falsch-Positiv Raten, ist im Untersuchungsspektrum jedoch auf die
typischen Trisomien und Sexchromosomenstorungen begrenzt. Zudem ist dieser
Ansatz mit einem hoéheren Kostenaufwand verbunden und liefert in 2-3% der
Falle kein Ergebnis, was primar auf eine fur die Analyse zu geringe Fetale
Fraktion zurtckzuflhren ist.

Infolgedessen empfiehlt sich nicht nur eine allgemeinere Herangehensweise, die
die Vorteile beider Methoden kombiniert, an die individuelle Patientin und
Situation anpasst und kosteneffektiv einsetzt. Auch werden Einflussfaktoren auf
die FF, die den Anteil zellfreier DNA fetalen Ursprungs darstellt, erforscht.
Anzustreben ist die Pradiktion der FF, um das Risiko fur einen ergebnislosen Test
vorherzusagen, eine individuelle Beratung der Schwangeren zu ermdglichen und
die Rate ergebnisloser Tests zu minimieren oder idealerweise ganzlich zu
verhindern. Neben unndtigen Kosten kdnnte Betroffenen auch die konsekutive
psychische Belastung, die Notwendigkeit eines alternativen Screenings oder
sogar die durch den Zeitverzug hoheren Risiken im Fall einer daraus

resultierenden Intervention, erspart bleiben.

Ziel dieser Arbeit ist die Pradiktion der Fetalen Fraktion im Rahmen eines cfDNA-
Tests anhand der Identifikation potentieller Einflussfaktoren.
Fir die Studie rekrutiert wurden 648 Schwangere in der 12. — 14.

Schwangerschaftswoche bei denen eine cfDNA-Analyse durchgefiihrt wurde und
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eine Einwilligung vorlag. Ausgeschlossen wurden Patientinnen im Falle eines
fehlenden Einverstandnisses oder bei sonographischem Hinweis flr
Fehlbildungen, wie einer Nackentransparenz von > 3,5 mm.

Mittels linearer Regressionsanalyse wurde eine Korrelation zwischen der FF und
den untersuchten Variablen geprift. Fur die untersuchten Serummarker erfolgte
zuvor eine Konvertierung in MoM-Werte, um die Daten von anderen Einfliissen
wie das Gestationsalter und das Gewicht zu bereinigen. Es zeigten sich eine
positive Korrelation der FF mit bHCG und PAPP-A, sowie eine inverse
Korrelation mit Copeptin, dem Gewicht, dem mittleren arteriellen Blutdruck und
dem Pulsatilitdtsindex der uterinen Dopplersonographie.

Anschlieend wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgefiuhrt, um auch
nominalskalierte-dichotome Variablen zu untersuchen. Hierfur wurde das
Patientenkollektiv in zwei Gruppen mit einer FF < 7 und = 7 aufgeteilt. In der
logistischen Regression konnte demonstriert werden, dass eine niedrige FF
signifikant haufiger mit einer vorangegangenen In-vitro-Fertilisation assoziiert ist.
Auch die ethnische Zugehdrigkeit schien zunachst Einfluss auf die FF
auszuuben. Die multivariate logistische Regressionsanalyse konnte einen

unabhangigen Einfluss jedoch nicht bestatigen.

Diverse Pradiktoren eignen sich zur Pradiktion der FF bei geplanter cfDNA-
Analyse. Um der Schwangeren und dem behandelnden Therapeuten unnétige
Kosten und Umstande zu ersparen, sollte eine individuelle Beratung anhand des
Risikoprofils erfolgen und im Einzelfall eine Beratung zugunsten geeigneter

Alternativen, wie dem kombinierten Ersttrimesterscreening, erfolgen.
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