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Biokemijski testovi probira
kromosomopatija i njihova primjena
u Hrvatskoj

Koraljka Buric¢*

Cilj je prikazati metode prenatalnog probira fetalnih aneuploidija u Hrvatskoj, s naglaskom na ulogu biokemijskih biliega u majcinoj
krvi. Usporediti osjetljivost i specificnost razli¢itih metoda prenatalnog probira u 1. i Il. tromjesecju trudnoce. Uspjesnost probira
(zadovoljavajuca stopa detekcije Downovog sindroma uz minimalnu stopu lazno pozitivnih u probiru) postize se pravilnim odabi-
rom vrste i broja biljega te ukupnom kontrolom i osiguranjem kakvoce probiranja. Ciljani kriteriji za probir u opcoj populaciji trudni-
ca su uspjeh detekcije >75% uz najvise 5% lazno pozitivnih rezultata. Modeli prenatalnog probiranja u Hrvatskoj koji ukljucuju bio-
kemijske testove su: u . tromjesecju trudnoce kombinacija debljine NN i biokemijskog probira sa slBhCG i PAPP-A u izracunu
zajednickog rizika (kombinirani probir). Potvrdna dijagnosticka metoda je kariotipizacija korijalnih resica. U Il. tromjesecju trudnoce
trostruki (nE3 + uk.BhCG + AFP) ili dvostruki (sI.BhCG + AFP) biokemijski probir. Potvrdna dijagnosticka metoda je kariotipizacija
stanica plodove vode. Optimalni modeli uspjesnog probiranja trudnica prije primjene invazivnog zahvata koji zadovoljavaju nave-

dene kriterije su kombinirani ultrazvucni i biokemijski probir u I. tromjesecju trudnoce i trostruki (nE3+uk.BhCG+AFP) biokemijski

probir u Il tromjesecju.
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BIOKEMIJSKI PROBIR U HRVATSKOJ

Biokemijski biljezi fetalnih aneuploidija u maj¢inom krvo-
toku dio su prenatalne dijagnostike u Hrvatskoj vise od 20
godina. Prenatalna dijagnostika fetalnih kromosomopatija
zapocela je u Hrvatskoj 1971. godine razvojem programa
kariotipizacije stanica plodove vode nakon rane amniocen-
teze u trudnica u dobi od 35 ili vise godina (1). Biokemijski
biljezi odreduju se u krvi trudnice kao dio biokemijskog pro-
bira fetalnih aneuploidija od 1994. godine, najprije kao dio
tzv. trostrukog testa, a od 1996. kao dio dvostrukog testa
koji se provodi u Il. tromjesec¢ju trudnoce (2, 3). Nazivi tro-
struki i dvostruki test zapravo nisu dovoljno tocni, jer govore
o broju, ali ne i o vrsti biokemijskih biljega koji se odreduju.
Najcesce su to kao prvi bili biljeg alfa-fetoprotein (AFP), kao
drugi biljeg ukupni ili slobodni beta lanac humanog ko-
rionskog gonadotropina (uk.hCG ili s.BhCG) i kao tredi
biljeg nekonjugirani estriol (NE3).Idealno razdoblje trudnoce
za probir ovim biokemijskim biljezima je od 15.do navrsenog
17.tjedna trudnoce (iako se probir moZe provesti sve do 21.

tjedna), a osim rizika za trisomije 21 te 18 i 13, daje rizik i za
malformaciju nepotpunog zatvaranja neuralne cijevi fetu-
sa (NTD). Kalkulaciju potonjeg rizika omogucuje odrediva-
nje AFP-a. Naime, snizene koncentracije AFP-a u maj¢inom
krvotoku povecavaju rizik za aneuploidije, dok dva ili vise
puta povisene vrijednosti AFP-a u odnosu na ocekivane
upucuju na rizik za NTD (4).

U 2006. godini biokemijski je probir iz Il. presao u . tro-
mjesecje trudnoce i u Hrvatskoj (5). Provodi se od 11. do
navrsenog 14. tjedna trudnoce istodobnom upotrebom
dvaju biokemijskih i jednog ultrazvu¢nog biljega. Stoga je
poznat i kao kombinirani probir u I. tromjesecju trudnoce.
Biokemijski biljezi su protein A pridruZen trudnoci (PAPP-A) i
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sl. BhCG, dok je ultrazvucni biljeg nuhalni nabor (NN). Hr-
vatsko drustvo za perinatalnu medicinu dalo je 2010. godi-
ne strukovne preporuke za prenatalnu dijagnostiku kromo-
somopatija u Hrvatskoj (6). Ultrazvu¢ni probir mjerenjem
nuhalnog zadebljanja na vratu fetusa od 11. do 14. tjedna
trudnoce preporucen je za sve trudnice. Kariotipizacija sta-
nica amnijske tekucine ili korionskih resica nakon mozebitno
invazivnog zahvata amniocenteze ili aspiracije preporucena
je za sve trudnice >=36 godina Zivota u trenutku zanosenja.
U trudnica mladih od 36 godina, uz ve¢ spomenuti ultra-
zvucni probir u . tromjesecju, preporucuje se biokemijski
probir u ll. tromjesecju ili u I. tromjesecju trudnoce bioke-
mijski ili kombinirani probir. Ostaje nejasno je li snaga pre-
poruke za kombinirani probir kao najuspjesnije neinvazivne
metode probiranja prije primjene invazivhog zahvata tre-
bala biti naglasena i u predlozenom modelu prenatalne zas-
tite u Hrvatskoj. Naime, za razliku od ultrazvu¢nog probira,
onaj kombinirani je zahtjevnije organizirati u nacionalnom
modelu.

Biokemijski biljezi aneuploidija i izracun rizika

Probiranje trudnica prije primjene invazivnog zahvata omo-
gucuje izracun rizika za pojavu trisomije u trudnoci. Rizik je
sam po sebi tesko pojmljiva veli¢ina. Mozda najjednostavni-
ju definiciju rizika sadrZi sljedeca tvrdnja: rizik je kalkurirana
prognoza moguce opasnosti (7).Ve¢ u ovoj tvrdnji naglasena
je potreba za kvantifikacijom rizika, sto obi¢no dovodi do
novog problema, a to je razumijevanje broj¢ano izrazenog
rizika (npr. je li vecirizik 1:100 ili 1:2007).

Biokemijski biljezi koji se primjenjuju u probiru fetalnih kro-
mosomopatija nemaju direktnu povezanost s pojedinim
kromosomima 21, 18 ili 13. Oni su zapravo biljezi funkcije
fetoplacentne jedinice u trudnodi. Iz toga proizlazi i njihova
nepotpuna dijagnosticka osjetljivost i specificnost u probi-
ru. Buduci da je funkcija fetoplacentne jedinice u trudnoci
podlozna i znacajnim individualnim i bioloskim razlikama te
da se i unutar iste trudnoce znacajno mijenja iz tjedna u
tjedan gestacije, izmjerene koncentracije biokemijskih bilje-
ga u majcinoj krvinam same po sebi malo govore. Znacajne
promjene razine biljega tijekom trudnoce moguce je kom-
penzirati pretvorbom izmjerenih koncentracija u MoM vri-
jednosti (visekratnik medijana razina u neugrozenim trud-
noc¢ama). Rije¢ je o jednostavnoj matematic¢koj modifikaciji
kojom se specifi¢na koncentracija biljega u trudnice dijeli s
poznatim medijanom koncentracije biljega u istom gesta-
cijskom tjednu u euploidnim kontrolnim trudno¢ama. Na
primjer, ako je u trudnice izmjerena dva puta veca koncen-
tracija PAPP-A proteina u odnosu na ocekivani medijan
specifi¢an za isti tjedan gestacije i euploidne trudnode, indi-
vidualni PAPP-A MoM ¢e biti 2,0. Razvidno je kako je idealna

126

AEDIATR CROAT. 2015;59:125-9

MoM vrijednost 1,0. To znaci da koncentracija biokemijskog
biljega tijekom trudnoce najvise nalikuje na ocekivanu vri-
jednost.

Postupnik izracuna rizika trisomije u trudnodi je sljededi:

1. lzmjeriti individualne biokemijske i ultrazvu¢ne biljege u
odgovaraju¢em tjednu trudnoce.

2. Procijeniti gestacijsku dob u trenutku probira $to je mo-
guce tocnije (u . tromjesecju trudnoce obvezno je izmje-
riti udaljenost tjeme-trtica (CRL), dok se u Il. tromjesecju
trudnoce gestacijska dob procjenjuje najcesce prema
duzini femura ili opsegu glavice).

3. Poznavati medijane biljega u euploidnim trudnocama
prema gestacijskoj dobi. Ovdje valja naglasiti preporuku
da su medijani specifi¢ni za gestacijsku dob dobiveni na
statisticki zadovoljavaju¢em uzorku kontrolnih trudnoca
s poznatim euploidnim ishodom te da su izmjereni u krvi
trudnica istom analitickom metodom kao i koncentracija
biliega u individualnom probiru.

4. |zracunati individualne MoM vrijednosti za sve biokemij-
ske i ultrazvucne biljege.

5. Uvrstiti individualne MoM vrijednosti biljega u matema-
ticki model vjerojatnosti (8). U ovom modelu osnovno
polaziste je rizik za pojavu kromosomopatija prema dobi
trudnice. On se u konacnici modificira rizikom da raz-
dioba biljega u individualnoj trudnodi vise nalikuje na
razdiobu biljega u trudnoc¢ama s viskom kromosoma 21,
18 ili 13, @ manje na razdiobu biljega u euploidnim
trudnocama. | ovdje vrijedi preporuka da je razdioba
biljega u populacijama euploidnih i aneuploidnih trud-
noca istrazena na adekvatnom statistickom uzorku, a za
biokemijske biljege istom analitickom metodom kao i u
individualnoj trudnodi.

6. Vec¢ina matematickih modela i programa daje kao rezul-
tate probira zasebne rizike prema dobi trudnice, za poja-
vu trisomije 21 u trudnodi te za pojavu trisomija 181 13.
Interpretaciju izracunatih rizika omogucuje usporedba s
grani¢nim rizikom. To je dogovorno odabran rizik u od-
nosu na koji procjenjujemo onaj izra¢unati i kategorizira-
mo individualni rizik kao povecan ili smanjen. Granicni
rizik je najcesce definiran u rasponu od 1:200 do 1:300,
ovisno o pojedinom modelu. Vazno je napomenuti da je
granicni rizik aproksimativan i da ga niposto ne treba
smatrati iskljuc¢ivim ¢imbenikom u prosudbi rezultata
probira i pri donosenju preporuke za dijagnosti¢ke po-
stupke kojima ¢e se eventualno dokazati aneuploidna
trudnoca. U konacnici, rizik 1:200 koji moze svrstati
trudnicu kao pozitivnu u probiranju jo$ uvijek znaci vecu
vjerojatnost normalnog (199 od 200) nego patoloskog
(1 od 200) kariotipa.



PaepiaTrR CroaT. 2015;59:125-9

7. Interpretacija rizika trisomije u trudnoci posljednji je i
najkompleksniji dio probiranja. lako vecina modela daje
zakljucak/preporuku za primjenu dijagnosticke metode
kao potvrde postojanja kromosomopatije u trudnodi, in-
terpretacija se nikako ne smije temeljiti samo na tom
dijelu rezultata. Potrebno je detaljno analizirati koja je
komponenta u probiranju najvise pridonijela pozitivnom
rezultatu (dob trudnice, ultrazvucni ili pojedini bioke-
mijski biljeg). Naime, nemaju sve komponente u probiru
jednaku osjetljivost i specifitcnost za detekciju trisomije
21. Na primjeru kombiniranog probira u I. tromjesecju
trudnoce pojedinacno najosjetljiviji biljezi u detekciji tri-
somije 21 su NN i PAPP-A, dok su dob trudnice i sl.3hCG
najmanje specificni (tj. znacajno pridonose stopi lazno-
pozitivnih rezultata probiranja)(9). | pouzdanost pojedi-
nog biljega u probiranju znac¢ajno ovisi i o gestacijskom
tjiednu u kojem je izmjeren u preporu¢enom razdoblju za
probir. Primjer je PAPP-A koji je znacajno bolji biljeg
izmjeren u 10. tjednu trudnoce u odnosu na odredivanje
u 13.tjednuiste gestacije (10). Zasebni pregled i interpre-
tacija dobnog, biokemijskog i ukupnog rizika te indivi-
dualnih MoM vrijednosti daje odgovor zasto je trudnica
pozitivha u probiru. | naposljetku, ne treba zaboraviti da
je trudnica ta koja sama procjenjuje je i rizik za nju
povecan ili prihvatljiv. Uloga svih medicinskih subjekata,
a posebno onih koji interpretiraju rezultate probiranja,
zapravo je savjetodavna.

Znacajan broj bioloskih i patofizioloskih ¢imbenika osim
kromosomopatija moze utjecati na individualnu razdiobu
biokemijskih biljega u trudnodi, a s tim u vezi i na izracunati
rizik (11). Prema postupniku za izracun rizika jasno je da je
najznacajniji bioloski ¢cimbenik starosna dob trudnice koja a
priori definira rizik za pojavu trisomija. Direktna posljedica
toga je vjerojatnija pojava pozitivnog rezultata u starijih
trudnica, a samim tim i veca stopa detekcije trisomija kao i
lazno pozitivnih rezultata probiranja. U matematickom pro-
gramu za izracun rizika moguce je korekcijama umanijiti
utjecaj nekih bioloskih i patofizioloskih ¢imbenika na raz-
diobu biokemijskih biljega, poput tjelesne teZine trudnice,
pusenja cigareta u trudnodi (utjece i na njen ishod), Secerne
bolesti tipa I. u trudnice, broj prijasnjih trudnoca i porodaja
(12-14). Trisomija u prethodnoj trudnodi (napose regularni
tip trisomije 21) ima faktor korekcije u probiru koji je rizik
ponavljanja. Poseban problem je blizanacka trudnoca u
kojoj nije moguce izracunati zasebne biokemijske rizike za
pojedini fetus. Za razliku od specificnih ultrazvu¢nih mje-
renja (15), nemoguce je razlikovati u kojoj mjeri pojedini fe-
tus pridonosi izmjerenoj koncentraciji biokemijskih biljega
u majcinoj krvi. Aproksimativna ocekivana MoM vrijednost
biokemijskih biljega u blizanackoj trudnoci je 2,0 ako su bli-
zanci bikorijati. U monozigotnih (monokorijatnih) blizanaca
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vrijednosti biokemijskih biljega su nize u odnosu na bikori-
jate (16). Nazalost, i za neke druge ¢imbenike koji mogu
utjecati na koncentraciju biokemijskih biljega nemamo
odgovaraju¢u mogucnost korekcije u izracunu (16). To je u
trudnocama nakon postupaka potpomognute reprodukcije
utjecaj stimulacije folikulogeneze na kasniju funkciju feto-
placentarne jedinice, a poseban problem su trudnoce na-
kon donacije jajne stanice, prvenstveno zbog dobnog rizika
za pojavu trisomije koji u tim slucajevima nije u vezi sa
Zivotnom dobi trudnice, ve¢ s onom donorice jajne stanice.
Na kraju treba spomenuti da mnoge komplikacije u trudno-
¢i i porodaju, koje nemaju veze s brojem kromosoma fetusa,
znac¢ajno mijenjaju funkciju fetoplacentarne jedinice u
trudnodi, a s tim i izracunati rizik u biokemijskim testovimaili
komponenti probira (17). To su poremecaji u placentaciji,
prijete¢i pobacaj, vaginalno krvarenje, prijevremeni poro-
daj, zastoj rasta, smrt ploda, hipertenzija, preeklampsija i
mnogi drugi. Korekcija ovih patofizioloskih ¢imbenika nije
faktor u matematickom modelu za izracun rizika, ve¢ inter-
pretacija nalaza i pracenje trudnice. Naime, iako ovi utjecaji
umanjuju pouzdanost probiranja trisomija u trudnodi, inter-
pretacija MoM vrijednosti i biokemijski rizik mogu skrenuti
pozornost na trudnocu kojoj prijeti nepozeljniishod, ¢ak i u
slucajevima niskog rizika za pojavu trisomija (11).

Biokemijsku komponentu probiranja kromosomopatija (sa-
mostalno ili u kombinaciji) danas cine sljededi biljezi i mo-
deli (16):

u l. tromjesecju trudnoce sl.BhCG i PAPP-A

u Il. tromjesecju trudnoce trostruki (AFP, sl.BhCG ili uk.
BhCG, nE3) ili cetverostruki (AFP, s.BhCG ili uk.BhCG, nE3,
inhibin A) biokemijski probir.

probir u I. i ll. tromjesecju u iste trudnice (integrirani pro-
bir). Rezultat probiranja je zajednicki rizik koji se interpre-
tira u ll. tromjesecju.

ZAKLJUCAK

Biokemijski biljezi fetalnih aneuploidija u maj¢inom krvo-
toku primjenjuju se danas kao zasebni biokemijski testovi
probira kromosomopatija ili u kombinaciji s ultrazvu¢nim
biljezima u I. i Il. tromjese¢ju trudnoce (Tablica 1). Dodatak
biokemijskih biliega u modele probiranja tijekom I. i Il. tri-
mestra trudnoce znacajno povecava uspjeh detekcije triso-
mije 21 u odnosu na dobni kriterij za primjenu mozebitno
invazivne metode uzorkovanja i kariotipizaciju. Osim bioke-
mijskih biljega, u I. tromjesecju trudnoce pouzdanost probi-
ranja znacajno povecava uporaba ultrazvucnih biljega, u
prvom redu NN-a a kao dodatni biljeg moze se detektirati
prisutnost nosne kosti (NB) fetusa (16). Rezultati probiranja
trisomije 21 u razli¢itim modelima koji su prikazani u tablici

1 upucuju na optimalan odnos klinicke osjetljivosti (stopa
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TABLICA 1. Pouzdanost probiranja trisomije 21 tijekom L. i Il.
tromjesecja trudnoce u ovisnosti o kombinaciji biokemijskih

i ultrazvucnih biljega kromosomopatija. Preuzeto iz SURUSS (*)
i FASTER (*¥) istrazivanja (18, 19). *** Preuzeto iz istraZivanja
Tislari¢-Medenjak i sur. (4)

Lazno
pozitivni (%)

Detekcija

Vrsta probira trisomije 21 (%)

11-14 tjedana trudnoce

MD (majcina dob) 30 5

MD + NN 70%* 5

MD + NN + sI.3hCG + PAPP-A 86%, 85** 5
15-18 tiedana trudnoce

MD + nE3 + ukBhCG + AFP 77%,69%* 5

MD + s.BhCG + AFP 75%%* 7,5%**

detekcije) uz prihvatljivu stopu lazno pozitivnih (<=5% u
ovisnosti o Zivotnoj dobi probirane populacije trudnica) za
kombinirani biokemijski i ultrazvucni probir u I. tromjesecju
trudnoce. lpak, za trudnice koje nisu u prilici ukljuciti se u
probir u I. tromjesecju trudnoce, biokemijski probir u II.
tromjesec¢ju kombinacijom triju biokemijskih biljega (AFP,
uk.BhCG, nE3) takoder daje zadovoljavajuci odnos detekcije
trisomije 21. kromosoma i stope lazno pozitivnih trudnica u
probiranju (Tablica 1). U Hrvatskoj se model probiranja kom-
binacijom biokemijskih i ultrazvucnih biljega u l. tromjesecju
trudnoce primjenjivao prema podatcima iz 2011. godine u
4 centra (KBC ,Sestre milosrdnice” u Zagrebu, KB Merkur u
Zagrebu, KBC Osijek, KBC Split) te u 2 privatna zdravstvena
sustava (Poliklinika SUNCE i Medicinsko-biokemijski labora-
torij Breyer) (20). Tijekom 2011. godine u Hrvatskoj su sveu-
kupno 6 472 trudnice bile uklju¢ene u prenatalni probir
Downovog sindroma kombiniranim ultrazvu¢nim i bioke-
mijskim testom. U odnosu na ukupni broj porodaja te godi-
ne (40 629), sto mozemo djelomi¢no usporediti s ukupnim
brojem trudnoca, to je skromni udio od 15,9%. S obzirom na
to da je broj trudnica uklju¢enih u program kombiniranog
prenatalnog probira kromosomopatija u |. tromjesedju trud-
noce u Hrvatskoj kontinuirano rastao od 2009. do 2011. go-
dine, a da je s druge strane broj porodaja na godinu bio u
laganom opadanju, za ocekivati je kako je danas udio
trudnica uklju¢enih u ovaj optimalni model prenatalnog
probira u Hrvatskoj ipak veci. No organizacija harmonizira-
nog nacionalnog modela prenatalne zastite na nacin da
svaka trudnica ima jednake moguc¢nosti u odabiru modela
probira i dalje nedostaje.

Kratice:

AFP, alfa - fetoprotein

uk.BhCG - ukupni beta lanac humanog korionskog gonadotropina
sI.BhCG - slobodni beta lanac humanog korionskog gonadotropina
nE3 - nekonjugirani estriol

NTD - nepotpuno zatvaranje neuralne cijevi fetusa
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PAPP-A - protein A pridruzen trudnoci
NN - nuhalni nabor

MoM - visekratnik medijana

CRL - udaljenost tjeme-trtica

NB — nosna kost

MB - majcina dob
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SUMMARY

Screening for chromosomopathies by biochemical markers

and their utilization in Croatia
K. Puri¢

The aim is to provide a review of the prenatal screening methods for fetal aneuploidies in Croatia, with special reference to the role
of biochemical markers in maternal blood, and to compare the sensitivity and specificity of various methods of prenatal screening
between the first and second trimester of pregnancy. Successful screening, i.e. a satisfactory rate of Down syndrome detection with
minimal rate of false-positive screening results, is achieved by choosing appropriate type and number of markers, along with overall
screening quality control and quality assurance. Target criterion for screening in the general population of pregnant women is >75%
detection with no more than 5% of false-positive results. The following models of prenatal screening by biochemical assays are used
in Croatia: in the first trimester, a combination of nuchal thickness and biochemical screening with free BhCG and PAPP-A for
common risk calculation (combined screening), with chorionic villus karyotyping as a confirmation diagnostic method; and in the
second trimester, triple (UE3 + total BhCG + AFP) or double (free BhCG + AFP) biochemical screening, with amniotic fluid cell karyo-
typing as a confirmation diagnostic method. Optimal models of successful screening of pregnant women before an invasive proce-
dure, which meet the above mentioned criteria, are combined ultrasonographic and biochemical screening in the first trimester and

triple (uE3 + total BhCG + AFP) biochemical screening in the second trimester of pregnancy.
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