Biochemicky screening VVV

48

Olga Balkova
Roche s.r.o., Diagnostics Division




Sledovani vrozenych vyvojovych vad

(VVV) v CR

« \VV CSSR: povinné hlageni VVV od r. 1965
od 1.1.1994 - sledovani vsech VVV, které se objevi do 15. roku
a u mrtve narozenych deti
od 1.1.1996 - sledovani i prenatalne dg. VVV

* VVV sledovany:

-u plodu, kdy se vrozena vada zjistila pfi prenatalni diagnostice, a u samovolnych
potrat( nad 500 gramd,

-u déti do dokoncengho 15. roku Zivota,
-U mrivé narozenych déti.

* Neékteré VVV se hlasi do mezinarodniho registru International Clearing House
for Birth Effects Surveillance and Research.

Zdrof: Www.uzis.cz



Vyvoj poctu zivé narozenych s VVV
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Zivé narozeni s VVV dle véku maminky

na 10 000 Zivé narozenych
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Prenatalni diagnostika

T

Neinvazivni | vni metod
diagnostika "VaZ'VT metody
vysetieni gravidnich zen odber plodove vody
ultrazvuk (SONO) (amniocentéza, 15.-19.t,),
biochemicky screening choriov;’lch klkU (CVS, 11-14t),
krve z pupecniku (kordocentéza, po 18.t.)

Pozn.: odbér plodové vody + kultivace buné&k v CSSR poprvé 1970,
- Downlv sy poprvé dg. prenatalné 1971




Doporuéeni CGPS

Nepravidelna vysetreni

16. tyden:

- stanoveni krevni skupiny a Rh faktoru
- vySetreni titru erytrocytarnich protilatek
- krevni obraz
- serologické vysetreni PL proti syfilis
- biochemicky screening VVV

ve /l. trimestru
- vySetfeni moCového sedimentu

18.-20. tyden:
- prvni SONO screening plodu

24.-28. tyden:

- screening poruch glukézoveé tolerance

30.-32. tyden:

- vySetreni titru erytrocytarnich PL u zen
Rh negativnich a s krevni skupinou
0 (nula)

- krevni obraz

- sérologické vysetreni HBsAg a HIV

- druhy SONO screening plodu

36.-37._tvden:

- detekce streptokoku skupiny B
v pochvé

36., 37.. 38., 39. a 40. tyden:

- CTG non-stress test

Zdroj- Ces. gynek. 70, 2005, &. 6, s. 460-461



Ceska spoleénost klinické biochemie (CSKB CLS JEP)
Ceska spoleénost nuklearni mediciny (CSNM CLS JEP) -sekce imunoanalytickych metod
Ceska gynekologicko-porodnicka spoleénost (CGPS CLS JEP)
Spoletnost lékaiské genetiky CLS JEP (SLG CLS JEP)
Referenéni laboratoF MZ CR pro klinickou biochemii

Novelizované doporuceni z 8. 12. 2005 - finalni verze schvalena 19.4.2006

Doporuceni o laboratornim screeningu vrozenych vyvojovych vad v prvnim a
druhém trimestru tehotenstvi

Zdrof: www.cskb.cz



Biochemicky a SONO screening VVV

| trimestr ll. trimestr
~
« Stanoveni specifického tehotenského * hCG } double test
proteinu PAPP-A (pregnancy-associated . Afp > triple test
plasma protein A)

* (nekonjugovany estriol) ~
« Stanoveni volné B-podjednotky hCG
(free B-hCG) « SONO vysetreni plodu k presnému urceni

gestacniho stari

« SONO vysetreni plodu: o ’ ’ o
nuchalni translucence (NT), pfitomnost ~ * Vysetreni uE3 + SP1 zasadnim zpusobem
nosni kistky nezlepsuji presnost screeningu.
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Zdroje. www.cskb.cz
www.ukb.If1.cuni.cz



http://medgen.genetics.utah.edu/photographs/diseases/high/66a.gif
http://medgen.genetics.utah.edu/photographs/diseases/high/peri010.jpg
http://www.geocities.com/wilsfordmindy/AbigailPic14A1.jpg

Integrovany test

| trimestr . trimestr (15.-18. t.)
« stanoveni PAPP-A (9.-11. 1.) « stanoveni AFP
« SONO urceni délky tehotenstvi » stanoveni hCG

zmereni NT (11.-13. 1) « kombinované hodnoceni spolu

« predbézné hodnoceni osetfujicim s vysledky z I. trimestru
|ékarem

\/ekoVe rizikormatky se pomoeci specialnich pocitacovych programu upravuje
alurcujerseindividuainitrziko:

Za pozItivhi SCrEENING SEpoVazUjeniziko ljeto Zjistujeme uS=7- %
tehotnych zen. U 1"z 50/ takto zachycenych ZEn | eramnioCENtEZOLUIZaChYCENa
aneuploidie.

Zdroje. www.cskb.cz
www.ukb.If1.cuni.cz



Pozadavky na laboratore

Podminkou pro zarazeni laboratore do sité laboratofi provadéjicich laboratorni screening vrozenych

vyvojovych vad (VVV) je dolozitelné provadéni minimalné W@.@D& coz

plati jak pro prvni |, tak i pro Il. trimestr, aby byly spolehlivé uréeny mediany stanovovanych analytd
pro dany gestacni w‘ék.

Laboratof musi mit pracovnika odpovédného za provadéni screeningu a za systém vnitrni i externi

kontroly kvality (vysokoskolsky vzdélany pracovnik se specializovanou zpusobilosti v klinickém
laboratornim oboru).

Laboratof pouziva ucinny system vnitini kontroly kvality, zu¢astiuje se externiho_hodnoceni kvality

nejmené ve 2 kontrolnich cyklech roéné a vlastni platne pfislusne certifikaty/osvédceni.

Laborator ma vypracovany postup pro odber, transport a skladovani vzorku, které provadi v souladu
s pozadavky na preanalytickou fazi.

Laboratoi musi spolupracovat s osetfujicim gynekologem a genetickym pracovistém, ktere provadi
koneéné vyhodnoceni screeningu. VysIedky stanoveni Jednotlivycn analyiu musi byt laboratofi vydany
nejpozdéji do tfi pracovnich dnu od piijeti vzorku. Vysledek vypoétu rizika VVV je vydavan nejen
v absolutni hodnoté, ale i v nasobcich medianu pro dany gestaéni vék. Vysledek screeningu je
predavan pozadujicimu gynekologickému pracovisti, kieré je odpovédné za dalsi postup.

Zdroj: www.cskb.cz



Stanoveni markeru s>

» Vyjadrovani absolutni koncentrace v materském séru

* Vyjadrovani koncentrace v MoM (multiples of median, nasobky medianu)
- Nameérené vysledky musi byt pred prepoctem na MoM vzdy
korigovany na hmotnost matky (zred'ovaci prostor)!
- Nutno pouzivat stejnou diagnostickou soupravu, rozdily pri stanoveni
ruznymi soupravami az 100%!!!
- Vyznamny vliv nepresnosti stanoveni na vysledek biochemického
screeningu (u imunochemickych metod bézné intraassay do 10 %)

Zdrof: www.ukb.If1.cuni.cz
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Lidsky choriovy gonadotropin (hcG)

» Glykoprotein produkovany trofoblastem placenty, udrzuje funkci zlutého téliska
(produkce steroidnich hormonu)

« m.w. 36 700 D, a a 3 podjednotka
- a-podjednotka (92 AMK) jako u LH, FSH a TSH
- B-podjednotka (145 AMK) je podobna LH, lisi se ve 24 AMK

» Fyziologicky vyskyt: tehotenstvi (festy na graviditu), vyssi hodnoty
u vicecetnych téhotenstvi

» Patologicky vyskyt: nadory vychazejici z choriové tkané — trofoblasticka nemoc
(chorioCa a mola), germinalni nadory testes a ovarii, vzacneji u jinych
lokalizaci

« Screening Downova sy ve Il. trimestru:
hodnoty cca 2,.04x vyssi, nez u nepostizenych téhotenstvi

« ZvysSeni hladin ve lll. trimestru:
- rustova retardace plodu
- gestoza
- predcasny porod



Nejcasteji stanovovane formy hCG

« ,Total* hCG: - nejCastéji pomoci polyklonalnich antisér
- staCi pro dg. tehotenstvi

* B-hCG: ,specifické” hCG (nadorova dg.)

« free“B-hCG: narocné z hlediska preanalytiky
(rozpad hCG ve vzorku zvlaste pri vyssi teplote a zvyseni ,free“p-hCG)

« B-core hCG: vhodny pro stanoveni v moci, neni vhodny pro konec
|. trimestru, kdy je produkce hCG tak vysoka, ze se nestaci odbouravat
na B-core hCG a vyluCuje se jen Castecné nastepena molekula hCG

« Hyperglykosylované (,kyselé®) hCG: charakteristické pro nezralou placentu
na zac. tehotenstvi a pro chorioCa. Dle nekterych studii ve zvysené mire
v mocCi zen s plodem postizenym Downovym sy.



,iree“p-hCG

Zdrof: www.ukb.If1.cuni.cz

r£_ B core — vylucuje se moci, je velm stabilni,
1ze je) vyuzit pro screeming v IL.trimestru
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Alfa-1-fetoprotein (AFp)

* Glykoprotein, m.w. 64 600 D, znaCna cast sekvencni homologie s albuminem
(,fetalni albumin®)

« Funkce: vazba estrogenu, transport mastnych kyselin, imunosupresivni
ucinky

» Fyziologicka produkce: Zloutkovy vacek a fetalni jatra. Vylu€ovan ledvinami
plodu do plodoveé vody, odtud resorbovan do materského krevniho obehu.

Na pocatku ll. trimestru gravidity — hlavni sérovy protein plodu, pak az
do porodu postupné nahrazovan albuminem.

« Stanoveni: sérum, plodova voda
V materském séru koncentrace stoupa od 10. do 32. tydne téhotenstvi
(>200 pg/l), pak postupné klesa. Na konci tehotenstvi hodnoty cca 70 pg/l.

« Patologicka produkce: nadory jater, varlat a vajeCniku, méné casto GIT
a jinych lokalizaci
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Zmeny koncentraci AFP

« Zvysene hladiny: * SniZené hladiny:
otevrené defekty neuralni trubice Downuv sy
defekty stény bfisni Edwardsuv sy
obstrukce moc¢ovych cest nemoci trofoblastu
ezofagealni a duodenalni atrézie odumrely plod
hydrocefalus spontanni potrat
hemagiom pupecniku mola
omfalokeéla

nekrdza jater fétu
sakrokokcygealni teratom
Turneruv sy

Fallotova tetralogie
osteogenesis imperfecta
trisomie 13. chromosomu

Zdroj: Zima T.: Laboratorni diagnostika, 2002
Masopust J.: Klinicka biochemie, 2004



Pregnancy-associated plasma

proteins (PAPPs)

* Popsany Linem et al. v r. 1973, detekovany pomoci kraliCiho antiséra proti
tehotenskeé plazmeé z Il. a lll. trimestru (pool), které bylo vysyceno plazmou
netehotnych zen, pfi imunoelektroforéze nekolik precipitacnich linii, oznaceny
A B, CabD

 PAPP-D: totozny s hPL (lidsky placentarni laktogen, presnéji lidsky choriovy
somatomamotropin, hCS), jejich stanoveni neni imunochemickymi metodami
mozné
Proteohormon tvoreny trofoblastem
Koncentrace plynule v gravidité stoupaiji:
10. tyden - 0,5 mg/I
26. tyden - 3,5 mg/I
30.-38. tyden — 8,5 mg/I
Nahly pokles — porucha fetoplacentarni jednotky

« PAPP-B: m.w. 1 000 000 D, maximalni hodnoty na konci lll. trimestru,
poloCas po porodu <1 den



PAPP-A

Glykoprotein, m. w. 750 000 D, tvofen placentou, koncentrace se zvysuji
béhem gravidity, maximum dosazeno pfi porodu (400 ug/l), biol. poloCas
po porodu 3-4 dny

Metaloproteinaza, stépi IGFBP-4, 2 a 5 (insulin like grown factor binding
protein), uvolnény jsou IGF, které hraji roli pfi regulaci lokalnich proliferacnich
reakci — reprodukcni pochody, hojeni ran, ateroskleroza

Zjistitelny 21. den po koncepci v materském séru

Downuv sy: nizké koncentrace v |. trimestru MoM 0,38 (nezralost bunék
placenty), ve Il. trimestru nabyva norm. koncentraci

Na konci téhotenstvi zvysen u preeklampsie a snizen u hroziciho potratu

Kombinované stanoveni free-3-hCG + PAPP-A v |. trimestru (zachytnost
Downova sy 63 %)

SONO (nuchalni projasnéni) + snizené hodnoty PAPP-A =
90% zachyceni Downova sy

(Novy marker akutniho koronarniho syndromu)



—_— PAPP-A

—_— PAPP-B

Zdroj: www.ukb.If1.cuni.cz
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PAPP-A a free -hCG

Zdroj: http://www1.1f1.cuni.cz/~dbezd/Data/moznosti_laboratore.pdf
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Trofoblast-specificky f-1-globulin
PAPP-C (SP1)

» Heterogenni glykoprotein, ma nekolik molekularnich variant, nejvice
zastoupena slozka ma m.w. 80-120 000 D, asi 30 % sacharidu.

* Funkce: zatim neznama, ma imunosupresivni vlastnosti, cast. strukturalni
homologie s CEA

* Fyziologicky vyskyt: v t€hotenstvi produkovan placentou —
do obehu matky (podobné jako hCG), biol. poloCas po porodu 1-2 dny
hladina 18-44 mg/l v 15. tydnu, 74-220 mg/l ve 40. tydnu gravidity
marker aktivity zarodecnych tkani

« Patologicky vyskyt: mola hydatidosa, zarodec¢né nadory, v téhotenstvi zvySeni
zvysSeni u Downova sy, snhizeni u spont. abortu

* Navrhované vyuziti k monitoringu funkce placenty a dg. EPH gestoézy nenaslo
praktickeé uplatneni.



Estriol

» Tvorba: DHEA-sulfat z nadledvin plodu — hydroxylace ve fetalnich jatrech —
premena v placenté na E3 — do krevniho obehu fétu — vyloucen ledvinami
do plodové vody — castecne pronika do obehu matky — v jatrech konjugovan
konjugovan s glukuronatem a vyloucen moci

« Koncentrace plynule stoupaji s postupem gravidity:
- na konci gravidity — produkce 50-150 mg E3/24 hod.

* Vyuziti ve skrininku Downova sy (ll. trimestr):
triple-test: AFP + free-3-hCG + E3
hodnoty 0,73-0,75x MoM

« Patologicky nizké koncentrace — porucha fetoplacentarni jednotky

Zdroj: Zima T.: Laboratorni diagnostika, 2002
Masopust J.: Klinicka biochemie, 2004



Screening Downova sy
l. vs ll. trimestr

Marker I. trimestr Il. trimestr
Free-G-hCG efektivni efektivni
Intaktni hCG neefektivni efektivni

efektivni pro rozstépy

AFP neefektivni neuralni trubice
Nekonjugovany estriol neefektivni kontroverzni udaje
PAPP-A efektivni neefektivni
[-core-hCG v moci ?77? potencialné efektivni

Zdrof: Masopust J.: Klinicka biochemie, 2004



VysSetreni plodové vody

« Hladina AFP 10-100x vysSi nez v séru
50-100 mg/l v 15. tydnu
5-10 mg/l ve 24. tydnu gravidity

» Acetylcholinesteraza: marker defektu neuralni trubice a gastroschisis

 Bilirubinoidy: pfi podezfeni na hemolytickou chorobu novorozence, vySetreni
po 30. tydnu gravidity
- norma absorbance pri 450 nm: 0,00-0,20
- hodnota 0,30-0,70 = tézké postizeni plodu
-1 0,70 = smrt plodu

« Kreatinin: stanoveni gestacni zralosti plodu a jeho plicni zralosti

» Celkova bilkovina (klesa s postupuijici zralosti plodu), < 1,8 g/l = signifikantni
pro zralost plodu

. Lk/S index (pomeér lecitin/sfingomyelin) > 2 (u diabeticek > 3) = znamka zralosti plicni
tkane

Zdroj: Zima T.: Laboratorni diagnostika, 2002
Masopust J.: Klinicka biochemie, 2004



Nuchalni translucence a nosni kustka
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Zdroj: www.fetalmedicine.com



Porovnani procenta zachytu (DR, detection rate) u riznych metod screeningu

Downova sy pfi hodnoté faleSné pozitivnich zachytt 5 %
(www.fetalmedicine.com)

Screeningova metoda DR (%)

Veék matky (MA)

MA a vySetieni biochemie mateiského séra

v 15.-18. tydnu

MA a vySetieni nuchalni translucence (NT)
plodu v 11.-13*°. tydnu

MA a vySetieni NT plodu a volné B-hCG a PAPP-A
v matefském séru v 11.-13*°.tydnu

MA a vySetieni NT plodu a nosni kosti (NB) plodu
v 11.-13*¢ tydnu

MA a vySetieni NT plodu a NB a volné -hCG a PAPP-A

v mateiském séru v 11.-13*°. tydnu

30

50-70

70-80




Hodnoceni rizika Downova sy

. Zeny s vysokym rizikem
- vék >35 let
-NT >2,0 mm
- free-beta-hCG >2,5 MoM
- PAPP-A <0,4 MoM

. Zeny s nizkym rizikem
- vék <35 let
-NT <2,0 mm
- free-beta-hCG = 1,0 MoM
- PAPP-A=1,0 MoM

Zdroj: www.ukb.If1.cuni.cz
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Software stanoveni rizika Downova sy
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Stavy komplikujici ¢i znemoznujici
vypocet rizika VVV

« ChorioCa, mola hydatidosa: vysoké hCG a SP1, ¢asto snizeni ¢i zvySeni AFP
(imituje m. Down Ci viceCetné tehotenstvi).

» Redukce pocétu plodu pri viceCetném téhotenstvi po IVF: ¢asto extrémné
zvysené AFP a hCG, hodnoty se rychle meni.

« VicecCetné téhotenstvi: Casto neni zvySeni biochemickych markeru
symetrické, muze imitovat defekty neuralni trubice ¢i Downuv sy.

« Zamlkly potrat Ci intrauterinni smrt plodu: zpoCatku mohou byt hodnoty bioch.
markeru znacné zvysené, pozdéji klesaji.

« Darované vejce: zpravidla od mladsi darkyné (komplikace pfi vypoctu —
hmotnostni korekce na nositelku, vékova na biologickou matku).



Screening Downova sy ve svete

Biochemicky/Screening

Amniocentéeza

U h)
(B
(3
L=

Svycarsko
ano ano n.a.

Mélo by se doporu€ovat vSéem
Velka Britanie téhotnym bez ohledu na vék
ano vy oy 2 . . .
(Gtyfnasobné testy, kombinované
stanoveni rizika)

ano, u rizikovych skupin

Francie n.a. ano ano, u zen > 38 let
Némecko ano, u rizikovych skupin,

ano ano «

zen > 35 let

Holandsko .

ano ano ano, Zzeny > 36 let

doporuéovano téhotnym

Rakousko n.a. P y n.a.

> 35 let

doporuceni pro vSechny téhotné
predano MZd

Kanada ano ano, zeny > 35 let

ano nebo odbér choria,
zeny > 35 let

USA ano ano



Skrinink Downova SY (zkuSenosti ze SRN)

I. trimestr

(8:-13. tyden)

Il. trimestr
(= 14. tyden)

Integrovany skrinink
(8.-20. tyden)

Posouzeni rizika chromozomalnich
abnormit

Posouzeni rizika chromozomalnich
abnormit a spina bifida

Predpoveéd rizika podle vysledkl
biochem. vys. a SONO
v |. trimestru v kombinaci
s biochem. vys. 2. trimestru

SONO: nuchalni projasnéni

Biochemické vys.
PAPP-A, free-3-hCG

Biochemické vys.
AFP, hCG, inhibin A, (E3)

Sérové markery
PAPP-A, free-3-hCG
AFP, inhibin A, (E3)
nutné dva krevni odbéry (11. tyden +
>15. tyden)

Nelze urcit defekty neuralni trubice

Zjisténi chromozomalni abnormity
nebo defekty neuralni trubice

Zachytnost az 85-89 %
faleSné pozitivni 5 %

Zachytnost 65-70 %
falesné pozitivni 5 %

Zachytnost 95 %
falesné pozitivni 1 %
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