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1 Einleitung

1.1 Definition und Folgen einer Friihgeburt

Eine Frihgeburt ist als Geburt eines Kindes (mit einem Geburtsgewicht tiber 500 Gramm oder
Vorhandensein von Lebenszeichen) vor Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche (SSW)
post menstruationem definiert. Dies betrifft jahrlich zwischen 5 und 13 Prozent aller
Schwangerschaften weltweit [75]. Im Jahr 2010 betrug die Frihgeborenen-Rate 11,1 Prozent
(rund 14,9 Millionen Kinder), mit einer Spannbreite von etwa 5 Prozent in einigen
nordeuropaischen Landern bis zu 18 Prozent in stdafrikanischen und asiatischen Gebieten
[20]. In Deutschland werden jahrlich ungefahr 65.000 Kinder vor der vollendeten 37.
Schwangerschaftswoche geboren. Im Jahr 2016 betrug die Frihgeborenenrate 8,74 Prozent
(66.851 Fruhgeborene auf 773.338 geborene Kinder), im Jahr 2019 8,42 Prozent (64.437
Frihgeburten auf 765.636 Geburten) [79, 80] . Die prozentuale Verteilung der Frihgeburten
fur das Jahr 2019 zeigt Abbildung 1.

Anzahl und Verteilung der Frihgeborenen unter
Berucksichtigung des Gestationsalters bei Entbindung im Jahr
2019 in Deutschland

Geburten 237 SSW
n=701.199 (91,6%)

FG 32 bis 37 SSW
n=53.117 (82,4%)

Geburten <37 SSW
n= 64.437 (8,4 %)

FG <28 SSW
n=4.587 (7,1%)

FG 28 bis 32 SSW
n=6.733 (10,4%)

Abbildung 1: Analyse der Verteilung von Friihgeborenen in Deutschland, Daten der Bundesauswertung des
IQTIG fiir das Erfassungsjahr 2019; Kreisdiagramm links: von insgesamt 765.636 Kindern sind 64.437 vor
Vollendigung der 37. Schwangerschaftswoche geboren (hellgriin), Angabe in absoluten Prozentwerten,
Kreisdiagramm rechts: Verteilung der Friilhgeburten in Abhédngigkeit der Schwangerschaftswoche bei
Entbindung, Angabe in relativen Prozentwerten, darunter 4.587 extreme Friihgeborene <28 SSW (hellblau;
0,6 % absolut) und 6.733 friihe Friihgeborene welche zwischen 28 und 32 Schwangerschaftswochen
entbunden worden sind (blau: 0.9 % absolut)



Die Grenze der Lebensfahigkeit ist nicht fest definiert und liegt derzeit im Bereich zwischen 22
und 24 SSW. Bei der Entscheidung fiir ein aktives, lebenserhaltendes Vorgehen missen
neben dem Gestationsalter auch das Fetalgewicht und der Wunsch der Eltern beriicksichtigt
werden. Alternativ  kann in diesem Zeitfenster im Sinne einer gemeinsamen
Entscheidungsfindung auch eine palliative Versorgung des Neugeborenen erfolgen. Ab einem
Gestationsalter von 24+0 SSW erfolgt aufgrund deutlich zunehmender Uberlebenschancen im

Regelfall ein aktives Management [7].

Mehr als 84 Prozent der Frihgeborenen werden nach 32 SSW geboren, wobei die
Uberlebensraten stark vom medizinischen Versorgungslevel des Landes abhéngig sind und
von Uber 90 bis unter 10 Prozent reichen [20]. Trotz guter Versorgungsmoglichkeiten in den
meisten Industriestaaten, stellt die Frihgeburt abhdngig vom Gestationsalter bei Entbindung
und dem Geburtsgewicht die haufigste neonatale Todesursache dar und determiniert eine
hohe Rate an lebenslanger Morbiditat als Spatfolge der Unreife in Form von zerebralen
Paresen, Lernschwierigkeiten, Entwicklungsstérungen und sensorischen Defiziten (Abbildung
2)[7,12].

Entwicklungsvergleich von frih- und reifgeborenen Kindern
in den Kategorien Verhalten, Sprachleistung und kognitive
Leistung

verhalten >37 ssw - [ o
verhalten <28 ssw [ NG 35 _
sprachleistung >37 ssw - [N =]
sprachleistung <28 ssw [N 27 _
kognitive Leistung >37 ssw [N N NN - |
kognitive Leistung <28 ssw || NG 22 _

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
W unauffallig auffallig  m deutlich auffallig

Abbildung 2: Entwicklungsvergleich von sehr unreifen Friihgeborenen <28 SSW im Vergleich zu reif
geborenen Kindern >37 SSW in den Kategorien Verhalten, Sprache und Kognition; Daten der
Nachuntersuchung der Kinder im Alter von 5 Jahren, Beurteilung der kognitiven Leistung anhand K-ABC
(p<0,001) und der Sprachleistung anhand SETK3-5 (p<0,001), Beurteilung des Verhaltens (Unruhe,
Impulsivitét, Angstlichkeit, Konzentrationsschwéche) durch den unabhéngigen Untersucher (p<0,001).
In allen drei Kategorien sind extrem friihgeborene Kinder deutlich hdufiger stark eingeschrénkt. [41]



Weitere infolge der Unreife der Organe der Frihgeborenen gehauft auftretende
Krankheitsbilder sind das akute Atemnotsyndrom, die pramature Retinopathie, die
nekrotisierende Enterokolitis und die neonatale Sepsis. Diese Erkrankungen kénnen langfristig
unter anderem zu Blindheit und chronischen Atemwegserkrankungen, wie Asthma bronchiale,
fuhren [13, 100]. Das Gesamtbild der kindlichen Folgeschaden stellt nicht nur fir das Kind eine
lebenslange Beeintrachtigung dar, sondern fordert auch von den Familien und Angehdrigen
ein hohes Mal} an lebenslanger Unterstlitzung und geht mit einer erhéhten emotionalen und
psychischen Belastung einher. Dabei zeigen die Eltern haufiger mittelschwere bis schwere
Symptome von Angst und Depression. Es lieBen sich ebenfalls eine schlechtere
Familienfunktion und erhdhter elterlicher Stress in Familien mit Frihgeborenen <30 SSW im
Vergleich mit Familien mit reifgeborenen Kindern >37 SSW nachweisen [85]. Zusatzlich fallen
haufig hohe Kosten flir das Gesundheitssystem, insbesondere durch umfangreiche frihe
Intensivtherapie (durchschnittlich 100.000 Euro pro extrem friihes Frihgeborenes) an. Auch
nach Entlassung aus der Klinik werden bei vielen Kindern lebenslang weiterfUhrende
Malinahmen zur Unterstitzung der Entwicklung sowie gesundheitlicher Aspekte bendtigt [43,
102].



1.2 Atiologie und Pathophysiologie der Friihgeburt

Abhangig von der Ausgangssituation lassen sich Friihgeburten in zwei Kategorien einteilen
[5]. Auf der einen Seite kann eine friihzeitig einsetzende Wehentatigkeit, ein vorzeitiger
Blasensprung oder eine Kombination beider Ereignisse in einer spontanen Friihgeburt
resultieren. Andererseits ist bei Frauen in bestimmten klinischen Situationen von medizinischer
Seite eine vorzeitige Geburt indiziert, wobei die Entbindung vor 37 vollendeten
Schwangerschaftswochen mithilfe einer medikamentdser Geburtseinleitung oder friihzeitigen
Sectio caesarea forciert wird. Die medizinischen Grinde hierbei kbnnen sowohl bei der Mutter
(beispielsweise bei Praeklampsie), beim Kind (beispielsweise bei intrauteriner
Wachstumsretardierung) oder bei anderen Faktoren liegen [59]. Die medizinisch aktiv
induzierte Frihgeburt wird im Folgenden aufgrund der Fragestellung und des Studienziels
nicht weiter berucksichtigt, da das Forschungsziel die Detektion und Pradiktion der spontanen
Friihgeburt war. Atiologisch ist die spontane Friihgeburt ein multifaktorielles Geschehen.

Zwei Drittel aller spontanen Frihgeburten sind Folge einer vorzeitigen Wehentatigkeit [43].
Cervixwirksame Wehen unterscheiden sich von frustranen Kontraktionen durch das Verkirzen
der Cervixldange und/oder das Erdéffnen des Muttermundes. Die Abschatzung des
Frihgeburtsrisikos allein anhand der Wehentatigkeit ist jedoch unzureichend und als
pradiktiver Parameter aufgrund hoher Falsch-Positiv-Raten ungeeignet [77]. In lediglich 30
Prozent liegen mutterliche oder fetale Risikofaktoren einer Frihgeburt vor [146]. Hierzu zahlen
eine vorausgegangene Konisation, Schwangerschaftsabbriiche oder eine Frihgeburt bzw. ein
Spatabort in der Eigenanamnese. Weitere Faktoren sind ein muitterliches Alter Gber 35 Jahre,
ein pragravider BMI gréRRer 30 kg/m?, ein niedriger soziobkonomischer Status sowie Rauchen.
Klinisch relevante Befunde wahrend der Schwangerschaft sind neben der regelmafigen
Wehentatigkeit, eine vorzeitige Erdffnung und/oder Verkirzung der Cervix uteri, ein friher

vorzeitiger Blasensprung sowie uterine Blutungen [146].

Des Weiteren gewinnt das Auftreten von Mehrlingsschwangerschaften infolge der
zunehmenden Anwendung assistierter reproduktiver Techniken (ART) an Bedeutung. Die
Frihgeborenenrate bei Zwillingen, welche durch In-vitro-Fertilisation (IVF) oder
intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) entstanden sind, lag 2019 bei 57,6 Prozent
[44]. Auch Einlingsschwangerschaften nach ART haben gegenuber spontan konzipierten
Schwangerschaften ein um bis zu 80 Prozent erhéhtes Risiko flur eine Frihgeburt (Daten von
2019 mit 10,9 vs. 5 bis 6 Prozent) [30].

Des Weiteren kann die mechanische Uberdehnung des Myometriums, wie sie nicht nur bei
Mehrlingsgraviditaten sondern auch bei einem Polyhydramnion auftritt, ein Ausloser fur
frGhgeburtliche Prozesse sein. Infolge der Aufhebung der Progesteron-Blockade resultiert eine

Aktivierung des Myometriums und die Auflockerung und Reifung der Cervix [43].



Insbesondere frihe Frihgeburten < 32 SSW sind haufig infektionsassoziiert [58, 101]. In
Studien konnten dabei Inzidenzen einer histologischen Chorioamnionitis von 66 % bis zu 94
% bei Frihgeburten zwischen 21 bis 24 SSW nachgewiesen werden [91, 101]. Pathogenetisch
kommen eine aszendierende Infektion Uber die Vagina und die Cervix uteri (haufigster
Mechanismus), der Ubergang von Bakterien aus dem maternalen Blut in die Plazenta oder
auch iatrogen eine direkte Kontamination zum Beispiel nach Durchfiihrung einer
Amniozentese in Betracht [76]. Als Reaktion auf die bakterielle Besiedlung kann eine
Inflammation und somit der Geburtsvorgang initiiert werden [32]. Eine besondere Risikogruppe
fur infektionsassoziierte Frihgeburten stellen Patientinnen mit einem frihen vorzeitigen
Blasensprung dar (pPROM, ca. drei Prozent aller Schwangerschaften und ursachlich von rund
einem Drittel aller spontanen Frihgeburten) [152]. Das Auftreten einer intrauterinen
Inflammation und/oder Infektion (,Triple 1) bei Frauen nach pPROM ist primar durch eine
Keimaszension aus der Vagina bedingt. Im Rahmen der hierdurch ausgeldsten Immunreaktion
kommt es zur massiven Aktivierung von Leukozyten mit Freisetzung von Zyto- und

Chemokinen und in der Folge zum Ubergang in die aktive Geburtsphase.

Nach anderen Theorien ist der Ursprung einer Friihgeburt in einer fehlerhaften Implantation
begriindet, wobei eine schlechte Immunanpassung der Mutter die Grundlage flr ein
vorzeitiges Versagen der feto-maternalen Toleranz darstellt [24]. Theorien fir die Ursachen
einer gestorten Implantation reichen dabei von matterlichem Stresserleben zum Zeitprunkt der
Implantation bis hin zu endokrinen Dysfunktionen, einer falschen Ernadhrung oder einem
veranderten vaginalen Mikrobiom [10, 47]. Interessanterweise ist die Befruchtung und
Implantation ein proinflammatorischer Prozess, bei dem die in der Samenflissigkeit
enthaltenen Zytokine, Chemokine und Prostaglandine eine reaktive uterine Zytokinproduktion
und Leukozytenrekrutierung initiieren [117]. Zum Zeitpunkt der Implantation sollte bei der
Entwicklung einer physiologischen Schwangerschaft eine maternale Toleranz aufgebaut
werden. Daran sind viele Mechanismen, unter anderem die Freisetzung von bestimmten
antiinflammatorischen Molekilen und die Rekrutierung von antiinflammatorischen T-Zellen (T-
regs) durch die Prasentation fetaler Antigene an die dezidualen Zellen durch tolerante
dendritische  Zellen, beteiligt [3, 108]. Wahrend der Plazentation spielt die
Trophoblastenmigration in die Dezidua und das innere Myometrium eine essenzielle Rolle bei
der Vermittlung der Immuntoleranz [44]. Durch den Trophoblasten produziertes CSF-1
(Colonie-stimulierender Faktor 1) und IL-10 regt die dezidualen Makrophagen zur
Differenzierung in den antiinflammatorischen M2-Typ an (Abbildung 3), welche durch die

Produktion von weiteren antiinflammatorischen Zyto- und Chemokinen (CCL17, CCL18,



CCL22) und die Rekrutierung von Th2-Zellen, T-regs, Eosinophilen sowie Basophilen eine
immunologische AbstoRungsreaktion unterdriicken [130, 177, 62, 121].

Ein groRer Teil (etwa 20 - 30 %) der dezidualen Leukozyten sind Makrophagen vom M2-Typ
[26, 134]. In Studien konnten Makrophagen bereits als ,Hauptakteure® bei der Initiierung von
Frih- und Termingeburten identifiziert werden [56]. Eine verstarkte Differenzierung von
Makrophagen in den proinflammatorischen M1-Typ unter dem Einfluss von IFNy und TNFa ist
in Studien nachweislich mit einem gehauften Auftreten von pathologischen
Schwangerschaftsereignissen assoziiert [138, 165, 175, 177]. Studien zeigten mit dem
Einsetzen der Wehen einen massiven Ubergang von Neutrophilen, Makrophagen und
Leukozyten aus dem maternalen Blut in das Myometrium, die Cervix und die Eihaute, begleitet
von einer Ausdifferenzierung in den M1-Typ [9, 67, 134, 159]. Der M1-Typ ist wiederum durch
eine vermehrte Produktion von TNFa, proinflammatorischen Zytokinen (IL-6, IL-1, IL-12, IL-
27), einer Stimulation von speziellen Cofaktoren (CD40, CD80, CD86) sowie Th1-
rekrutierenden Chemokinen (beispielsweise CXCL9, CXCL10, CXCL11) gekennzeichnet
[133].

Die abnorm gesteigerte Expression von proinflammatorischen Chemokinen als Mediatoren
steht damit in einem unmittelbaren Zusammenhang mit dem Auftreten einer Frihgeburt [44,
23].
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Abbildung 3: Differenzierung der Makrophagen in den proinflammatorischen M1-Typ und den
antiinflammatorischen M2-Typ mit libersichtlicher Darstellung der relevantesten Mediatoren und Chemokine



Auch wenn die Ursachen und die Entwicklung der Transformation von einem
antiinflammatorischen Milieu zu einem proinflammatorischen Stadium mit nachfolgender
Frihgeburt bisher noch nicht vollstandig erforscht sind, so scheint die zytokininduzierte
proinflammatorische Reaktion jedoch Teil einer gemeinsamen Endstrecke (,common
pathway*) sowohl bei Termin- als auch Friihgeburten unabhéngig von der Atiologie zu sein
[171].

1.3  Kilinische und sonographische Pradiktoren einer Frithgeburt

Bei Auftreten von Symptomen eines vorzeitigen Geburtsbeginns, wie beispielsweise Wehen
oder einem verstarkten Druck in das kleine Becken, wird das Frihgeburtsrisiko fir eine
vorzeitige Entbindung anhand von klinischen Faktoren abgeschatzt. Klassischer Weise dienen
dazu die Spekulumeinstellung des Muttermundes und die palpatorische Beurteilung der

Zervix.

Erganzend wird mithilfe der transvaginalen Sonografie die Lange der Cervix, gemessen vom
Ostium uteri externum bis zum Ostium uteri internum, ermittelt. Eine vorzeitige Verklrzung der
Cervix uteri (< 25 mm) im zweiten Trimester ist mit einem erhdhten Frihgeburtsrisiko assoziiert
und stellt einen wichtigen, objektiv zu evaluierenden Faktor dar [38, 64]. Wichtig ist eine
standardisierte Durchflihnrung der Untersuchung bei leerer Harnblase und unter Vermeidung
von Druck durch den Schallkopf, um keine ,falsche® Verlangerung der Cervix zu bewirken [43].
Hilfreich ist, dass im Gegensatz zur Palpation auch eine Veranderung am inneren Muttermund
in Form einer sogenannten , Trichterbildung“ beurteilt werden kann. Hierbei handelt es sich um
eine Erdffnung des inneren Muttermundes mit Vorwdlbung der Fruchtblase in den
Cervikalkanal. Die Trichterbildung stellt keinen unabhangigen Risikofaktor fur das Auftreten

einer Friihgeburt bei normaler Cervixlange dar [17].

Das Cardiotokogramm (CTG) kann ebenfalls zur Objektivierung der Wehentatigkeit
herangezogen werden. Studien konnten jedoch zeigen, dass nur etwa 12 Prozent der Frauen
mit subjektiver Wehentatigkeit innerhalb der nachsten sieben Tage entbunden worden sind
[2]. Das Auftreten und die Haufigkeit subjektiver Wehentatigkeit sind als alleinige Faktoren
nicht zur Pradiktion einer Frihgeburt geeignet [15]. Im Gesamtbild ist die Vorhersage einer
Frihgeburt anhand klinischer Parameter bei symptomatischen Patientinnen aufgrund einer zu

niedrigen Spezifitdt problematisch [38, 77].



1.4 Biomarker zur Pradiktion einer Frihgeburt

Bisher sind drei Biomarker als Point-of-care (POC-) Tests zur erganzenden Abschatzung des
Frihgeburtsrisikos verfligbar. Bei diesen Biomarkern handelt es sich um das Plazenta-Alpha-
Mikroglobulin 1 (PAMG-1), das fetale Fibronektin (fFN) und das Insulin-dhnliche-
Wachstumsfaktor-bindende Protein 1 (phIGFPB-1, auch Plazentaprotein 12 genannt).

PAMG-1 ist ein Protein, welches reichlich im Fruchtwasser und in kleineren Mengen auch an
der Cervix vorhanden ist. Der Schnelltest ist unter dem Handelsnamen ,PartoSure® erhaltlich.
PAMG-1 wurde initial ausschlieBlich zur Detektion eines vorzeitigen Blasensprunges
eingesetzt, kann jedoch auch bei klinisch ausgeschlossenem Blasensprung einen Hinweis auf
eine beginnende Frihgeburt anzeigen. Die Durchflihrung des Schnelltests ist insbesondere
bei einem Cervixbefund von 15-33 mm bei symptomatischen Patientinnen sinnvoll [21, 45].
Der PartoSure kann ohne Spekulum- Untersuchung durchgefiihrt werden und bleibt von im
Voraus stattgefundenen vaginalen Tast- oder Ultraschalluntersuchungen unbeeinflusst [4]. Die
Pradiktion einer Frihgeburt innerhalb der nachsten Woche zeigte in Studien unterschiedliche
positive Vorhersagewerte mit einer Spannbreite zwischen 23,1 bis 100 Prozent und negative

Vorhersagewerte zwischen 93 Prozent und 100 Prozent [21, 31, 71, 174].

FFN ist ein Glykoprotein, welches in der Eihaut und dem Trophoblasten produziert wird und
den Zusammenhalt zwischen fetalen Membranen und Plazenta mit der Dezidua gewahrleistet.
Die Detektion von fFN in der Cervicovaginalflissigkeit ab 22 SSW kann auf eine gestorte
Verbindung zwischen maternalen und fetalen Strukturen hinweisen und ist mit einem héheren
Risiko fir das Eintreten einer Friihgeburt assoziiert [4, 116]. Als Schnelltest ist das fetale
Fibronektin unter dem Namen ,Rapid fFN“ oder auch ,,QuickCheck fFN“ bekannt. In einigen
Studien konnten falsch-positive Ergebnisse bei Testung nach vaginaler Tastuntersuchung der
Cervix oder nach Geschlechtsverkehr innerhalb der vorherigen 24 Stunden nachgewiesen
werden, sodass ein Test in diesen Fallen nicht empfohlen wird [51, 124, 125]. Keinen Einfluss
auf das Testergebnis scheint hingegen ein stattgefundener transvaginaler Ultraschall zu haben
[14, 111]. Nach Empfehlung der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Gynakologie und
Geburtshilfe (DGGG) kann der fFN-Test bei symptomatischen Frauen mit einer Cervixlange
von 15-30 mm zur Einschatzung des Frihgeburtsrisikos innerhalb der nachsten sieben Tage
angewendet werden, wobei der Test insbesondere eine hohe negativ-pradiktive Aussagekraft
besitzt [45]. Abhangig vom Patientenkollektiv und Studiensetting schwankt der positive
Vorhersagewert des Tests fur die Pradiktion einer Geburt innerhalb der nachsten sieben Tage
zwischen 4,3 bis 97,4 Prozent und der negative Vorhersagewert zwischen 63,2 bis 100
Prozent [55, 164, 174].



PhIGFBP-1 wird in seiner phosphorylierten Form von matterlichen Dezidualzellen produziert.
Bei beginnender Ablésung der Eihdute von der Dezidua zu Beginn der Wehen tritt phIGFBP-
1 in die CVF Uber. Ein positiver Test vor der vollendeten 37. SSW ist mit einem erhohten
Frihgeburtenrisiko assoziiert [89]. Im Rahmen eines Point-of-care Tests ist der Biomarker
IGFBP-1 als ,Actim-Partus” verfugbar. Im Gegensatz zum fetalen Fibronektin bleibt das
Testergebnis vom Vorhandensein von vaginalen Urin- oder Spermaresten unbeeinflusst [150].
Die positiven und negativen Vorhersagewerte flr eine Entbindung innerhalb der nachsten
sieben Tage bewegen sich dabei in einem Rahmen von 2,2 bis 92,9 Prozent und 61,8 bis 99
Prozent [37, 164, 172].

Insgesamt betrachtet existiert im klinischen Setting jedoch bis heute kein Goldstandard fir die
Pradiktion einer Frihgeburt. Von den oben dargestellten etablierten Biomarkern ist laut
Leitlinie keiner alleinstehend zur sicheren Vorhersage einer Frihgeburt, insbesondere nicht im
Rahmen eines allgemeinen Screeningtests geeignet. Laut einer Metastudie ist PAMG-1 flr die
Vorhersage einer Geburt innerhalb der nachsten sieben Tage bei Risikopatientinnen, aufgrund
seines vergleichsweise hohen positiv-pradiktiven Wertes (PPV), der vielversprechendste
pradiktive Marker (Tab. 1) [4, 128]. In der Routine-Anwendung im klinischen Alltag konnten
die Erwartungen jedoch nicht erfiillt werden [18, 24]. So zeigte PAMG-1 bei symptomatischen
Frauen in der klinischen Anwendung einen PPV von nur 23 Prozent fir die Pradiktion der

Frihgeburt innerhalb der nachsten sieben Tage [174].

Tabelle 1: Testglitekriterien flir die auf dem Markt verfligbaren Biomarker, Zusammenfassung einer Metastudie;
Werte in Bezug auf das Entbindungsrisiko innerhalb von 7 Tagen nach Testung [128]

il

PAMG-1 2278 0,76 0,97 0,76 0,97 22,51 0,24
fFN 7431 0,58 0,84 0,34 0,93 3,63 0,5
phlGFBP-1 3192 0,93 0,76 0,35 0,99 3,8 0,09

PPV= positiv pradiktiver Wert, NPV= negativ pradiktiver Wert, LR = Likelihood-Ratio

Die Kombination von Biomarker-Schnelltests mit der Messung der Cervixlange zeigte in
einigen Studien synergistische Effekte fur die Pradiktion der Frihgeburt, insbesondere durch
bessere positive Vorhersagewerte, und die Bestimmung wird aktuell auch bei
asymptomatischen Patientinnen ohne akute klinische Risikofaktoren evaluiert [19, 142, 170].
Andere Studien konnten keinen Nutzen der simultanen Testung bei Risikopatientinnen
feststellen [54].
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1.5 Therapeutische Optionen und Problematik

Bei Frauen mit drohender Frihgeburt besteht die Mdoglichkeit, in Abhangigkeit ihres
Gestationsalters therapeutische MalRhahmen zum Versuch einer Prolongation der
bestehenden Schwangerschaft zu ergreifen. Im Rahmen einer vorzeitigen Verkirzung der
Cervix uteri unter 20 mm vor 24 SSW kann nach individueller Reevaluation eine vaginale
Progesterontherapie angewandt werden, welche zu einer reduzierten Empfindlichkeit des
Myometriums auf Estrogene und damit zu einer Hemmung der uterinen Kontraktilitat fihren
kann [40, 86]. Auch die Anwendung einer operativen Cerclage oder die Einlage einer Cervix-
stabilisierenden Cerclage-Pessars ist bei vorzeitiger Cervixreifung oder -insuffizienz mit einer
Restlange <25mm und ohne begleitende Wehentatigkeit eine therapeutische Option [43]. Zur
Verlangerung der Schwangerschaft um mindestens 48 Stunden kann eine medikamentdse
Tokolyse bei symptomatischen Patientinnen vor 34 SSW angewendet werden. Diese
ermoglicht die Gabe der antenatalen Steroidprophylaxe und den Transport in ein geeignetes
Perinatalzentrum, in dem eine optimale postpartale medizinische Versorgung sichergestellt

werden kann. Ziel der Intervention ist eine Reduktion der fetalen Morbiditat und Mortalitat.

Trotz klinischer Zeichen einer drohenden Friihgeburt kommt es jedoch bei dem Grolsteil der
Frauen auch ohne medizinische MalRnahmen zu einer Entbindung am Termin. Nur
durchschnittlich 7 Prozent der Frauen mit Anzeichen fur einen frihzeitigem Geburtsbeginn
werden innerhalb von zwei Tagen nach Klinikvorstellung entbunden, weitere drei Prozent
innerhalb der ersten Woche nach der stationarer Aufnahme [154]. Das Risiko einer
Ubertherapie mit stationdren Klinikaufenthalt und unnétigen, ggf. sogar schadlichen

therapeutischen MalRnahmen ist entsprechend hoch [143].

Da die vorhandenen klinischen und laborchemischen Tests bisher keine zufriedenstellende
Pradiktion des Frihgeburtsrisikos ermdglichen, sind weiterfihrende Untersuchungen zur
Identifikation effektiver Biomarker mit besserem positivem Vorhersagewert zwingend

erforderlich.
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1.6 Potentielle Biomarker im Serum
1.6.1 Serpin B7

Serpin B7, auch als Megsin (mesangial cell-predominant gene with a homology to serpin)
bezeichnet, gehdrt zur Serpin B-Gruppe und ist ein irreversibler Serin-Protease-Inhibitor [153].
Proteasen sind Enzyme, welche durch Hydrolyse Aminosauren in der Polypeptidkette von
Proteinen spalten. Serin-Proteasen im Speziellen spielen eine wichtige Rolle in der
Blutgerinnung, der inflammatorischen Entzindungsreaktion sowie im Verdauungstrakt und bei
der Zellmigration. Serin-Protease-Inhibitoren, auch als Serpine bezeichnet, regulieren die
enzymale Aktivitdt durch Bindung und Konformationsanderung der Serinprotease, was zu
einer irreversiblen Hemmung fuhrt [3, 144].

Serpin B7 wird primar in der Niere produziert. Die Expression kann bei renalen Erkrankungen
mit mesangialer Proliferation und/oder Dysregulation, wie zum Beispiel bei einer IgA-
Nephropathie oder einer diabetischer Nephropathie, hochreguliert sein [78]. Serpin B7 wird
jedoch auch in anderen Bereichen des Korpers, beispielsweise in der palmoplantaren Haut
exprimiert. Auch in der Forschung zur Migration von Krebszellen gibt es Zusammenhange mit
erhdhten Serpin B7-Spiegeln [34].

Ein Zusammenhang zwischen erhéhten Serpin B7 Plasmaspiegeln und einer nachfolgenden
Frihgeburt zwischen 28 und der 34 SSW sowie einem klrzeren Entbindungsintervall wurde

erstmalig 2014 beobachtet [137]. Weiterfuhrende Untersuchungen liegen bisher nicht vor.

1.6.2 CCL2 und CXCL10

CCL2 und CXCL10 sind den Chemokinen zuzuordnen.
Chemokine sind kleine Proteine (8-15 kD) und gehéren zur Ubergruppe der Zytokine. Sie

bestehen aus 70-90 Aminosauren und spielen eine Rolle bei der Rekrutierung und Migration
von Immunzellen [98]. Es gibt mehr als 50 Chemokine, welche sich in vier Untergruppen
aufteilen lassen, die CC-, CXC-, CX3 C- und C-Chemokine. Voraussetzung fur die Wirkung der
Chemokine im Korper ist die Expression von spezifischen G-Protein gekoppelten Chemokin-
Rezeptoren, beispielsweise auf im Blut zirkulierenden Leukozyten. Leukozytare Zellen wie
Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten kénnen Uber ihre oberflachlichen
Polysaccharidgruppen mit Selektinen und Integrinen des Endothels in Kontakt treten [63].
AnschlieRend fuhren Integrine zur festen Anheftung der Leukozyten an das Gewebe,
gleichzeitig binden auf den Leukozyten befindliche Chemokin-Rezeptoren an
Glykosaminoglykane und initieren die lokale Anreicherung von Chemokinen. Durch die

Immobilisierung der Chemokine und die daraus resultierende lokale Konzentrationserhéhung
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kommt es zu einer Leukozytentransmigration durch das Endothel entlang des ansteigenden
Chemokingradienten [161]. Chemokine flihren so zu einer Aktivierung und Migration von

Leukozyten. Dieser Vorgang wird Chemotaxis genannt (Abb. 4).

Rollen Anheften Transmigration
Selektine Integrine Chemokine
Blutgefalk . 8
sbas . 8 L ®

jﬁ%g@?ﬁ 72 2t F@*?@s\w

<= | C |
Gewebe _,;\_d\\s_:;j 2 == .:1 PR
S \\9\ \\g& L
=\ 888
y 2 \9\ 2 o
@ Chemokin ' Integrin- ooooao;)ooc’o
" e
11N chemokin- Ligand .
' rezeptor .
4 ) ' GAG
g Selektin |
A
T

Abbildung 4: Chemokinattraktion und -migration bei lokaler proinflammatorischer
Reaktion, modifiziert nach Proudfoot et al [142] [64]

Neben der Leukozytenmigration ins Gewebe spielen Chemokine eine wichtige Rolle bei
zahlreichen physiologischen Prozessen, wie der zellularen Aktivierung und Differenzierung,

der Umstrukturierung von extrazellularer Matrix und der Angiogenese [155].

CCL2

CCL2, auch bekannt als MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1), ist eines der bisher am
besten erforschten Chemokine und gehért zur Untergruppe der CC-Chemokine, deren Gene
auf Chromosom 17 lokalisiert sind [81]. CCL2 besteht aus 76 Aminosauren und wird von
verschiedenen Zellarten, unter anderem Fibroblasten, Endothelzellen, Astrozyten, Gliazellen,
myeloischen Zellen und glatten Muskelzellen, produziert (Abb. 5) [10, 39, 156]. Die Expression
von CCL2 wird im Rahmen einer Entziindungsreaktion durch den Kontakt mit Interleukinen,
insbesondere durch Interleukin 6 (IL-6) und Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF a) induziert.
CCL2 kann sowohl im Blutkreislauf als auch in verschiedenen Gewebearten nachgewiesen
werden und lockt nicht nur Monozyten, sondern auch T-Zellen, B-Zellen, naturliche Killerzellen
(NK-Zellen) und Makrophagen an. Durch Bindung von CCL2 an seinen Rezeptor CCR2
(Isoformen CCR2A und CCR2B) wird eine G-Protein-gekoppelte Reaktion, gefolgt von

mehreren intrazellularen Signalkaskaden in den Zielzellen, ausgeldst [41, 65]. Des Weiteren
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ist CCL2 in der Lage, auch an die atypischen Rezeptoren ACKR1 und ACKR2 zu binden und
sich darlber an der Regulation und Formung des Chemokingradienten zu beteiligen [22].

Im Rahmen der Chemotaxis (gerichtete Zellbewegung entlang eines
Konzentrationsgradienten) stellt an Endothel gebundenes CCL2 eine Leitsubstanz fir die
Anziehung von Monozyten und Aktivierung des Transmigrationsprozesses dar und ist in der
Lage, uber die Regulierung der Integrin-Expression und -Lokalisation die Zelladhdsion am
Endothel zu beeinflussen [65]. Zusatzlich zeigt CCL2 pleiotrope Effekte auf myeloide Zellen
und beteiligt sich unter anderem an der Makrophagenpolarisierung, Zytokinproduktion,
Osteoklastogenese, Induktion eines Respiratory Burst, Endozytose/Phagozytose oder

Immunsuppression Gber myeloide Suppressorzellen (MDSC).
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Abbildung 5: Schematische Ubersicht CCL2, Darstellung der Aktivierung von CCL2 sowie die Wirkung seinen
Rezeptoren

CCL2 wird mit mehreren chronisch-entzindlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht und
zeigt unter anderem bei Arteriosklerose, rheumatoider Arthritis, Diabetes mellitus, Multipler
Sklerose und bei der Entstehung von Metastasen erhéhte Serumkonzentrationen im Vergleich
zu gesunden Kontrollprobanden [112, 113, 136]. Auch als diagnostischer Marker fiir Prostata-
und Brustkrebs wurde CCL2 untersucht, da CCL2 Immunzellen in die Mikroumgebung des
Tumors zu rekrutieren scheint [36, 119, 140, 166].

Im Rahmen einer Schwangerschaft beteiligt sich CCL2 malgeblich am Aufbau und der
Aufrechterhaltung der Immuntoleranz an der feto-maternalen Grenze [114]. Die dezidualen
Immunzellen (DIC) an der feto-maternalen Grenze bestehen aus antigenprasentierenden
Zellen (insbesondere Makrophagen), T-Zellen und NK-Zellen [176]. Deziduale Makrophagen
exprimieren dabei ahnliche Mengen an CCL2 wie periphere Serum-Makrophagen. Die
Expression des CCL2-Rezeptors (CCR2) auf dezidualen CD4* T-Zellen ist jedoch deutlich

hoher als im peripheren maternalen Blut [70]. Das Zusammenwirken einzelner T-Zell-
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Subgruppen, unter anderem Th1-Helferzellen und T-regulatorische Zellen (T-regs), mit
anderen Immunzellen, Interleukinen und Chemokinen ermdglicht die Aufrechterhaltung einer
physiologischen Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen Prozessen. CCL2 spielt
dabei eine Schlusselrolle und kann von mehreren endogenen Faktoren reguliert werden.

Als Chemo-Attraktor ist es in der Lage, grofle Mengen von Immunzellen aus dem peripheren
Blut zur feto-maternalen Grenze zu locken und die Umwandlung in DICs zu férdern [53, 115].
Die vermehrte Freisetzung von CCL2 an der feto-maternalen Grenze flhrt durch die
Rekrutierung peripherer Immunzellen aus dem maternalen Blut zu einer rasch einsetzenden
lokalen Inflammation. Die steigende CCL2-Konzentration fuhrt auch zur Ausdifferenzierung
von Makrophagen in den proinflammatorischen M1-Typ, welche wiederum ein breites
Spektrum an Entzindungsmediatoren im Rahmen einer positiven Ruckkopplung freisetzen.
CCL2 ist als essenziell beteiligtes Chemokin Gegenstand aktueller Forschung und wird mit
pathologischen Veranderungen in der Schwangerschaft, wie dem Auftreten einer Friihgeburt,
Chorioamnionitis, Praeklampsie oder pPROM, assoziiert [73, 74, 114, 148].

CXCL10
CXCL10, auch bekannt als IP-10 (Interferon-y -inducible protein 10kD), gehdrt zur

Untergruppe der CXC-Chemokine, dessen Gene auf Chromosom 4 lokalisiert sind [81].
CXCL10 besteht aus 98 Aminosauren und wird unter dem Einfluss von Interferon y (IFN-y)
von verschiedenen Zelltypen, beispielsweise von Neutrophilen, Monozyten, T-Zellen,
Fibroblasten, Endothelzellen und Keratinozyten produziert (Abb. 6) [6, 139]. CXCL10 teilt sich
den gemeinsamen Rezeptor mit den strukturell verwandten Chemokinen CXCL9 und CXCL11.
Die G-Protein-gekoppelte Rezeptorhauptform, CXCR3A, kann durch alle drei Liganden
aktiviert werden und flihrt unter anderem zu einem intrazelluldren Calciumanstieg und der
Aktivierung von peripheren Immunzellen wie Monozyten und naturlichen Killerzellen. Des
Weiteren beteiligt sich das Chemokin Uber die Aktivierung des Rezeptors an der T-Zell-
Migration ins Gewebe, der Regulierung des Zellwachstums und der Modulation von
Adhasionsmolekilen [169, 131]. CXCR3A ist auf T-Zellen, Pneumozyten sowie pulmonalen,
hepatischen, renalen Fibroblasten und auch in der Placenta exprimiert [117]. Zusatzlich sind
zwei weitere CXCR3-Isoformen (CXCR3B und CXCR3-alt) bekannt. Neben der regularen
Bindung an den CXCR3A-Rezeptor, weist CXCL10 die hdchste Affinitat zur Rezeptor-lsoform
CXCR3B auf, welcher unter anderem eine zusatzliche antiangiogene Wirkung zeigt [103].
Weitere Funktionen von CXCL10 in hohen Konzentrationen liegen in der vollstdndigen

Antagonisierung von CCR3 und der Interaktion mit Glykosaminoglykanen (GAGs).
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Abbildung 6: Schematische Ubersicht CXCL10, Darstellung der Aktivierung von CXCL10 sowie die Wirkung
an seinen Rezeptoren

Die Serum- und Gewebeexpression von CXCL10 ist vor allem bei Autoimmunerkrankungen
wie systemischer Sklerose oder systemischem Lupus erythematodes (SLE), aber auch bei
lokalen organspezifischen Autoimmunerkrankungen wie Typ-1-Diabetes oder Morbus
Basedow oder bei chronisch entzundlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis erhoht
[108, 109, 149]. Zudem zeigen sich multiple Zusammenhange zu pulmonalen Erkrankungen
wie Lungen-Tuberkulose oder bei COVID-19 [179, 180].

CXCL10 wird in der Plazenta von dezidualen Stroma- und Epithelzellen und von endometrialen
Endothelzellen produziert und ist in der Frilhschwangerschaft ebenfalls maRgeblich an der
Trophoblastenmigration und dem Remodelling der Spiralarterien beteiligt [46, 97]. CXCL10 ist
in der Lage, an den CXCR3-Rezeptor auf Trophoblastzellen zu binden und somit in der
Frihschwangerschaft das Uberleben des villdsen Zytotrophoblasten und die Migration des
extravillésen Trophoblasten (EVT) zu sichern [47, 135, 107]. Des Weiteren ist CXCL10 bei
der Migration von peripheren NK-Zellen (pNK), insbesondere der Subgruppen CD56 und
CD16- pNK-Zellen, durch Endothel- und Stromazellen in die Dezidua involviert [29, 126].
Deziduale NK-Zellen (dNK) férdern durch die Produktion von CXCL10 und IFNy die Invasion
des Trophoblasten in die Spiralarterien [69, 106].

Im weiteren Verlauf der Schwangerschaft stimuliert eine pathologisch erhéhte intraamniale
Konzentration und Interaktion von CXCR3 mit seinen Uber IFNy induzierten Liganden (CXCLS9,
CXCL10, CXCL11) die Attraktion und Migration von maternalen peripheren zytotoxischen T-
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Zellen in die Dezidua und in das Chorion, welche proinflammatorisches Th1 produzieren und
die Synthese von antiinflammatorischen Th2-Zytokinen unterdriicken [62, 123].

Die Produktion von CXCL10 wird auch in essenziellem Mal von IL-27 und NF-kB gesteigert.
NF-kB ist ein spezifischer Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle bei der Regulierung der
Immunantwort, Zellproliferation und auch Zellapoptose spielt. Die Aktivierung gilt als primarer
Faktor fir die pathophysiologische Entstehung von (Hypoxie-bedingter) Inflammation und
Infektion durch die nachgeschaltete Freisetzung von Chemozytokinen, einer Aktivierung von
Neutrophilen und einer gesteigerten Produktion von Prostaglandinen [62, 90]. Intrauterin
gehen diese Reaktionen insbesondere von Plazenta und Eihaut aus und kénnen in einer
erhdhten Kontraktilitat des Myometriums, der Verkiirzung des Gebarmutterhalses, einem
Blasensprung sowie einer spontanen Frihgeburt resultieren [88]. IL-10 wirkt dabei als starker
antiinflammatorischer Gegenspieler von NF-kB und hemmt die Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen (CXCL10, CCL2) sowie von Prostaglandinen [50, 82]. In
pathologischen Schwangerschaften (Frihgeburtlichkeit, Triple |) konnte eine verminderte
plazentare IL-10 Expression und somit gesteigerte Wirkung von NF-kB und CXCL10 detektiert
werden [147]. IL-27 férdert die lokale Inflammation durch die Differenzierung und Funktion der
Th1-Zellen und Freisetzung von CXCL10 ausgehend von der Eihaut [173]. Kirzlich wurde in
Studien auch erhéhte maternale periphere IL-27 Konzentrationen mit dem Auftreten von
Frihgeburten assoziiert [126, 178].

CXCL10 ist Gegenstand aktueller Forschung, wobei insbesondere Zusammenhange zu
infektionsassoziierten intrauterinen Komplikationen wie Chorioamnionitis im Zentrum der
Aufmerksamkeit stehen [92, 93, 107, 123].
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2 Zielstellung

Die bisher verfigbaren diagnostischen Mittel, darin inbegriffen die transvaginale
sonographische Messung der Cervixlange und die Testung der Biomarker in der
Cervicovaginalflissigkeit, haben einen hohen negativ pradiktiven Wert. Keiner der Tests weist
jedoch eine zufriedenstellende Sensitivitat und einen hinreichend positiv-pradiktiven Wert auf.
Im Vergleich zu Biomarkern aus Cervicovaginalflissigkeit sind pradiktive Biomarkern aus
maternalem Blut nur wenig untersucht. Im Rahmen einer prospektiven Studie wurden die
Serumkonzentrationen der potentiell pradiktiven Biomarker CXCL10, CCL2 und Serpin B7 bei
Frauen mit klinischen Zeichen einer drohenden Frihgeburt bestimmt.

Primares Studienziel war die Erforschung des Zusammenhanges zwischen der
Serumkonzentration des Biomarkers und dem nachfolgenden Auftreten einer frihen
Frihgeburt unter 34 SSW. Sekundare Endpunkte waren das Auftreten einer Friihgeburt unter

37 SSW sowie innerhalb von 7 Tagen nach Studieneinschluss.
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien

Alle Untersuchungen erfolgten im Forschungslabor der Universitats-Frauenklinik im Klinikum

Sudstadt Rostock mit den dort zur Verfligung gestellten Laborgeraten sowie Materialien.

3.1.1 Laborgerite

Tabelle 2: Verwendete Laborgeréate

Vortexer Mono Mixer Sarstedt, Inc. / Nimbrecht, Deutschland
Kiihltruhe SANYO / Osaka, Japan

Kiihlschrank Profiline Liebherr / Bulle, Schweiz

Inkubator Memmert GmbH / Schwabach, Deutschland

Mikroplate Reader Micoplate Reader Modell 680 Bio-Rad Laboratories, Inc. / Hercules,
Kalifornien, USA

Schiittler Amerlite Schittler/Inkubator GE Healthcare Buchler GmbH & Co.KG
/Minchen, Deutschland

3.1.2 Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialen

‘Bezeichnung ~ Hersteller/Hauptsitz
1,5 ml Eppendorf Rohrchen Eppendorf AG / Hamburg, Deutschland
5 ml Eppendorf R6hrchen
Pipette, Multikanalpipette
Pipetten-Aufsatze

3.1.3 Chemikalien / ELISA-Kits

Fir die Immunoassays wurden mit humanspezifischen monoklonalen Antikérpern
vorbeschichtete Kits (96-well Platten inklusive aller bendtigten Chemikalien) genutzt.

Insgesamt wurden drei Sets fir CXCL10 und CCL2 und ein Set fir Serpin B7 verwendet.
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Tabelle 4: Hersteller und Eigenschaften der verwendeten ELISA-Kits

Serpin MyBioSource, MBS 0,3112 - 20 <8 % <12 % 0,06 ng/ml
B7 Inc. 2610991 ng/ml
(San Diego,
USA)
CXCL10 BOSTER EKO0735 31,2-2000 <8 % <10 % <1 pg/mi
(Human @ BIOLOGICAL pg/ml
IP-10) TECHNOLOGY
(Pleasanton,
Kalifornien)
CCL2 BOSTER EK0441 15,6 — 1000 <8 % <8 % <1 pg/mi
(Human BIOLOGICAL pg/ml
MCP-1) TECHNOLOGY
(Pleasanton,
Kalifornien)

3.2 Registrierung und Genehmigung der Studie

Die lokale Ethikkommission der Universitat Rostock (IRB Nr. A2016-0162) hat das Protokoll
der Studie genehmigt. Die Studie wurde auch im Deutschen Register fur Klinische Studien
registriert (DRKS-ID: DRKS00010763). Von allen Teilnehmern wurde eine schriftliche

Einverstandniserklarung eingeholt.

3.3 Probengewinnung, Lagerung und Vorbereitung

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefihrten Untersuchungen sind Teil der
prospektiven ,Analysis of diagnostic accuracy of predictive biomarkers in risk assessment of
threatening preterm birth” (ADAPROB)-Studie. Hierbei wurden zwischen Januar 2017 und
April 2019 prospektiv insgesamt 109 schwangere Frauen in die Studie eingeschlossen, welche
mit Verdacht auf eine drohende Friihgeburt im KreiRsaal der Universitatsfrauenklinik Rostock
vorstellig waren. Einschlusskriterien waren ein Gestationsalter zwischen 20+0 und 31+6 SSW,
einem Probandinnenalter 218 Jahren und das Vorliegen von mindestens einem der
nachfolgenden Zeichen einer drohenden Frihgeburt: regelmalige (>3/30 min) oder
schmerzhafte Kontraktionen, eine Cervixlange <25mm oder mindestens eine
vorausgegangene Fruhgeburt in der Eigenanamnese. Allerdings zeigten alle
eingeschlossenen Frauen (auch die mit anamnestischer Frihgeburt) bei Aufnahme
mindestens ein klinisches Zeichen einer spontanen Frihgeburt. Mehrlingsschwangerschaften
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waren erlaubt. Ausschlusskriterien flr die Teilnahme an der Studie waren eine
Muttermundserdéffnung Uber 3 cm, ein liegender Cerclage-Faden oder ein liegendes Cerclage-
Pessar, eine maternale Korpertemperatur Uber 37,5 Grad Celsius, ein vorzeitiger
Blasensprung sowie vaginale Blutungen, eine vorausgegangene vaginale Untersuchungen
oder vaginaler Ultraschall innerhalb der letzten sechs Stunden, Geschlechtsverkehr innerhalb
der letzten 24 Stunden oder ein vaginaler pH-Wert von 25,0 (alle Parameter bei
Erstvorstellung). Von der Studie ausgeschlossen wurden ebenfalls Patientinnen mit
stattgehabter Tokolyse-Behandlung innerhalb der letzten sieben Tage, diagnostizierter
hypertensiver Schwangerschaftserkrankung oder Frauen mit Notwendigkeit einer iatrogen
indizierten Entbindung innerhalb der nachsten sieben Tage. Nach entsprechender Aufklarung
und Unterzeichnung der Einverstandniserklarung der Probandinnen erfolgte eine ausfihrliche
Befragung zur gynakologisch-anamnestisch relevanten Angaben und anschlieRend die
Gewinnung von Blutproben im Rahmen der regularen klinisch indizierten Blutentnahme bei
Aufnahme in die Klinik durch die zuséatzliche Abnahme eines Serumréhrchens (ca. 7,5 ml
Voliblut). Die Blutproben wurden anschliefend bei 4000 Umdrehungen pro Minute fur 15
Minuten zentrifugiert und das gewonnene Serum separiert und bis zur Weiterverarbeitung bei
- 80 Grad Celsius gelagert.

Der Parameter CRP wurde im Rahmen der Routineuntersuchung der klinischen Diagnostik
mithilfe eines Latex-verstarkten nephelometrischen Immunoassays (CardioPhase® hsCRR)
an einem Siemens BN ProSpec System (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Eschborn,
Deutschland) bestimmt.

Weitere bei Studienaufnahme durchgefihrte Untersuchungen waren unter anderem eine
vaginale Sonografie zur Bestimmung der Lange des Muttermundes und die Entnahme einer
cervicovaginalen Probe. Die Analyse der cervico-vaginalen Biomarker und die Reevaluation
der Cervixlange sowie des cervico-uterinen Winkels als mogliche pradiktive Marker erfolgten
im Rahmen einer weiteren Promotionsarbeit durch Frau Kathleen Griindler [64, 157].

Im Verlauf der Studie wurden die Probandinnen nach klinischen Standards im Rahmen der
national glltigen Richtlinien im Ermessen der Arzte im Anbetracht des individuellen
Risikoprofils behandelt und Daten zur Therapie und zum Outcome zusammengetragen. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit habe ich die nach Abschluss der Patientenrekrutierung
asservierten Serumproben weiterverarbeitet und analysiert. Die Ergebnisse wurden

anschlielRend gemeinsam mit den vorliegenden Patientendaten ausgewertet.
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3.4 Allgemeine Funktionsweise eines Sandwich-ELISA-Tests

Der Sandwich-ELISA (antibody sandwich enzyme-linked immunosorbend assay) ist ein
biochemisches immunologisches Verfahren, das verwendet wird, um die Konzentration eines
bestimmten Antigens (AG) in einer Lésung zu bestimmen. Dazu wird eine Platte mit 96
sogenannten ,wells“ (einzelnen Reaktionskammern) benutzt. Diese werden initial mit einem
spezifischen Antikdrper, dem sogenannten ,Capture-Antikérper® gegen das zu bestimmende
Antigen beschichtet und die freien Bindungsstellen chemisch blockiert. Im zweiten Schritt wird
die zu untersuchende Lésung in die Reaktionskammern der Mikrotiterplatten gegeben und die
Platte wird inkubiert. Nun binden die Antigene der Losung an ihren Antikorper, welcher an der
Oberflache der Reaktionskammern fixiert ist [8]. Durch das anschlieRende Auswaschen der
Platte werden Uberschissige Antigene entfernt. AnschlieRend wird ein zweiter spezifischer
Antikdrper hinzugegeben, der an das Antigen an einem anderem Epitop bindet. Nach der sich
anschlieBenden Inkubation und dem Waschvorgang wird ein enzymmarkierter
Sekundarantikoérper hinzugefligt, welcher an den ersten Antikdrper bindet [52]. Nach
erneuerter Inkubation wird die Platte zum dritten Mal gewaschen. Zuletzt wird ein Farbreagenz
hinzugefiigt, welches mit dem Enzym reagiert. Die Reaktion wird von einer Stopplosung
beendet (Abb. 7). Abhangig von der Menge des in der Losung vorhandenen Antigens findet
eine unterschiedlich intensive Farbreaktion statt. Zur Berechnung der Konzentration wird eine
Standardreihe mit den gleichen Schritten erstellt, bei denen Lésungen mit bekannten Antigen-
Konzentrationen verwendet werden. Aus den Extinktionswerten der bekannten
Konzentrationslésungen wird eine Standardkurve erstellt. Die Konzentration der Proben kann

anschlieldend mithilfe einer Ruckrechnung aus der Standardkurve ermittelt werden.

Substrat
Gebundener
Anti ki pet
Sandwich-Assay

Abbildung 7: Modell eines Sandwich-ELISA: fixierter spezifischer Capture-AK (blau) mit gebundenem Antigen
(rosa) und zweitem spezifischem AK (griin), an welchen der enzymgebundene AK bindet (tiirkis mit lila Enzym) [49]
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3.5 Durchfilhrung der Biomarker - Immunoabsorbent-Assays

Nach dem Auftauen der Serumproben erfolgte eine Aliquotierung auf je 4 x 300 pl pro
Eppendorf-Réhrchen (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) fir die zu bestimmenden drei
Biomarker und ein Ersatz-Rohrchen. Die Aligoute wurden bis kurz vor Verwendung im
Kuhlschrank (Profiline, Liebherr, Schweiz) bei 6 Grad Celsius gelagert.

Es wurden ELISA-Kits von MyBioSource, Inc. (San Diego, USA) und BOSTER biological
technology (Pleasanton, Kalifornien; siehe Tab. 4) verwendet. Die Mikrotiterplatten fur die
spezifischen Serummarker waren bereits von den Firmen mit dem Capture-Antikdrper
vorbeschichtet. Die Durchfihrung der Tests erfolgte anhand der Arbeitsanweisung des

Herstellers.
Die Arbeitsschritte werden nachfolgend aufgelistet (am Bespiel von CXCL10):

1. Passives Erwarmen des ELISA-Kits sowie der Proben auf Raumtemperatur

2. Herstellen der Standard-Stammldsung, indem der gefriergetrocknete Biomarker-Standard
(10 ng CXCL10) mit der vorgegebenen Probenverdiinnung (davon 1 ml) vermengt wird.

3. Herstellen der zugehérigen Verdinnungsreihe mit sieben Verdlinnungslésungen nach
Herstelleranleitung. Die Verdlinnungsreihe hat anschlieRend die folgenden CXCL10-
Konzentrationen: 2000 pg/ml; 1000 pg/ml; 500 pg/ml; 250 pg/ml; 125 pg/ml; 62,5 pg/mi;
31,25 pg/ml. Ein zusatzliches achtes Rohrchen ist das Kontroll-Réhrchen, es enthalt
ausschlief3lich Probenverdiinnungs-Lésung und hat somit eine CXCL10-Konzentration von
0 pg/ml.

4. Beflllen der Reaktionskammern (jeweils 100 ul) mit der Verdinnungsreihe inklusive der
Kontrolllésung und den unverdinnten Serumproben der Probandinnen, dabei werden
jeweils Doppeltbestimmungen durchgefiihrt. (Abb. 8A)

5. Abdecken der Mikrotiterplatte und Inkubieren im Inkubator (Memmert GmbH, Deutschland)
bei 37 Grad Celsius fir 90 Minuten, wahrenddessen Herstellen der spezifischen AK-
Lésung und der Waschpuffer-Losung

6. Leeren der Mikrotiterplatte (zusatzlich bei Kit Serpin B: 2-facher Waschvorgang, siehe
Schritt 8)

Hinzuftigen von jeweils 100 ul der AK-Lésung in die Reaktionskammern (Abb. 8B)

8. Abdecken und Inkubieren der Mikrotiterplatte bei 37 Grad Celsius fir 60 Minuten,
wahrenddessen Herstellen der enzymkonjugierten AK-Lésung

9. Leeren der Mikrotiterplatte, 3-facher Waschvorgang: dazu jeweils 350 pl pro
Reaktionskammer mit Waschpuffer flllen und nach 30 Sekunden grundlich leeren

10. Beflillen der Reaktionskammern mit jeweils 100 ul der enzymkonjugierten AK-Ldsung

11. Abdecken und Inkubieren der Mikrotiterplatte bei 37 Grad Celsius flir 30 Minuten

(zusatzlich bei Kit Serpin B7: Herstellen der Farblésung aus Farbreagenz A+B)
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12. Leeren der Mikrotiterplatte und 5-facher Waschvorgang (siehe 8)

13. Beflillen der Reaktionskammern mit je 900 ul des Farbreagenz, anschlielsend Inkubieren
bei 37 Grad fur 20 Minuten (Abb. 8C)

14. Abstoppen der Farbreaktion durch Hinzufiigen von jeweils 100 ul Farbreagenz C / ,Stopp-
Losung“ pro Reaktionskammer (Abb. 8D)

15. Vermischen der Reagenzien im Schittler (Amerlite, GE Healthcare Buchler GmbH &
Co.KG, Deutschland) fiir 10 Sekunden

16. Analyse und Auslesen der Werte im Mikroplatten-Photometer (Bio Rad, Microplate Reader
Modell 680, Wellenlange 450 nm)

Es erfolgten jeweils Doppeltbestimmungen.

Abbildung 8: ELISA-Platte A mit Standard- Verdlinnungsreihe 1+2 mit Doppeltbestimmung nebeneinander und
Probenreihen 4, 6, 8, 10, 11, 12 mit Doppelbestimmung der Proben untereinander, B Nach Auswaschen und
Hinzugabe der Antikérperlésung, C nach Inkubation mit Farblésung, D nach Abstoppen der Farbreaktion vor
Bestimmung der Extinktionen im Mikroplatten-Photometer
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3.7 Standardkurve und Berechnung der Proteinkonzentration

Zur Konstruktion der Standardkurven wurde Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) verwendet. Zunachst wurde eine Tabelle fiir die
Rekonstruktion der Standardkurve mit den bekannten Konzentrationswerten und den
abgelesenen Extinktionen angelegt. Durch die Bestimmung von Doppeltwerten wurden die
Extinktions-Mittelwerte der zusammengehdrigen Paare berechnet. Im Rahmen jeder
Mikroplatten-Testreihe wurde zudem ein Kontroll-Paar angelegt, in der sich
Probenverdinnungs-Lésung ohne Zugabe von Serum oder verdinntem Biomarker befand.
Dieses Paar wurde wahrend der Durchfihrung des ELISA-Tests entsprechend der anderen
Proben behandelt. Der berechnete Extinktions-Mittelwert des Kontrollpaares wird als
»Nullwert* bezeichnet und von den jeweiligen Extinktionswerten der Verdinnungsreihe sowie
der Serumproben abgezogen.

Mittels der polynomen Funktion erfolgte die grafische Darstellung der Standardkurve (Abb. 9).
Basierend auf den berechneten Mittelwerten der spezifischen Extinktionen (y) erlaubt die
Formel anschlieRend die Berechnung der Antigenkonzentrationen der Biomarker im
Probenserum (x) [56, 122]. Die Mittelwerte der Proben-Extinktionen wurden in die Formel

eingesetzt.

Standardkurve CXCL10

y =-3E-07x% + 0,0017x - 0,0167

Extinktion bei 450 nm

0 500 1000 1500 2000 2500

CXCL10-Konzentration [pg/ml]

Abbildung 9: Beispiel einer Standardkurve (hier fiir CXCL10), Extinktions-Mittelwerte der Standardreihe,
gemessen bei 450 nm, angegeben mit polynomer Trendlinie (y = -3E-07x? + 0,0017x - 0,0167) und
Bestimmtheitsmal3 (R?=0,9999), welches die Anpassungsgiite der Regression wiedergibt. Nach Umstellung der
Funktion ergibt sich die Formel

x =2125-11,18 * /35657 — 20000 * y

zur Berechnung der Serumkonzentrationen der einzelnen Biomarker (x).
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3.8 Auswertung und statistische Berechnungen

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mithilfe von IBM SPSS Statistics 27
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und der Statistiksoftware R 4.2.2 mit R-studio (2022.12.0) und
den Paketen ggplot2 Version 3.4.0 und plotRoc Version 2.3.0. Es erfolgte die Zuweisung der
Probandinnen in drei Entbindungsgruppen. Entbindungsgruppe | umfasste alle Probandinnen
mit einer Frihgeburt vor 34 vollendeten Schwangerschaftswochen und Entbindungsgruppe |l
alle Geburten zwischen 34+0 und 36+6 SSW. Der Gruppe lll wurden alle Probandinnen mit
Geburt nach 37 SSW zugeordnet. Die folgenden Untersuchungen wurden fur jeden der drei
Biomarker separat angefertigt. Die deskriptive Statistik schloss die Berechnung von Minima,
Maxima, Mittelwerten, dem Median, der Standardabweichung und dem Interquartilsbereich fr
die jeweiligen Entbindungsgruppen ein. Die graphische Darstellung der Werteverteilung
(Konzentration der einzelnen Biomarker in Bezug auf das Gestationsalter bei Entbindung oder
das Entbindungsintervall) erfolgte mithilfe von Boxplot-Diagrammen.

Die Auswahl der Testverfahren beruhte auf dem Ergebnis des Kolmogorov-Smirnov-Tests. Die
Prifung von Unterschieden zwischen den Gruppen bei kontinuierlichen Variablen erfolgte bei
nicht-normalverteilten Stichproben mithilfe von nichtparametrischen Tests. Abhangig von der
Anzahl der Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test beim Vergleich zweier Gruppen oder
der Kruskall-Wallis Test bei mehr als zwei Gruppen durchgefihrt. Zum Vergleich von zwei
kategorischen Variablen zwischen den normalverteilten Gruppen wurde der exakte Test nach
Fisher, beziehungsweise der Chi-Quadrat-Test durchgefuhrt, im Ergebnis wurde sowohl die
absolute als auch die relative Haufigkeit angegeben. Beim Vergleich aller drei
Entbindungsgruppen wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) verwendet. Die
Beziehung zwischen den Biomarkern und der verbleibenden Schwangerschaftsdauer wurde
mithilfe der Korrelationsanalyse nach Pearson und der Angabe des Korrelationskoeffizienten
(r) analysiert.

Zur Testcharakterisierung der Biomarker wurden Receiver-Operating-Characteristics-Kurven
(ROC-Kurven) verwendet. Der optimale Cut-off-Wert (minimaler Abstand zu Sensitivitat und
Spezifitat von 1) wurde anhand der folgenden Gleichung berechnet: (1-Sensitivitat)? + (1-
Spezifitat)?>. Zur Berechnung der diagnostischen Kriterien wurde ein zweiter diagnostischer
Cut-off-Wert mit einer fixen Spezifitdt von 0,9 gewahlt. Die dazugehdrige Flache unter der
Kurve (AUC) sowie das Konfidenzintervall wurde berechnet. Zur Uberlebenszeitanalyse
(entsprechend der Zeit bis zur Entbindung) wurde die Kaplan-Meier-Methode in Kombination

mit dem Log-Rank-Test angewendet.

Die Auswirkung von Mehrlingsgeburten auf CCL2, CXCL10 und das CXCL10/CCL2-Verhaltnis

in Abhangigkeit vom Gestationsalter bei der Geburt wurde in einem unabhangigen Modell mit
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einer zweifaktoriellen ANOVA berechnet. Alle p-Werte wurden mit zweiseitigen statistischen

Tests ermittelt, und Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

Ein multiples logistisches Regressionsmodell wurde verwendet, um die Pradiktion des Modells
zu verbessern. Eingeschlossen wurden die folgenden Risikofaktoren fur eine Frihgeburt:
Anwendung von Reproduktionsmedizin, Mehrlingsschwangerschaft, Zervixlange <25 mm,
Zervixlange <20 mm, vorausgegangene Frihgeburt, maternales Alter >35 Jahre, Adipositas
(BMI >30 kg/gm), subjektive Wehen, CXCL10/CCL2-Ratio >2,2. Der Einschluss erfolgte
sequenziell in der Reihenfolge der Grélkenordnung der nicht adjustierten Odds Ratios (OR),
beginnend mit der grofdten Schatzung. Variablen, welche das Modell nicht verbesserten

wurden entfernt.

Vor Studienbeginn wurde eine Berechnung des Stichprobenumfangs mit einem logistischen
Regressionsmodell unter Verwendung der Statistiksoftware G*Power 3.1.9.2 durchgefiihrt.
Die geschatzte a priori-Wahrscheinlichkeit fur eine Entbindung <34 vollendeten
Gestationswochen wurde auf 15 Prozent festgelegt, was zu einer berechneten
Stichprobengrofle von 139 Patientinnen bei einer angenommenen Post-Test-
Wahrscheinlichkeit von 30 Prozent, einem a-Fehler von 0,05 und einer Power von 90 Prozent
fuhrte. Die Rekrutierung fiir die Studie wurde a priori auf einen Zeitraum von zwei Jahren
begrenzt. Zu diesem Zeitpunkt betrug die Stichprobengréfle 109 Patienten, was in einer

zweiseitigen Post-hoc-Power-Analyse einer statistischen Power von > 99 Prozent entspricht.
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4 Ergebnisse
4.1 Patientencharakteristika

Es konnten 109 schwangere Patientinnen, darunter 14 Frauen mit Mehrlingsgraviditaten, in
die Studie eingeschlossen werden. Sechzehn Frauen wurden vor der vollendeten 34.
Schwangerschaftswoche (14,67 %) und zwanzig Frauen zwischen 34+0 und 36+6 SSW
(18,34 %) entbunden. Sechs Patientinnen (5,5 %) wurden innerhalb von sieben Tagen
entbunden. 73 von 109 Frauen (66,97 %) hatten eine Geburt nach vollendeten 37 SSW (Abb.
11). Die Fruhgeburtenrate betrug insgesamt 33 Prozent. Im Vergleich zwischen den
Entbindungsgruppen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Patientenalter,
GrolRe oder Gewicht vor der Schwangerschaft. Das Gestationsalter bei Studieneinschluss lag
im Median bei 26+2 SSW (IQR 24+1 — 29+1) und zum Entbindungszeitpunkt bei 38+4 SSW
(IQR 35+6 — 39+4). Das mediale Entbindungsintervall fir die gesamte Studienkohorte wurde
mit 76 Tagen (IQR 57-101) berechnet. Das Entbindungsintervall in Studiengruppe | mit
Entbindung <34 SSW lag im Median bei 21 Tagen (IQR 5-48).
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Abbildung 10: Gestationsalter bei Entbindung in Abhéngigkeit vom Entbindungsintervall ab Studieneinschluss,
Anzahl der Probandinnen insgesamt n=109, farbliche Einteilung in Entbindungsgruppen (siehe Legende)
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Im Rahmen der Anamnese und der klinischen koérperlichen und gynakologischen
Untersuchung bei Studienaufnahme wurden weitere allgemeine Patientendaten erfasst. Die

gruppierten Patientencharakteristika sind in Tabelle 5 zusammengetragen.

Tabelle 5: Patientencharakteristika bei Studienaufnahme

Patientenalter, Jahre 30,4 +4,7 31,0+4,4 29,4+4,6 30,6 £4,8 0,54*
(MW £ SA)
Pragravider BMI, kg/m? 25,1 + 6,1 29,4+9,9 243+54 244 +47 0,008*
(MW £ SA)
Mehrlings- 14 (12,8 %) 8 (50 %) 4 (20 %) 2 (2,7 %) <0,001*
schwangerschaft, n
Gestationsdiabetes,n 16 (14,7 %) | 6 (37,5 %) 0 (0 %) 10 (13,7 %) 0,007~
Zustand nach 7 (6,4 %) 2 (12,5 %) 1(5 %) 4 (5 %) 0,57*
Konisation, n
Friihgeburt/Spatabort 20 (18,3 %) | 5 (31,3 %) 3 (15 %) 12 (16,4 %) 0,37*
in Anamnese, n
Nikotinabusus, n 10 (9,2 %) 3 (18,8 %) 3 (15 %) 4 (5,5 %) 0,15*
Assistierte 11 (10,1 %) 7 (43,8 %) 2 (10 %) 2 (2,7 %) <0,001*
reproduktive
MaBnahmen, n
Cervixlange in mm bei 20,0 14,5 17,5 22 0,008**
Aufnahme (14,5-32,5) (6,0-21,2) (11,3-23,8) (16,0-35,0)
(Median, IQR)
Vorzeitige subjektive 68 (62,4 %) | 10 (62,5 %) 9 (45 %) 49 (67,1 %) 0,2*
Wehen, n
Vorzeitiger 16 (6,8 %) 5 (31,3 %) 6 (30 %) 9 (12,5 %) 0,07*
Blasensprung
(nach
Studienaufnahme), n
Gestationsalter (SSW) 26 26 26 26 0,813**
bei Studieneinschluss, (24-29) (23-29) (24-29) (24-29)
(Median, IQR)
Gestationsalter in 37 29 35 39 <0,001**
SSW bei Geburt, (35-39) (28-31) (34-36) (38-40)
(Median, IQR)
Entbindungsintervall 75 21 69 89 <0,001**
in Tagen, (57-99) (5-48) (49-80) (65-108)
(Median, IQR)
Leukozyten (x10%/L) 12,0 13,8 11,6 11,4 0,01**
bei Aufnahme, (9,8-13,9) (12,6-14,9) (9,4-14,5) (9,8-13,2)
(Median, IQR)
CRP (mg/l) bei 4,5 8,5 55 4 0,056**
Aufnahme (2,0-8,0) (2,8-13,8) (2,3-7,8) (2,0-7,0)
(Median, IQR)

SA= Standartabweichung, MW= Mittelwert pro Gruppe, IQR= Interquartilsbreite, * berechnet mittels
einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) ** berechnet mittels Kruskal-Wallis-Test
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4.2 Therapeutisches Management

Patientinnen mit Entbindung vor 37 SSW erhielten in den meisten Fallen nach
Studieneinschluss und Probenentnahme sowohl eine medikamentdse Tokolyse (83,33 %) als
auch eine antenatale Steroidprophylaxe (88,89 %). Der stationare Aufenthalt von Frauen mit
einer Frihgeburt unter 37 SSW betrug durchschnittich 19 Tage, wahrend Frauen ohne
Frihgeburt im Verlauf retrospektiv betrachtet durchschnittlich nach sechs Tagen entlassen

wurden.

Tabelle 6: Ubersicht der MaBnahmen des therapeutischen Managements wéhrend der Studienphase

Antibiotika erhalten, 72 10 (62,5 %) 8 (40 %) 54 (74 %) 0,001
n (66 %)
Tokolyse erhalten, n 55 14 (87,5 %) 16 (80 %) 25 (34 %) <0,001
(50,1 %)
Cerclage-Pessar 10 2 (12,5 %) 4 (20 %) 6 (8,2 %) 0,35
erhalten, n (9,2 %)
Lungenreifeinduktion 60 14 (87,5 %) 18 (90 %) 28 (39 %) <0,001
erhalten, n (55 %)
Progesteron 77 9 (56,3 %) 15 (75 %) 53 (72,6 %) 0,32
(vaginal) erhalten, n (70,6 %)

*berechnet mit einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA)

4.3 Neonatales Outcome

Im Rahmen der Studie wurden 124 Neugeborene zwischen 21 und 42 SSW geboren. Zu den
Mehrlingsgraviditadten gehérten dreizehn Zwillings- und eine Drillingsschwangerschaft. Eine
Schwangerschaft endete in einem Spatabort in der 22. SSW mit einem Kindsgewicht von 390

g.

Tabelle 7: Neonatales Outcome der geborenen Kinder in den Kategorien Geburtsgewicht, Nabelschnur-pH und
5-Minuten-APGAR, in der Gesamtpopulation und gestaffelt nach Entbindungsgruppen, fiir den
Nabelschnurarterien-pH wurden 118 von 124 Werte erfasst, fir den 5-Minuten-APGAR wurden 122 von 124
Werten erfasst, die Werte fiir das Geburtsgewicht liegen vollsténdig vor

Anzahl geborene 124 25 24 75 -
Kinder, n

Geburtsgewicht, g 28115+ 1407,2 + 2649,2 + 33315+ <0,001
(MW, SA) 888,8 497,5 438,7 473,3

Nabelschnurarterien-pH 7,30 £ 0,07 7,31+ 0,1 7,3+0,1 7,29 + 0,1 0,44

(MW, SA)

5-Minuten-APGAR 10 8 10 10 0,001
(Median)

MW= Mittelwert pro Gruppe, SA= Standardabweichung
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Nachfolgend werden die nicht adjustierten klinischen Risikofaktoren bei Klinikvorstellung

(Abb. 11) dargestellt. Deutlich zu erkennen ist ein Risikoanstieg bei Schwangerschaften,

welche durch reproduktive MaRnahmen entstanden sind und bei Mehrlingsgraviditaten.

Keine Unterschiede zeigten das maternale Alter sowie das Vorliegen von subjektiven

Wehen.
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Abbildung 11: Nicht adjustierte Odds Ratio der Risikofaktoren bei Studienaufnahme, A Entbindung vor 34

SSW, B Entbindung vor 37 SSW
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45 CCL2

Fir CCL2 wurden die Serumkonzentrationen aller 109 Proben bestimmt. Mithilfe der
Immunoabsorbent-Assays konnten Serumkonzentrationen im Bereich von 15,6 pg/ml bis 1000
pg/ml mit einer Sensitivitat von < 1 pg/ml erfasst werden. Alle Proben mit einer Konzentration
unterhalb der Nachweisgrenze von 15,6 pg/ml wurden als nicht nachweisbar definiert und in
den weiteren Kalkulationen mit einer Konzentration von 0 pg/ml bezeichnet. Keine der

Probenkonzentrationen Uberstieg den maximalen Messbereich.

Tabelle 8: CCL2-Serumkonzentrationen (in pg/ml) in der Gesamtkohorte und in den Entbindungsgruppen

Entbindung <34 16 46,04 56,99 39,34 0,00 123,18
SSW
Entbindung 34+0- 20 54,95 72,56 51,48 9,54 201,07
36+6 SSW
Entbindung 237 73 80,58 81,32 33,81 0,00 163,27
SSW
Gesamt 109 71,6 76,14 38,96 0,00 201,07
p=0,03
250,00
= 200,00 ©
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Abbildung 12: Serumkonzentrationen von CCL2 in Abhéngigkeit des Gestationsalters bei Entbindung, dargestellt
im Boxplot-Diagramm; n= Anzahl Probandinnen pro Gruppe, SSW= Schwangerschaftswochen, p-Wert nach
Kruskall-Wallis-Test
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In Abbildung 12 wird die Verteilung der CCL2-Konzentrationen in den Entbindungsgruppen
grafisch dargestellt. Der Kruskall-Wallis-Test ergab signifikante Unterschiede zwischen den
drei Gruppen (p= 0,03). Der Vergleich untereinander zeigte niedrigere Serumkonzentrationen
fur Frauen mit Geburt vor 34 SSW (im Median 46 pg/ml [IQR 25 - 92 pg/ml]) im Vergleich zu
den Geburten nach 34 SSW (73 pg/mlI [IQR 51 - 103 pg/ml]; p= 0,032) (Abbildung 13). Ahnliche
Ergebnisse prasentierten sich im Vergleich aller Friihgeburten (51 pg/ml [IQR 32 - 96 pg/ml])
zu Frauen mit Entbindung nach der vollendeten 37 SSW (81 pg/ml [IQR 56 - 104 pg/ml]; p=
0,011).

Die ROC-Kurve fiir die Pradiktion der spontanen Frihgeburten vor 34 SSW ergab eine AUC
von 0,67 (95% Kl 0,51-0,83; p=0,04) mit einem optimalen Trennwert von 42 pg/ml und einem
diagnostischen Trennwert bei fixer FPR von 10% von 34 pg/ml (Abb. 13). Fur die Pradiktion
der Entbindung vor 37 SSW zeigte sich eine AUC von 0,65 (95% Kl 0,53 — 0,77; p=0,02) und
es wurde ein optimaler Trennwert von 52 pg/ml sowie ein diagnostischer Trennwert von 42

pg/ml berechnet.
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Abbildung 13: links: Serumkonzentrationen von CCL2 bei Entbindungen vor/nach 34 SSW, dargestellt im
Boxplot-Diagramm, n= Anzahl Probandinnen pro Gruppe (insgesamt n=109), p-Wert berechnet nach Mann-
Whitney-U-Test, rechts: zugehérige ROC-Kurve fiir Entbindung <34 SSW (AUC=0,67), dargestellt mit
Bezugslinie

Alle Proben wurden retrospektiv anhand ihrer Serumkonzentrationen in Bezug auf den
jeweiligen Trennwert in einem Testmodell eingeordnet. Bei allen Patientinnen mit einer
Serumkonzentration unterhalb des errechneten Trennwerts wurden die Proben als positiv

(erhéhte  Wahrscheinlichkeit fir eine Frahgeburt vor vollendeten 34 / 37
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Schwangerschaftswochen) definiert. Die verbleibenden Proben wurden als negativ

kategorisiert. Die berechneten Testgutekriterien werden nachfolgend in Tabelle 9 dargestellt.

CCL2 zeigte insgesamt eine schwache Korrelation zur verbleibenden Schwangerschaftsdauer
(r=0,213; p = 0,025). Die Konzentration von CCL2 war jedoch signifikant niedriger bei Frauen
mit einer Geburt innerhalb von 7 Tagen nach Studienaufnahme (25 pg/ml [IQR 21 - 41 pg/ml]
vs. 73 pg/ml [IQR 50 - 104]; p= 0,008) (Abb. 14).
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Abbildung 14: links: CCL2-Konzentration bei Entbindung innerhalb von 7 Tagen nach Studienaufnahme;
dargestellt im Boxplot-Diagramm, n=Anzahl der Probandinnen pro Gruppe (insgesamt n=109), p-Wert
berechnet nach Mann-Whitney-U-Test; rechts: dazugeh6rige ROC-Kurve flir das 7 d-Intervall (AUC=0,83),
dargestellt mit Bezugslinie

Die berechnete ROC-Kurve prasentiert eine AUC von 0,83 (95% Kl 0,62-1; p=0,002), es wurde
ein optimaler CCL2-Trennwert von 42 pg/ml und ein zusatzlicher diagnostischer Trennwert
von 27 pg/ml berechnet.

Bei Verwendung des optimalen Trennwertes wurden 22 von 109 Probandinnen als positiv
bewertet, finf wurden innerhalb von sieben Tagen entbunden. Im Vergleich dazu gebar nur
eine von 87 negativ getesteten Frauen innerhalb einer Woche.

Fir den diagnostischen Trennwert wurden acht Patientinnen als positiv eingeordnet, vier
davon wurden innerhalb von sieben Tagen entbunden, was ein Test-positiv Risiko von 50%
und somit eine 3,5-fache Risikosteigerung innerhalb der Kohorte bedeutet (allgemeines
Posttest-Kohortenrisiko 14,7 %). Von den 101 negativ bewerteten Probandinnen wurden zwei
innerhalb von sieben Tagen entbunden, was ein zwei prozentiges Risiko und damit eine knapp

3-fache Risikoreduktion ergibt.
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Tabelle 9: Testglitekriterien fiir CCL2, berechnet jeweils fiir den optimalen sowie diagnostischen Trennwert fiir
die Entbindungen <34 SSW, <37 SSW und innerhalb von 7 Tagen

Entbindung 42 0,50 0,85 0,36 0,91 3,32 0,59 5,6
<34 SSW, (1,8-17,5)
optimal

Entbindung 34 0,44 0,90 044 090 450 0,60 7,3
<34 SSwW (2,2-24,2)
diagnostisch

Entbindung 52 0,53 0,81 0,58 0,78 2,75 0,58 4,7
<37 SSW (2-11,3)
optimal

Entbindung 42 0,42 0,90 068 0,76 4,30 0,60 6,7
<37 SsSw (2,4-18,7)
diagnostisch

Entbindung 42 0,83 0,84 0,23 099 5,05 0,20 25,3
innerhalb von (2,8-230,4)
7 Tagen,

optimal

Entbindung 27 0,67 0,96 0,50 0,98 17,17 0,35 49,5
innerhalb von (6,9-354,9)
7 Tagen,

diagnostisch

PPV= positiv-pradiktiver Wert; NPF= negativ-pradiktiver Wert; LR= Likelihood-Ratio; uOR= nicht
adjustierte Odds Ratio; KI= Konfidenzintervall
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46 CXCL10

Die  Detektionsbreite  des  Immunoabsorbent-Assays  fur  CXCL10  umfasst
Serumkonzentrationen zwischen 31,25 pg/ml bis 2000 pg/ml. Proben unterhalb von 31,25
pg/ml wurden als negativ definiert und innerhalb der weiteren Berechnungen mit einer
Konzentration von 0 pg/ml bezeichnet.

Die deskriptive Statistik fir die jeweiligen Entbindungsgruppen ist in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Deskriptive Statistik fiir CXCL10 (in pg/ml) in der Gesamtkohorte und in den Entbindungsgruppen

Entbindung <34 16 138,92 114,72 75,64 72,59 327,2
SSwW
Entbindung 34+0 20 109,23 86,64 87,70 45,36 434,79
—36+6 SSW
Entbindung 237 73 70,47 53,18 73,81 0,00 427,32
SSw
Gesamt 109 87,63 67,63 80,34 0,00 434,79
p<0,001
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Abbildung 15: Serumkonzentrationen von CXCL10 in Abhéngigkeit des Gestationsalters bei Entbindung;
dargestellt im Boxplot-Diagramm; n=Anzahl der Probandinnen pro Gruppe; SSW= Schwangerschaftswochen, p-
Wert nach Kruskall-Wallis-Test
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In Abbildung 15 wird die Verteilung der Serumkonzentrationen der Probandinnen in den drei
Entbindungsgruppen dargestellt. Der Kruskall-Wallis-Test ergab dabei statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den drei Gruppen (p <0,001). Im direkten Vergleich zeigte sich
laborchemisch bei Frauen mit friiher spontaner Frihgeburt vor 34 SSW im Median eine
Serumkonzentration von 115 pg/ml (IQR 89 - 146 pg/ml), wahrend Frauen mit Geburt nach 34
SSW niedrigere Serumkonzentrationen aufwiesen (61 pg/ml [IQR 41 - 105 pg/ml]; p < 0,001;
Abbildung 16). Ahnliche Ergebnisse fanden sich im Vergleich der Serumkonzentrationen < und
= 37 SSW (103 pg/ml [IQR 68 - 140 pg/ml] vs. 53 pg/ml [IQR 35 - 81 pg/ml]; p < 0,001).
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Abbildung 16: links: Serumkonzentrationen von CXCL10 in Abhdngigkeit vom Gestationsalter <34 SSW,
dargestellt im Boxplot-Diagramm; n=Anzahl der Probandinnen pro Gruppe (insgesamt n=109); p-Wert berechnet
nach Mann-Whitney-U-Test, rechts: dazugehdrige ROC-Kurve fiir die Entbindung <34 SSW (AUC=0,8),
dargestellt mit Bezugslinie

Die Pradiktion einer FG vor 34 SSW fir CXCL10 ergab in der ROC-Analyse eine AUC von 0,8
(95% Kl 0,71 - 0,88; p<0,001) mit einem optimalen Trennwert von 71,98 pg/ml sowie einem
diagnostischen Trennwert von 145 pg/ml. Im Modell fur alle Frihgeburten vor 37 SSW zeigte
CXCL10 eine AUC von 0,76 (95% KI 0,67- 0,85; p<0,001) mit einem optimalen Trennwert von
71,98 pg/ml und einem diagnostischen Trennwert von 129,25 pg/ml.

Alle Proben wurden abhangig von ihrer Serumkonzentration als positiv (Serumkonzentration
grolker als der Trennwert) oder negativ (Serumkonzentration kleiner als der Trennwert)
definiert. In Bezug auf den optimalen Trennwert wurden 16 von 50 positiv-getesteten Frauen
(32 %, damit 2-fache Risikoerh6hung zum allgemeinen Kohortenrisiko) und keine der 59

negativ-kategorisierten Frauen vor der vollendeten 34. SSW entbunden.
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Fir Geburten vor vollendeten 37 SSW wurden 50 Frauen als test-positiv gruppiert, 27 Frauen
wurden in dem Testzeitraum entbunden (54 %). Dies bedeutet retrospektiv eine 3,4-fache
Risikoerhdhung bei CXCL10-Serumwerten Uber dem optimalen Cutoff. Von den 59 negativ
getesteten Frauen wurden nur funf vor 37 SSW entbunden (8%, Halbierung des Risikos).

Die Testgutekriterien fir CXCL10 in Bezug auf das Gestationsalter bei Entbindung werden

nachfolgend tabellarisch dargestellt (Tab. 11).

Tabelle 11: Testglitekriterien fiir CXCL10, jeweils fiir den optimalen sowie diagnostischen Trennwert fiir die
Geburten <34 SSW und alle Friihgeburten <37 SSW

Geburt <34 SSW 72 1,00 0,63 0,32 1,00 2,73 0,00 n.a.
(optimaler

Trennwert)

Geburt <34 SSW 145 0,25 0,89 029 1087 23 038 2,8
(diagnostischer (0,7-10,2)
Trennwert)

Geburt <37 SSW 72 0,75 0,69 0,54 0,85 2,38 0,37 6,5
(optimaler (2,7-16,1)
Trennwert)

Geburt <37 SSW 129 0,37 0,86 0,32 0,89 268 0,73 3,7
(diagnostischer (1,2-11,9)
Trennwert)

n=109, KI=Konfidenzintervall, PPV=positiv pradiktiver Wert, NPV=negativ pradiktiver Wert, LR=
Likelihood Ratio, n.a.= nicht adjustierbar

Fir CXCL10 ergibt sich eine schwache Korrelation fir die verbleibenden
Schwangerschaftszeit (r= -0,184; p= 0,055). Es konnten keine Unterschiede zwischen den
Gruppen bei einem Geburtsintervall von sieben Tagen detektiert werden (111,4 pg/ml [IQR 95
- 117] vs. 62,8 pg/ml [IQR 43 - 119]; p= 0,07). Auf eine weitere Auswertung wurde verzichtet.
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4.7 Serpin B7

Fir Serpin B7 wurden 52 von 109 Proben analysiert.

Der ELISA-Test konnte Serumkonzentrationen von 0,312 ng/ml bis 20 ng/ml mit einer
Sensitivitat von 0,06 ng/ml detektieren. Eine Probe (ID 94) zeigte einen extrem hohen
Serumwert, welcher deutlich Uber der maximalen Konzentration der
Standardverdinnungsreihe lag. Diese Probe wurde von den weiteren Berechnungen
ausgeschlossen, da keine Rickrechnung auf die Proteinkonzentration méglich war. In die

weiteren Berechnungen gingen somit 51 Proben ein.

Tabelle 12: Deskriptive Statistik fiir Serpin B7 (in ng/ml) in der Gesamtkohorte und in den Entbindungsgruppen

Entbindung <34 | 16 1,63 1,56 0,76 0,42 2,77
SSW
Entbindung 34+0 | 18 1,54 1,29 0,89 0,64 3,70
—36+6 SSW
Entbindung 237 | 17 1,99 1,48 1,47 0,29 4,79
SSW
Gesamt 51 1,72 1,40 1,08 0,29 4,79

In Abbildung 17 ist die Verteilung der Serpin B7-Konzentrationen in den drei
Entbindungsgruppen grafisch dargestellt. Der Kruskall-Wallis-Test ergab im Gegensatz zu den
anderen beiden Biomarkern keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei

Entbindungsgruppen (p= 0,7).
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Abbildung 17: Serumkonzentration von Serpin B7 in Abhéngigkeit des Gestationsalters bei Entbindung;
dargestellt im Boxplot-Diagramm; n= Anzahl der Probandinnen pro Gruppe (*Ausschluss ID 94, insgesamt n= 51);
SSW= Schwangerschaftswochen,; p-Wert nach Kruskall-Wallis-Test
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Der Vergleich zwischen den einzelnen Entbindungsgruppen zeigte ebenfalls keine
Unterschiede. Serpin B7 war weder flr die Pradiktion einer Frihgeburt vor 34 SSW (1,56 ng/ml
[IQR 0,9 - 2,1] vs. 1,31 ng/ml [IQR 0,8 - 2,3]; p= 0,98; AUC= 0,503), noch vor 37 SSW (1,37
ng/ml [0,8 - 2,1] vs. 1,4 ng/ml [0,9 - 2,8]; p= 0,5; AUC=0,44) geeignet.

Die Serpin-B7-Konzentrationen von Frauen mit einem Entbindungsintervall innerhalb der
nachsten 7 Tage (1,56 ng/ml [IQR 0,8 - 1,9] vs. 1,34 ng/ml [0,9 - 2,3]; p= 0,77; AUC=0,46)

unterschieden sich nicht von Frauen mit einem langeren Zeitraum bis zur Geburt.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde auf eine Konzentrationsbestimmung in den verbleibenden

Proben und eine weitere statistische Auswertung verzichtet.
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4.8 CXCL10/CCL2 Quotient

Um die Frihgeburtspradiktion zu optimieren, wurde zusatzlich der Quotient aus beiden
Chemokinen berucksichtigt, welcher in 107 Fallen bestimmt werden konnte. Da zwei Proben
eine  CCL2-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze aufwiesen, welche
dementsprechend mit 0 pg/ml definiert wurde, konnte in diesen Fallen keine mathematische
Berechnung des Quotienten erfolgen. Fortan wird der CXCL10/CCL2-Quotient auch als

Chemokine-Ratio bezeichnet.

Tabelle 13: Deskriptive Statistik fiir den CXCL10/CCL2- Quotienten in der Gesamtkohorte und in den
Entbindungsgruppen

Entbindung <34 | 15 3,20 2,70 2,04 0,73 6,95
SSW

Entbindung 34+0-| 20 1,91 1,77 1,12 0,31 5,03
36+6 SSW

Entbindung 237 | 72 0,97 0,69 1,03 0,00 4,69
SSW

Gesamt 107 1,46 0,93 1,46 0,00 6,95

4.8.1 Pradiktion Gestationsalter
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Abbildung 18: Serumkonzentrationen des CXCL10 / CCL2- Quotienten (Ratio) in Abhéngigkeit des
Gestationsalters bei Entbindung, dargestellt im Boxplot- Diagramm, n= Anzahl der Probandinnen pro Gruppe,
SSW= Schwangerschaftswochen, p-Wert nach Kruskall-Wallis-Test bei unabhéngigen Stichproben
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Die Verteilung der Werte ergab signifikante Unterschiede im Kruskall-Wallis-Test zwischen
den drei Entbindungsgruppen (p < 0,001; Abb. 18). Im Vergleich zu den einzelnen Biomarkern
zeigte die CXCL10/CCL2- Ratio die starkste Korrelation zur verbleibenden
Schwangerschaftszeit (r= -0,444; p < 0,00; Abb. 19).
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Abbildung 19: Verteilung der CXCL10/CCL2-Ratio (n=107) in Bezug auf das Entbindungsintervall ab
Studieneinschluss in Tagen, dargestellt als Streudiagramm mit Regressionslinie (y=89,55-10,05*x) und 95%
Konfidenzintervall; Determinationskoeffizient R?=0,2; Korrelationskoeffizient r=-0,444, p<0,001

Im direkten Vergleich wiesen frihe Frihgeburten héhere Werte des CXCL10/CCL2-
Quotienten auf als Frauen mit Entbindung nach 34 SSW (2,7 [IQR 1,4 - 4,6] vs. 0,8 [0,4 - 1,6];
p < 0,001; Abb. 20). Die dazugehdrige ROC-Kurve ergab eine AUC von 0,83 (95% Kl 0,73 —
0,93; p<0,001) mit einem optimalen Trennwert von 2,2. Zusatzlich wurde ein diagnostischer
Trennwert von 3,1 berechnet.

Ahnliche Ergebnisse zeigte der Vergleich der Frauen mit Frilhgeburt unter 37 SSW zu den
Termingeburten (2,0 [IQR1,3 - 3,2] vs. 0,7 [IQR 0,4 - 1,3]; p < 0,001). Die ROC zeigte eine
AUC von 0,82 (95% Kl 0,73 — 0,9; p<0,001) mit den gleichen Trennwerten.
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Abbildung 20: Serumkonzentrationen der CXCL10/ CCL2- Ratio in Abhéngigkeit vom Gestationsalter <34 SSW
(oben links) und <37 SSW (oben rechts), dargestellt im Boxplot-Diagramm, n= Anzahl der Probandinnen pro
Gruppe (insgesamt n=107), p-Wert berechnet nach Mann-Whitney-U-Test; dazugehérige ROC-Kurven fiir
Entbindung <34 SSW (unten links, AUC=0,83) und <37 SSW (unten rechts, AUC=0,82), mit Bezugslinie

Aquivalent zu den vorherigen Verfahren erfolgte anschlieRend eine Kategorisierung der

berechneten Chemokingradienten als positiv (gréfRer als der jeweilige Trennwert) oder negativ

(kleiner als der Trennwert), sowie die Berechnung der daraus folgenden Testcharakteristika.
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Tabelle 14: Testcharakteristika fiir CXCL10/CCL2-Ratio: Pradiktion des Gestationsalters bei Entbindung

Geburt <34 2,2 0,67 0,86 0,43 0,94 4,70 0,40 12,2
SSW optimal (3,6-41,3)
Geburt <34 3,1 0,40 0,89 0,38 0,90 3,70 0,70 55
SSW (1,6-18,6)
diagnostisch

Geburt <37 2,2 0,46 0,90 0,70 0,77 4,70 0,60 7,8
SSw (2,8-21,8)
optimal

Geburt <37 3,1 0,26 0,90 0,56 0,71 2,60 0,80 3,2
SSW (1,1-9,5)
diagnostisch

n=107, KI=Konfidenzintervall, PPV=positiv pradiktiver Wert, NPV=negativ pradiktiver Wert,
LR= Likelihood Ratio, n.a.= nicht adjustierbar

Mithilfe der Kaplan-Meier-Methode ist das Entbindungsintervall fur das Studienziel FG <34
SSW (Abb. 21) dargestellit.
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Abbildung 21: 1-Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir CCL2/CXCL10 Quotient: Risiko einer Geburt <34 SSW
bei Testung mit einem optimalen Trennwert von 2,2

Von 23 positiv getesteten Frauen wurden zehn Schwangerschaften vor vollendeten 34 SSW
entbunden, wahrend von den 84 negativ-getesteten Frauen nur finf vor 34 SSW entbunden
worden sind. Damit liegt das Risiko einer Frihgeburt <34 SSW bei einem positiven Test bei
43 Prozent, was in unserer Risikokohorte (16/109 = 14,7 %) eine fast dreifache

Risikoerhdhung bedeutet. Bei einem negativem Testergebnis berechneten wir ein
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Frihgeburtsrisiko von 6 Prozent, sodass eine Halbierung des Frihgeburtsrisikos vor 34 SSW
vorliegt.

In Bezug auf das Studienziel FG <37 SSW (Abb. 22) berechnete sich ein Risiko von 70% bei
positivem Test (16/23 Frauen; 4,5-fache Risikoerhéhung). Aufgrund des héheren falsch-
negativ Anteils kommt es jedoch ebenfalls zur Erhéhung des Friihgeburtsrisikos von initial 14,7

auf 22,6 Prozent bei einem negativen Testergebnis (19/84 Frauen, 1,5-fache Risikoerhéhung).
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Abbildung 22: 1-Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir CCL2/CXCL10-Quotient: Risiko einer Geburt <37 SSW
bei Testung mit einem optimalen Trennwert von 2,2

4.8.2 Pradiktion Entbindungsintervall

Frauen mit Entbindung innerhalb von sieben Tagen nach Testung zeigten hdhere
Serumquotienten als Frauen, welche nach mehr als einer Woche entbunden worden sind (4,3
[IQR 2,7 - 5,2] vs. 0,9 [0,5 - 1,8]; p = 0,003; Abb. 23). Die ROC berechnete eine AUC von 0,87
(95% KI 0,7 — 1; p<0,001) sowie einen optimalen Cutoff bei 2,7 und einen diagnostischen
Cutoff von 3,1.
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Abbildung 23: CCL2/CXCL10-Quotient bei Entbindung innerhalb von 7 Tagen nach Studienaufnahme;
dargestellt im Boxplot-Diagramm; n=Anzahl der Probandinnen pro Gruppe, p-Wert berechnet nach Mann-
Whitney-U-Test; dazugehérige ROC-Kurve (AUC= 0,87); dargestellt mit Bezugslinie

Nach Zuordnung der Proben in Test-positiv (Serumkonzentration grofRer als Trennwert) oder

Test-negativ (Serumkonzentration kleiner als Trennwert) erfolgte die Berechnung der

Testcharakteristika. Diese werden in Tabelle 15 nachfolgend dargestellt.

Tabelle 15: Testglitekriterien fiir CXCL10/CCL2-Quotient, jeweils fiir den optimalen sowie diagnostischen
Trennwert fiir die Entbindung innerhalb von 7 und 14 Tagen

Geburt
innerhalb von 7
Tagen
(optimal)
Geburt
innerhalb von 7
Tagen
(diagnostisch)

2,7 0,83 08 025 099 56 02 28,7
(3,1-263)
3,1 0,67 08 025 098 56 04 14,9
(2,5-89,8)

n=107, KI=Konfidenzintervall, PPV=positiv pradiktiver Wert, NPV=negativ pradiktiver Wert, LR=

Likelihood Ratio
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4.9 Beriicksichtigung der Mehrlingsschwangerschaften

Die Studienkohorte umfasste 14 Frauen mit Mehrlingsschwangerschaften (12,8 %), die einen
hoheren Anteil an Friihgeburten <34 SSW aufwiesen (50,0 % vs. 6,5 %, p < 0,001). In einer
zweifaktoriellen ANOVA wurde Uberprift, ob eine Interaktion zwischen spontaner Frihgeburt
<34 SSW und Mehrlingsschwangerschaft in Bezug auf CCL2, CXCL10 und dem
CXCL10/CCL2-Verhaltnis bestand. Es wurde ein klarer Haupteffekt des Gestationsalters bei
der Geburt auf alle pradiktiven Biomarker ohne Interaktionen beobachtet.

Fir das CXCL10/CCL2-Verhaltnis wurden nach Ausschluss von Fallen mit
Mehrlingsschwangerschaften die Ergebnisse fur das primare Studienziel Entbindung vor der
vollendeten 34. Schwangerschaftswoche neu berechnet (n=94; Abbildung 24/25: 2,47 (IQR
1,15-5,98) vs. 0,78 [IQR 0,41-1,53]; p < 0,004). Auch das sekundare Studienziel Entbindung
vor 37 SSW (1,82 [IQR 1,26-3,09] vs. 0,65 [IQR 0,38-1,26]; p < 0,001) blieb statistisch
signifikant. Lediglich fur Frauen mit Entbindung innerhalb von 7 Tagen konnte eine
Verschlechterung der Ergebnissignifikanz bei Ausschluss der Mehrlingsschwangerschaften
festgestellt werden (p= 0,067 vs. p= 0,003), sodass die CCL2/CXCL10- Ratio im
Kurzzeitintervall von 7 Tagen bei Einlingsschwangerschaften nicht mehr signifikant blieb. Als
Langzeitpradiktor flr Entbindung vor 34 und 37 SSW verbleibt CCL2/CXCL10 als signifikanter

Serum-Biomarker.
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Abbildung 24: Interaktion von Mehrlingsgravida mit der CXCL10/CCL2-Ratio; dargestellt im Boxplot in
Abhéngigkeit vom Gestationsalter (gruppiert). Es gibt keine Interaktion zwischen Mehrfachschwangerschaft
(ja’nein) und Gestationsalter bei der Geburt (Interaktionseffekt P =0,864). Analyse durch zweifaktorielle ANOVA.
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Abbildung 25: Profildarstellung der marginalen Mittelwerte der CXCL10/CCL2-Ratio in Abhdngigkeit einer
Mehrlingsgraviditét. Klarer Haupteffekt ist das Gestationsalter bei Entbindung. Es liegt kein signifikanter
Unterschied zwischen Einlings- und Mehrlingsschwangerschaften flir den Chemokin-Quotienten in den
Jeweiligen Entbindungsgruppen vor.

410 Logistische Regression

Im weiteren Verlauf erfolgte eine logistische Regressionsanalyse, bei der das CXCL10/CCL2-
Verhaltnis mit dem optimalen Cut-off-Wert (2,2) und zusatzlichen mutmalflichen Risikofaktoren
fir eine FG < 34 SSW verwendet wurden, um ein pradiktives Modell fiir das priméare Studienziel
zu erstellen. Die Variable ,assistierte Reproduktionstechniken® zeigte Kollinearitat mit der
Variable ,Mehrlingsschwangerschaft‘ und wurde aus dem Modell entfernt.

In einem zweiten reduzierten Modell wurden alle Faktoren eliminiert, die nicht in das
Vorhersagemodell passten, wobei neben dem CXCL10/CCL2-Verhaltnis (adjustierte OR 15,9;
p < 0,001) nur die Risikofaktoren Mehrfachschwangerschaft (adjustierte OR 8,4; p=0,006) und
Adipositas (adjustierte OR 6,6; p=0,016) verblieben (Abb. 26). In einem separaten
Regressionsmodell konnte CXCL10 (diagnostischer Trennwert) ebenfalls als unabhangiger
Risikofaktor dargestellt werden (adjustierte OR 8,5; p=0,005).

Die Kovariablen "mutterliches Alter", ,Zervixlange* und "Gestationsalter bei

Studieneinschluss" verbesserten das Vorhersagemodell nicht und wurden ausgeschlossen.
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Abbildung 26: Vergleich der nicht adjustierten Odds Ratio unter Beriicksichtigung der Biomarker bei
Studienaufnahme (oben) und der adjustierten Odds Ratio fiir die CXCL10/CCL2-Ratio (unten), dargestellt
im 95% Konfidenzintervall (Whisker)
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4.11 Etablierte Entziindungsparameter (Leukozyten, CRP)

Im Rahmen der klinischen Diagnostik wurden bei Studienaufnahme in den meisten Fallen auch

die Leukozyten und das CRP (jeweils n=98) im maternalen Blut untersucht.

Tabelle 16: Deskriptive Statistik fiir Leukozyten und CRP als sekundér erfasste (Standard-) Laborparameter

Leukozyten <34 SSW 13,75 7,60 20,90 14,21 3,20
(x10%  /ml) 34+0 bis 11,55 7,50 17,30 11,93 2,90
bei 36+6 SSW
Aufnahme >37 SSW 11,40 6,50 17,70 11,70 2,50
CRP (mg/l) <34 SSW 8,50 1,00 116,00 20,06 34,75
bei 34+0 bis 5,50 0,00 15,00 5,20 3,56
Aufnahme 36+6 SSW

>37 SSW 4,00 0,00 58,00 6,78 10,18

SA= Standardabweichung, SSW= Schwangerschaftswoche

Fur Entbindung vor 34 SSW zeigten sowohl die Leukozyten (13,75 *103/ml [IQR 12,7-14,8] vs.
11,4 *10%/ml [IQR 9,6-13,5]; p=0,003) als auch das CRP (8,5 mg/I [IQR 3,5-13,5] vs. 4,0 mg/I
[IQR 2-7]; p=0,018) im Mann-Whitney-U-Test signifikante Unterschiede zwischen den
Entbindungsgruppen. Fir die Pradiktion einer Frihgeburt vor 34 SSW berechnete sich in der
ROC-Analyse fur das CRP eine AUC von 0,69 (95% Kl 0,53 - 0,85; optimaler Trennwert 8,5
mg/l) und fur die Leukozytenzahl eine AUC von 0,74 (95% KI 0,61 - 0,87; optimaler Trennwert
11,7 *10%ml; Abb. 27).

10 Quelle der Kurve
—— Bezugslinie
—CRP in mg/l
0g hel Aufnahme
Leukozyten in
— Gpt/l bei
Aufnahme
E 06
[=1]
04
02 ‘
o0
00 032 04 06 08 10

Falsch-Positiv-Rate
Abbildung 27: ROC-Kurven fiir die Pradiktion einer spontanen Friihgeburt <34 SSW mit den
maternalen Serum-Laborparametern CRP in mg/| (AUC=0,69; griin) und Leukozyten in Gpt/I
(AUC=0,74; lila), dargestellt mit Bezugslinie (hellblau)
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Fir das Studienziel Entbindung innerhalb von 7 Tagen ergaben sich die folgenden Resultate:
Im Serum zeigten sich erhohte CRP-Werte (12,5 mg/l [IQR 5-16] vs. 4,0 mg/l [IQR 2-7,5];
p=0,038) mit einer AUC fur CRP von 0,75 (95% KI 0,53 — 0,98; optimaler Trennwert 11 mg/l).
Die Pradiktion mithilfe der Leukozyten zeigte sogar noch bessere Werte (16,43*10%/ml [IQR
14,4-19,8] vs. 11,85*10%ml [IQR 9,7-13,6]; p<0,001) mit einer ROC-AUC von 0,914 (95% K
0,83 — 1; optimaler Trennwert 13,6 *10%1). Insgesamt betrachtet scheinen beide

Infektparameter eine gute pradiktive Aussage im Kurzzeitintervall zuzulassen.

Tabelle 17: Testcharakteristika fiir CRP und Leukozyten fiir Entbindung <34 SSW und Préadiktionsintervall 7 Tage
in Bezug auf die optimalen Trennwerte

CRP <34 8,5 0,50 0,87 0,42 0,90 3,7 0,6 6,5
(mall] SSW (2,0-20,7)
7 Tage 11,0 0,67 0,90 0,31 0,98 6,8 0,4 18,4
Intervall (3-115,1)
Leukoz <34 11,7 0,94 0,42 0,24 0,97 1,6 0,2 10,9
yten SSW (1,4-86,7)
7 Tage 13,6 0,83 0,76 0,16 0,99 3,5 0,2 16,1
[x10%/1] | Intervall (1,8-145,6)

PPV= positiver Vorhersagewert, NPV= negativer Vorhersagewert, LR = Likelihood Ratio, Kl=
Konfidenzintervall, n.k.= nicht kalkulierbar,

Auch bei Ausschluss der Mehrlingsschwangerschaften (n=84) blieben die pradiktiven
Eigenschaften fir die Leukozyten bei Entbindung vor 34 SSW (p= 0,009) und innerhalb von 7
Tagen nach Studienaufnahme (p< 0,001) statistisch signifikant (Abb. 28). Die Leukozyten
stellten somit auch fur Einlingsschwangerschaften einen potentiellen pradiktiven Biomarker
dar.

Nach  Ausschluss von  Mehrlingsschwangerschaften  zeigte das CRP  fur
Einlingsschwangerschaften keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Entbindungsgruppen mehr.
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Abbildung 28: Interaktion von Mehrlingsgravida mit der Anzahl der Leukozyten im maternalen Serum bei
Aufnahme mit dem Studienziel Entbindung vor der vollendeten 34. SSW (links; p=0,009) und Entbindung innerhalb
von 7 Tagen nach Studienaufnahme (rechts; p< 0,001); dargestellt im Boxplot (gruppiert)

4.12 Kombination CXCL10/CCL2 mit Zervixlange in einem Modell

Die sonografische Evaluation der Zervixlange stellt in der klinischen Pradiktion der Frihgeburt
ein zentraler Faktor fur die Risikoevaluation dar. In einem weiteren Modell kombinierten wir die
Zervixlange der Probandinnen bei Aufnahme mit der CXCL10/CCL2-Ratio. Dies fuhrte im
Ergebnis jedoch nicht zu einer Verbesserung der Pradiktion (ROC-AUC 0,827 vs. 0,842;
p=0,734).
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5 Diskussion

5.1 Relevanz des Themas

Die Pradiktion einer Frihgeburt allein mithilfe von klinischen Parametern (vorzeitige Wehen,
Cervixverkirzung) zeigt im Alltag eine niedrige Spezifitat. In unserem Kollektiv endeten 36 von
109 Schwangerschaften mit Anzeichen einer drohenden spontanen Frihgeburt tatsachlich mit
Entbindung vor der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche (33,02 Prozent).

Die aktuellen Daten zur Verwendung von proinflammatorischen Chemokinen als Marker fur
spontane Frihgeburten sind sehr widersprichlich und es wurde noch kein Biomarker zur
optimalen Pradiktion einer Frihgeburt identifiziert [130]. Die bereits auf dem Markt befindlichen
Biomarker (PAMG-1, fFN und phlIGFPB-1) werden alle durch einen cervikovaginalen Abstrich
gewonnen und sollen laut Leitlinie symptomatischen oder Risikoschwangeren vorbehalten
sein, um das Risiko einer Frihgeburt innerhalb der nachsten 7 Tage abzuschatzen [16, 37,
42,55, 87, 129, 164]. Insbesondere die Abschatzung des langfristigen Frihgeburtsrisikos tGber
einen Zeitraum von mehr als ein bis zwei Wochen hinaus stellt bis heute eine grofRe
Herausforderung dar.

Insgesamt gibt es mehr als hundert verschiedene Biomarker, die in den letzten 25 Jahren zur
Vorhersage von spontanen Frihgeburten untersucht wurden [130]. Die Heterogenitat vieler
Studien in Bezug auf Studiendesign, Ein- und Ausschlusskriterien der Probanden und das
primare Studienziel stellt eine kaum zu bewaltigende Herausforderung im Vergleich und der
Bewertung der einzelnen Ergebnisse dar [11]. Da sie an proinflammatorischen Reaktionen
beteiligt sind, scheinen Chemokine im Vergleich zu anderen Substanzklassen von
besonderem Interesse zu sein (54,3 Prozent aller untersuchten Biomarker). Die Testung von
Biomarkern im Serum ist dabei besonders attraktiv, da diese unabhdngig von im Voraus
erfolgten Untersuchungen jederzeit ohne modgliche Verfélschung des Testergebnisses
durchgeflhrt werden kann und die ventse Blutabnahme ein einfaches und etabliertes

Prozedere ohne Risiko fur den Erhalt der Schwangerschaft darstellt.

5.2 Pradiktion durch CCL2 (MCP-1)

CCL2, welches unter anderem in Trophoblasten und dezidualen Stromazellen exprimiert wird,
spielt eine essenzielle regulatorische Rolle bei der Aufrechterhaltung der feto-maternalen
Immuntoleranz.

Im Rahmen des aktiven Geburtsvorganges lockt CCL2 in grolien Mengen proinflammatorische

Makrophagen vom M1-Typ, CD4+ T-Lymphozyten und T-regulatorische Zellen (T-regs) an,
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welche wiederum die Ausschittung von CCL2 im Sinne eines positiven Feedbacks steigern
[114]. Im Rahmen dieser Studie wurde daher eine erhéhte Chemokinkonzentration im
maternalen peripheren Blut erwartet. Zum Entnahmezeitpunkt bei Studieneinschluss wurden
im maternalen Serum jedoch niedrigere CCL2-Konzentrationen bei Frauen mit nachfolgender

Frihgeburt festgestellt.

In der Forschung konnten ebenfalls widersprichliche Ergebnisse zum Verhalten von CCL2 bei
Frihgeburten gefunden werden. In einem Tiermodell der Maus konnte eine mit zunehmendem
Gestationsalter ansteigende Konzentration von CCL2 im Blut detektiert werden. Kurz vor der
Geburt erfolgte eine massive Leukozyten-Migration in Richtung Uterus und fetale Membranen,
welche mit einer deutlich erhdhten lokalen proinflammatorischen CCL2-Expression und einem
simultanen Abfall der Chemokinekonzentration im maternalen Blut aufgrund vermehrter
Chemotaxis einherging [60]. In Ubereinstimmung mit diesem Resultat fanden Hamilton et al.
im mutterlichem Blut ebenfalls niedrigere CCL2-Spiegel bei Frauen mit Frihgeburt im
Vergleich zu Kontrollen mit Termingeburt [68]. Allerdings erfolgte hier die Entnahme der
Blutproben erst wahrend des aktiven Geburtsvorganges (Muttermund >3cm gedffnet), sodass
in diesem Sinne keine pradiktive Langzeitaussage getroffen werden kann. In einer Fall-
Kontroll-Studie von Serumproben von Probandinnen am Ende des zweiten Trimesters (26
SSW bis 29 SSW) im Vergleich zur Entbindung konnte zwischen Fruh- und Termingeburten
keine Gruppenunterschiede gefunden werden [25] .

Die genannten Ergebnisse bestatigen allerdings die im Rahmen dieser Arbeit gemachten
Beobachtungen, dass CCL2 im maternalen Blut am ehesten in einem kurzen Zeitraum vor
Entbindung erniedrige Serumspiegel aufweist, vermutlich infolge einer spaten Umverteilung
CCL-2 sezernierender Zellen aus dem Blut in uterines und fetales Gewebe kurz vor der

Entbindung.

Studien zur CCL2-Expression in uterinem oder fetalem Gewebe sind wesentlich
umfangreicher mit homogenen Resultaten: In der CVF konnten erhdéhte CCL2-
Konzentrationen bei Risikoschwangeren (anamnestisch mindestens eine Frihgeburt) mit
simultaner Cervixverkirzung (<25 mm) vor 24 SSW und nachfolgender Frihgeburt festgestellt
werden [32, 151]. Des Weiteren zeigten gesteigerte CCL2 und IL-6 Konzentrationen in der
CVF eine signifikante Assoziation zu Entbindung innerhalb der nachsten sieben Tage [73].
Sowohl in der Plazenta, den Eihduten und im Myometrium konnten wahrend des aktiven
Geburtsvorganges und insbesondere bei Frihgeburten, erhdhte CCL2-Werte im Vergleich
zum nichtkontrahierenden Myometrium detektiert werden [27, 32, 48, 73, 163].

Auch in Fruchtwasserproben konnten bei Risikopatientinnen in einer prospektiven Studie

erhdhte Konzentrationen von CCL2 nachgewiesen werden. Besonders deutlich waren die
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Ergebnisse bei Entbindung innerhalb von sieben Tagen [1, 83, 59,]. In Ubereinstimmung mit
diesen Ergebnissen waren bei Frauen mit im Verlauf aufgetretener friher Friihgeburt vor 32
Schwangerschaftswochen erhéhte IL-6 Werte im Fruchtwasser zu beobachten, wobei IL-6
malfigeblich die Expression von CCL2 induziert [57]. In einigen Studien wurden erhéhte CCL2-
Expressionen, insbesondere nach pPROM, mit infektionsassoziierten Frihgeburten in
Verbindung gebracht [160, 74, 110, 120] .

Insgesamt betrachtet ist CCL2 ist ein Biomarker, welcher sowohl in Geweben, der CVF, im
Fruchtwasser als auch im peripheren Blut detektiert werden kann. Eine Korrelation zwischen
CCL2-Konzentrationen im Serum und im Fruchtwasser bzw. CVF konnte bisher nicht eindeutig
belegt werden [35, 110]. Eine Erniedrigung der Serum-CCL2-Konzentrationen ermdglichte im
Rahmen dieser Studie allein eine Kurzzeitpradiktion einer nachfolgenden Frihgeburt innerhalb
eines Zeitintervalls von einer Woche mit einem ROC von 0,83, einer Sensitivitdt von 0,83,
einem PPV von 0,23 und einer LR+ von 17,1. Im Vergleich zu bereits etablierten Biomarkern
zeigte PAMG-1 in einer Metaanalyse zwar eine schlechtere Sensitivitat (0,76), jedoch einen
besseren PPV von 0,76 und eine bessere positive Likelihood Ratio von 22,51 und scheint nach
diesen Ergebnissen fir den Aspekt der 7-Tage-Pradiktion besser geeignet zu sein [129].

Eine Studie zur Anwendung von CCL2 als Serum-Screening-Marker zur langfristigen
Pradiktion einer Frihgeburt mit Blutentnahme wahrend des zweiten Trimesters (16.-20. SSW)

zeigte in einem Niedrigrisiko-Kollektiv keine signifikanten Ergebnisse [99].

5.3  Pradiktion durch CXCL10 (IP-10)

CXCL10 wird sowohl von dezidualen Stroma- und Epithelzellen als auch im fetalen Chorion
produziert [46, 97]. Im Gegensatz zur inversen Korrelation bei CCL2, stellte die in unserer
Studie erhdhte maternale Serumkonzentration von CXCL10 als proinflammatorischer
Biomarker im Rahmen einer systemischen Entziindungsreaktion ein erwartetes Ergebnis dar.
Die beste Pradiktion von den untersuchten Zusammenhangen gewahrleistet CXCL10 bei
Voraussage einer spontanen Frihgeburt von 34 SSW.

In einer vergleichbaren prospektiven Studie wurden Serumproben von Probandinnen
zwischen 23 und 36 SSW mit Anzeichen einer drohenden Frihgeburt bei erstmaliger
Klinikvorstellung entnommen, auf verschiedene Biomarker inklusive CXCL10 untersucht und
retrospektiv in zwei Gruppen (tatsachliche spontane Frihgeburt vs. terminnahe Geburt trotz
Symptomatik) eingeteilt. Im Unterschied zu unserer Studie wurden
Mehlingsschwangerschaften von der Teilnahme ausgeschlossen. Die Serumkonzentrationen

wurden ebenfalls mithilfe eines Sandwich-ELISA Verfahrens analysiert. Im Studienergebnis
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konnten jedoch keine signifikanten Gruppenunterschiede fir CXCL10 beobachtet werden
[104, 105]. Moglichweise ist diese Ergebnisdiskrepanz durch das im Rahmen der
Einschlusskriterien festgelegte hohere Gestationsalter bei Aufnahme sowie den primaren
Endpunkt mit Friihgeburt vor 37 SSW und somit anderen festgelegten Test-Trennwerten zu
erklaren. Zwei Studien bei asymptomatischen Probandinnen zeigten ebenfalls keine
Assoziation zwischen CXCL10-Konzentrationen im maternalen Serum und dem Auftreten
einer Frihgeburt [57, 66]. Stattdessen konnte eine Assoziation zwischen erhéhten CXCL10-
Serumkonzentrationen und dem Auftreten einer Praeklampsie oder Chorioamnionitis im
Verlauf detektiert werden [61, 107].

Interessanterweise fanden sich erhdhte IL-27 Serumwerte bei Frauen mit nachfolgender
Frihgeburt [127]. Die Expression von IL-27 korreliert stark mit der von CXCL10, was indirekt
unser Ergebnis bestatigt [49, 84].

Im cervikovaginalen Sekret wurden hohere CXCL10-Konzentrationen bei Frauen mit
nachfolgender spontaner Frihgeburt in einer prospektiven Studie nachgewiesen [27]. Dabei
zeigte sich die starkste pradiktive Power fur CXCL10 im ersten Trimester.

Gervasi et al. konnten prospektiv eine Assoziation zwischen erhéhten CXCL10-
Konzentrationen im Fruchtwasser und einer Frihgeburt >32 SSW feststellen [57]. Erhdhte
intraamniale CXCL10-Konzentrationen waren ebenfalls mit einer Chorioamnionitis [92, 93,
123, 145], Choriovillitis [95] sowie einer Praeklampsie [25, 61, 158] assoziiert.

Im Gesamtbild ist CXCL10 ein Biomarker, welcher bei verschiedenen spezifischen
schwangerschaftsassoziierten Krankheitsbildern lokal erhoht ist. All diese kdnnen jedoch auch
als Manifestation einer chronischen Ilokalen Entzindung gewertet werden und eine
gemeinsame pathophysiologische Endstrecke im Rahmen einer Fruhgeburt darstellen. Die
vorliegenden Studien enthalten wahrscheinlich auch deshalb fir CXCL10 keine pradiktive
Aussage zu asymptomatischen Frauen. Unsere Studie ist die erste, die eine langerfristige
pradiktive Eigenschaft von CXCL10 mit einem Pradiktionsintervall von Gber 60 Tagen und

einer 3,4-fachen Risikoerhdéhung im maternalen peripheren Serum feststellt.

5.4 Pradiktion durch Serpin B7

Serpin B7 ist ein Biomarker, welcher im Gegensatz zu den untersuchten Chemokinen bisher
nur in einer einzigen Studie als Pradiktor einer Frihgeburt analysiert wurde. In ihrer Fall-
Kontroll- Studie verglichen Parry und Zhang et al die mittlere Serumkonzentration von Frauen
zwischen 19 bis 24 SSW und 28 bis 32 SSW mit klinisch gepaarten Kontrollprobandinnen. Sie
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wiesen eine 1,5-fach héhere Serpin B7-Konzentration bei Frauen zwischen der 28. und 32.
Schwangerschaftswoche mit nachfolgender Friihgeburt im Vergleich zu den Kontrollen nach
[137]. In der frlhen Testgruppe zwischen der 19. bis zur 24. SSW zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede. Im Western Blot konnten sie Serpin B7 sowohl bei den Fallen als
auch bei den Kontrollen in der Placenta, im Chorion und in der Amnionflissigkeit nachweisen.
Gegenstand dieser Studie war ebenfalls die Bestimmung von Serpin B7 im maternalen
peripheren Serum. Im Ergebnis unserer Studie konnten keine signifikanten Unterschiede der
Serpin B7-Plasmakonzentration zwischen Risikopatientinnen mit spontaner Frihgeburt (<34
SSW oder <37 SSW) oder terminnaher Geburt festgestellt werden. Ebenfalls zeigte sich kein
Zusammenhang zum Geburtsintervall von 7 oder 14 Tagen. Die Ergebnisse von Parry und
Zhang et al konnten in unserer Studie nicht bestatigt werden. Eine moégliche Ursache fir die
abweichenden Werte konnte das differierende  Studiendesign mit  anderen
Einschlussvoraussetzungen sein, wobei die Vergleichsstudie Frauen ohne aktuelle
symptomatische Anzeichen fir eine Frihgeburt integrierte. Basierend auf unseren
Ergebnissen ist Serpin B7 nicht zur Pradiktion einer spontanen Frihgeburt bei

symptomatischen Risikopatientinnen bei Testung zwischen 20 und 32 SSW geeignet.

5.5 Pradiktion durch CXCL10/ CCL2- Quotienten

Es sind bereits Studien veroffentlicht worden, die mehrere Faktoren zu einem neuen
Pradiktionsmodell mit besserer gepoolter Aussagekraft kombinieren, beispielsweise eine
Kombination aus einem Biomarker und der Zervixlange [94, 141] oder Kombination aus zwei
Biomarkern [96] oder sogar mehr als zwei Faktoren [167]. Die meisten dieser Modelle erfassen
jedoch nur ein pradiktives Intervall von 7 Tagen.

Eine ergdnzende Kombination von CXCL10 und CCL2 erschien wegen der unterschiedlichen
Vorhersageintervalle sinnvoll. Aufgrund der gegenséatzlichen Veranderungen bot es sich an,
den Quotienten zu bilden. Bisher liegen keine Studien zu diesem Quotienten vor. Der
CXCL10/CCL2-Quotient zeigte in unserer Studie die beste Testgenauigkeit fur die
langerfristige Vorhersage spontaner Fruhgeburten mit einer ROC-AUC von 0,83, einer
Sensitivitat von 0,67 und einem PPV von 0,43 fur Entbindungen <34 SSW. Die Ergebnisse
blieben auch nach Adjustierung mittels logistischer Regression signifikant. Fir eine
Entbindung innerhalb von 7 Tagen zeigte der CXCL10/CCL2-Quotient ebenfalls eine gute
globale Testcharakteristik mit einer ROC-AUC von 0,87, einer Sensitivitat von 0,83 und einem
PPV von 0,25.
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5.6 Pradiktion durch Leukozyten und CRP

Die Leukozyten beschreiben die Gesamtheit aller weilen Blutkérperchen, welche im
Knochenmark sowie lymphatischen Gewebe gebildet, und diagnostisch im Differenzialblutbild
genauer unterteilt werden kénnen. Die Granulozyten (darunter Neutrophile, Basophile und
Eosinophile) sind fiir die primare unspezifische Immunabwehr und die Initierung der
Inflammation verantwortlich. Die Lymphozyten sind an der spezifischen Immunabwehr beteiligt
und kénnen in T- und B-Zellen eingeteilt werden kénnen. Wahrend die B-Zellen Teil des
Antikérper-bildenden Systems sind, sind die T-Zellen nach Aktivierung maf3geblich an der
Ausschittung von Mediatoren wie Zytokinen und Chemokinen und damit an der Rekrutierung
weiterer Immunzellen beteiligt. Ein weiterer Bestandteil der Leukozyten sind die Monozyten,
welche sich zu M1-/M2-Makrophagen entwickeln. Im Rahmen einer Infektion sowie beim
Zusammenbruch der Immuntoleranz kommt es zur Aktivierung der Immunabwehr, welche
laborchemisch durch den Anstieg der Leukozyten beobachtet werden kann.

Das CRP ist ein Akute-Phase-Protein, welches in der Leber unter dem Einfluss von IL-6
gebildet wird und neben den Leukozyten zu den wichtigsten Infektparametern gehdért. Es ist in
der Lage, sich an Bakterien, Makrophagen, sowie an die Membran zerstérter Koérperzellen
anzulagern und anschliellend das Komplementsystem zu aktivieren. Ein Anstieg des CRP
kann im Blut detektiert werden. Es zahlt insgesamt jedoch als unspezifischen Marker, da es
ebenfalls bei nicht akut-infektidsen Erkrankungen wie Malignomen, Gewebsnekrosen, nach

operativen Eingriffen oder auch bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen erhéht sein kann.

Interessanterweise  lie® sich in unserer Studie zunachst anhand beider
Routinelaborparameters eine Pradiktion sowohl fir eine Frihgeburt vor 34 SSW als auch
innerhalb von 7 Tagen feststellen. Nach Ausschluss von Mehrlingsschwangerschaften zeigte
das CRP jedoch eine deutlich schlechtere Vorhersage, sodass laut unseren
Studienergebnissen keine Pradiktion bei Einlingsschwangerschaften maoglich ist. Die
Ergebnisse der Leukozyten verblieben signifikant.

In mehreren Studien mit prospektivem Studiendesign konnten bereits eine Assoziation
zwischen einer Leukozytose und symptomatischen Frauen mit nachfolgender Frihgeburt
nachgewiesen werden [28, 168]. Auch das Serum-CRP kann, insbesondere bei Bestimmung
vor der 20. Schwangerschaftswoche, eine Frihgeburt oder andere
Schwangerschaftskomplikationen voraussagen [33, 118, 132]. Einige Studien stellten dabei
einen Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt der Testung und davon abhangiger besserer
Testpower von CRP oder Leukozyten dar [72].

Dem entgegenstehend sind auch Studien zu finden, bei denen keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden konnten [104, 162].
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5.7 Starken und Methodenkritik

Eine Starke der hier durchgefiihrten Kohortenstudie ist das prospektive Design und die
Verwendung von realitatsbezogenen Einschlusskriterien. Keine der Frauen wurde letztlich
ausschlief3lich aufgrund von anamnestischen Risikofaktoren aufgenommen. Aufgrund der im
Studiendesign festgelegten Aufnahmebedingungen ist jedoch eine Verallgemeinerung der
Ergebnisse auf alle Schwangeren und die Interpretation des Ergebnisses aulierhalb der
Risikokohorte bisher nicht vollstandig mdglich. Der Einschluss von Mehrlingsgraviditaten
erhdht die Heterogenitat des Studienkollektivs, jedoch blieben die meisten Ergebnisse auch
nach Ausschluss der Mehrlingsschwangerschaften vergleichbar.

Das Ziel unserer Studie ist eine friihzeitige und damit potentiell vermeidbare Pradiktion und
Detektion einer Fruhgeburt anhand von Biomarkern im maternalen Serum. Insbesondere der
CXCL10/CCL2-Quotient liefert in unserer Studie vielversprechende Ergebnisse und sollte im
Rahmen einer multizentrischen Studie mit groflerem Studienkollektiv validiert werden. Eine
friihzeitige Pradiktion eines erhdhten Friihgeburtsrisikos kdnnte eine gezieltere Beratung und
Uberwachung von Risikopatientinnen ermdglichen und bei negativem Testergebnis eine
prophylaktische Ubertherapie verhindern.

Die Etablierung als Routineuntersuchung kénnte eine kostenglinstigere und zeiteffektivere

Methode darstellen.
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6 Zusammenfassung

Zielsetzung: Aktuelle Untersuchungen weisen CCL2 (MCP-1), CXCL10 (IP-10) und Serpin B7
als potentielle Pradiktoren zur langerfristigen Abschatzung des Frihgeburtsrisikos auf. Ziel der
Studie war es, diese Biomarker im Rahmen einer grof3eren Kohorte mit Risikopatientinnen zu
untersuchen.

Material & Methoden: In einer prospektiven Studie wurden 109 schwangere Frauen mit

Zeichen einer drohenden Frihgeburt (vorzeitige Wehen (>3/30min), Cervixlange <25 mm)
oder anamnestisch stattgehabter Fruhgeburt in einer vorherigen Schwangerschaft zwischen
20+0 und 31+6 SSW eingeschlossen. Bei Krei3saal- Vorstellung erfolgte die Entnahme einer
maternalen Blutprobe. Mithilfe von Enzym-gekoppelten Immunosorbent-Assays (ELISA)
wurden die Serumkonzentrationen der drei Biomarker bestimmt.

Resultate: Sechzehn Frauen (14,67%) wurden vor 34 SSW entbunden, weitere 20 Frauen
zwischen 34 und 37 SSW (18,35 %). Sechs Frauen (5,5 %) entbanden innerhalb von 7 Tagen
nach Studieneinschluss. CXCL10 zeigte signifikant hdhere Serumkonzentrationen bei Frauen
mit friher Frihgeburt <34 SSW (115 pg/ml vs. 61 pg/ml; p<0,001) und bei Frauen mit
Frihgeburten <37 SSW insgesamt (103 pg/ml vs. 53; p<0,001). Im Vergleich dazu konnten
erniedrige Serumkonzentrationen von CCL2 bei Entbindung <34 SSW (46 pg/ml vs.73 pg/ml;
p=0,032) und bei Frauen mit Entbindung innerhalb von 7 Tagen nach Studienaufnahme (25
pg/ml vs. 73 pg/ml; p=0,008) festgestellt werden. Der zusatzlich berechnete CXCL10/CCL2-
Quotient zeigte ebenfalls signifikant hdhere Werte bei Frauen mit Frihgeburt unter der 34.
Schwangerschaftswoche (2,7 vs. 0,8; p<0,001) und bei den Frihgeburten <37
Schwangerschaftswochen (2,5 vs. 0,7; p<0,001). Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Serumkonzentrationen der Entbindungsgruppen fir Serpin B7.
Die Leukozytenzahl bei Aufnahme eignete sich als Parameter zur Abschatzung einer
Frihgeburt innerhalb von 7 Tagen nach Studienaufnahme (ROC-AUC 0,914; p<0,001).
Diskussion:  Niedrige maternale @ CCL2-Serumkonzentrationen sind mit einem
Entbindungsintervall unter sieben Tagen assoziiert. Hohe CXCL10-Konzentrationen sind mit
einem erhdéhten Risiko fir eine Frihgeburt vor der 34. Schwangerschaftswoche assoziiert,
wobei die Vorhersagekraft deutlich Gber eine Woche nach Testung hinausgeht. Ein erhéhter
Chemokine-Quotient (CXCL10/CCL2) zeigte die beste Korrelation zur verbleibenden
Schwangerschaftszeit und der allgemeinen pradiktiven Teststarke. Die Ergebnisse des
CXCL/CCL2-Quotienten zeigten sich auch nach Ausschluss von Mehrlingsschwangerschaften

signifikant.
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Thesen

Der Biomarker Serpin B7 im maternalen Serum war nicht fir eine Pradiktion einer

Frihgeburt <34 SSW oder innerhalb von 7 Tagen geeignet.

Der Biomarker CCL2 zeigte sich bei Probandinnen mit nachfolgender Fruhgeburt im
Vergleich zu Frauen ohne Frahgeburt im Serum erniedrigt. Eine Voraussage im 7-
Tage-Kurzzeitintervall zeigte bessere Ergebnisse als bei Pradiktion einer Frihgeburt
unter 34 SSW (ROC-AUC 0,83 vs. 0,67).

Die Serumkonzentration von CXCL10 war bei Frauen mit Entbindung unter 34 SSW
signifikant erhdht: ROC-AUC von 0,8 (95% KI 0,72 - 0,89) mit optimalem Trennwert
72,98 pg/ml: Sensitivitdt 100%; Spezifitat 63 %; PPV 32 %; NPV 100 %; LR+ 2,73.

Der CXCL10/CCL2-Quotient zeigte die beste Performance in Bezug auf die
Pradiktion einer FG vor 34 SSW: Sensitivitat 83%; Spezifitat 85 %; PPV 25 %; NPV
99 %; Odds Ratio 28,7 (95 % Konfidenzintervall 3,1 — 263); ROC-AUC von 0,83 (95%
Kl 0,73 — 0,93) mit einem optimalen Trennwert von 2,2.
o Ein positives Testergebnis (CXCL10/CCL2-Quotient >2,2) zeigte eine fast
dreifache Erhdhung des Pratestrisikos (43 % vs. 14,7 %) fur die Entbindung
<34 SSW.

o Ein negatives Testergebnis halbierte das Pratestrisiko auf 6 %.

Nach der logistischen Regression verblieb der CXCL10/CCL2-Quotient neben den
Faktoren Mehrlingsschwangerschaft und Adipositas als unabhangiger pradiktiver
Faktor fur eine FG <34 SSW (adjustierte OR 15,9; p < 0,001).

Der CXCL10/CCL2-Quotient erlaubte eine pradiktive Aussage Uber einen Zeitraum

von mehr als 2 Wochen hinweg.

Der Einschluss von Mehrlingsschwangerschaften in das Studienkollektiv beeinflusst

das Ergebnis der Biomarker und deren pradiktive Funktion nicht signifikant.

Die Leukozytenzahl im maternalen Serum erlaubt eine gute Pradiktion in einem
Kurzzeitintervall von 7 Tagen: Sensitivitat 83%; Spezifitat 76%; PPV 16%; NPV 99 %,
nicht adjustierte Odds Ratio 16,1; ROC-AUC 0,914 (95% KI 0,83 — 1) mit einem

optimalen Trennwert von 13,6 *10° Leukozyten/I.
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