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Downov sindrom — laboratorijska diagnostika
Down syndrome — laboratory diagnosis

Josko Osredkar*

Deskriptorji
Downov sindrom — diagnostika

IzvleGek. V ¢lanku je pregledno podano nekaj
vedenj o nosecénosti, patoloSki nosecnosti in
najpogostejsih kromosomskih boleznih pri ljudeh.
Z dolo¢anjem koncentracij celokupnega horion-
skega gonadotropina, prostega estradiola in al-
fa fetoproteina v serumu nosecnic lahko po-
sredno ugotovimo sestavljeno tveganje, da ma-
ti nosi prizadet plod. Koncentracije teh treh ana-
litov v primeru Downovega sindroma znacilno od-

Descriptors
Down syndrome — diagnosis

Abstract. Measurements of total chorionic
gonadotropin, free estradiol and alpha-fetopro-
tein levels in the serum of pregnant women
permit identification of a combined risk for con-
genital malformations of the foetus. In Down syn-
drome, the concentrations of these three para-
meters differ significantly from the median val-
ues in pregnancy with a normal kariotype (for a
given gestation week).

stopajo od medianih vrednosti (za dolo¢en te-
den nosecnosti), ki veljajo za nose¢nost z nor-
malnim kariotipom.

Uvod

Downov sindrom (ali trisomija 21) je najbolj pogosta kromosomska bolezen pri ljudeh.
Prizadene priblizno 1 na 600 do 1000 rojenih otrok, in je zato ena izmed najbolj pogo-
stih genetsko dolo¢enih vzrokov mentalne zaostalosti v ¢loveski populaciji in hkrati naj-
pogostejsi vzrok prirojenih srénih napak (7).

Ze leta 1930 so znanstveniki prisli do ugotovitve, da je Downov sindrom najverjetneje
posledica neke kromosomske napake. To so leta 1959 potrdili, ko so dokazali, da ima-
jo bolniki z Downovim sindromom $e dodatno kopijo enega izmed najmanjsih kromo-
somoy, to je kromosoma 21. 1z tega je izhajala hipoteza, da so znacilnosti Downovega
sindroma povzro¢ene s prisotnostjo treh kopij genov, lociranih na tem kromosomu, na-
mesto normalnih dveh kopij (7).

Trenutno §e nimamo na razpolago presejalnega testa, ki bi bil sposoben specifi¢no zaz-
nati predispozicijo starSev za spocetje otrok z Downovim sindromom. Poznane meto-
de zaznavanja temeljijo na testiranju plodu. To pa opravimo ali neposredno z invazivni-
mi metodami ali posredno preko pokazateljev razvoja plodu (2).

Ena izmed zelo uporabnih neinvazivnih metod je presejalni test materinega seruma. Le-
ta ne temelji na zaznavanju specificnega oznacevalca za Downov sindrom, temvec na
ocenjevanju vecjega Stevila dejavnikov tveganja, da mati nosi prizadet plod (2).
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Normalna nosec¢nost

Oploditev

Oploditev imenujemo prodiranje normalnega spermija v zrelo jajéno celico zenske. To
je prvo dejanje oploditve, ki mu sledi zlitje protoplazemskih in nuklearnih delov spolnih
celic — gamet. Nato jajCece potuje skozi jajcevod do materni¢ne votline, kjer se vgnezdi
(nidira) v endometrij. Nosecnost se pri¢ne z vgnezdenjem oplojenega jajéeca v endo-
metrij.

Predpogoj za oploditev in nose€nost je prisotnost zrelega jajéeca in spermija ter moz-
nost njunega srecanja, tj. prehodnost notranjih spolnih organov zenske (maternice in
jajcevodov). Razen te anatomske prehodnosti je neizbezen tudi niz sprememb v Zen-
skih spolnih organih, ki omogocajo prodiranje spermijev, prehrano jajéeca, njegovo mi-
gracijo in vgnezditev.

Dozorevanije jajéeca pomeni, da en terciarni folikel dozori v Graafov folikel. Dozoreva-
nje jajéeca hkrati pomeni, da v njem poteka redukcijska delitev — meioza. Druga reduk-
cijska delitev pa potece v zrelem Graafovem foliklu. Praviloma sodeluje pri oploditvi le
en spermatozoid, v€asih pa jih prodre v protoplazmo jajéeca tudi ve¢. Zaradi viskozno-
sti ooplazme se spermatozoid pocasi prebija skozi ooplazmo, dokler ne prispe v nepo-
sredno blizino pronukleusa jajéeca. Pri tem se glava spermatozoida spremeni in pre-
tvori v moski pronukleus. Isto¢asno se kon¢a druga meiozna delitev in nastane zenski
pronukleus; jajéece je pripravljeno za oploditev.

Drugo dejanje oploditve in hkrati njen vrhunec pa je priblizanje, sreanje in spajanje pro-
nukleusov. S spoijitvijo jeder s poloviénim, haploidnim Stevilom kromosomv nastane zi-
gota, zivo bitje z diploidnim Stevilom kromosomov (3).

Blastogeneza

Proces oploditve poteka zunaj maternice, v ampularnem delu jajcevoda. Oplojeno jaj-
Cece (zigota) se mitoti¢no razdeli v dve celici (blastomeri), ki sta identi¢ni z materino ce-
lico. Delitve si hitro sledijo, celice postajajo vse manjSe. To je stadij morule. Stadij raz-
voja plodu, pri katerem se znotraj morule ustvari votlina, se imenuje blastocista. To se
zgodi tretji dan po oploditvi in v tem €asu blastocista obi¢ajno prispe do materni¢ne vot-
line. Sekretorno spremenjen endometrij s Stevilnimi zlezami, ki izloCajo sekrete, vzdr-
Zuje razvoj blastociste pred vgnezditvijo, tj. pred vras¢anjem v endometrij.

Peti dan ima blastocista ze veliko votlino in se Ze da lo¢iti celice, ki tvorijo embrioblast —
zametek embirija, in trofoblast — celice, ki tvorijo zunanjo plast (3).
Vgnezdenje — implantacija

Oplojeno jajcece je sposobno za vgnezdenje, ko dosezZe stadij blastociste. Proces im-
plantacije v najzgodnej$em stadiju nastane z biokemic¢no interakcijo med endometrijem
in embrionalnim trofoblastom.
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Sedmi dan so opazne znatne spremembe trofoblasta. Del trofoblasta, ki se vra§¢a v en-
dometrij, je hiperplasti¢en, del endometrija, na katerem poteka vgnezdenje, pa atrofi-
cen (3).

Placentacija

Trofoblast, ki je bil v zadetku enoslojen, postaja vecslojen, hiperplasti¢en. Njegov no-
tranji del izgublja epitelni znacaj in se pretvarja v vezivni retikulum s Stevilnimi luknjica-
mi. Imenuje se primarni mezoderm. Ta mezoderm predstavlja stik med trofoblastom in
embrijem. Njegove celice verjetno dovajajo hrano zarodku, vse dokler se znotraj horion-
skih resic ne vzpostavi krvni obtok.

Na trofoblastu lo¢imo dva sloja. Vrhniji sloj (materina stran) sestavljajo plasti celic, ki med
seboj niso omejene. To je t.i. sincicijski sloj. Pod njim se nahaja plast velikih kubi¢nih
celic, t.i. Langhansove celice. Zaradi Sirine trofoblasta nastajajo na njem resice, ki se
dalj8ajo in gubajo. To so primarne horionske resice.

Zaradi citolitiénega delovanja sincicijskega sloja se okrog horionskih resic tvorijo votli-
ne. Le-te se §irijo, ob tem prihaja do poSkodbe materinih Zil in skozi te horiodecidualne
prostore okrog horionskih resic krozi materina kri.

Takoj po vgnezdeniju se v primarnih resicah tvori horionski gonadotropin, ki prodira v ma-
terino kri in daje signal rumenemu telescu, naj Se naprej raste in se spremeni v nosec-
nostno rumeno telesce, da bi se v njem tvorile vse vecje koli¢ine estrogenov in proge-
sterona (3).

Razvoj horionskih resic

V prvi fazi po implantaciji obstajajo le t.i. primarne resice trofoblasta. Sincicijski in Lang-
hansov sloj teh resic predeluje in absorbira hranljive snovi, ki se preko primarnega me-
zoderma prenesejo do embrija.

Z vra$¢anjem mezoderma v horionske resice nastanejo sekundarne horionske resice.
V tej fazi njihovega razvoja okrog njih Ze obstajajo horiodecidualni sinusi, skozi katere
krozi materina kri. Z vra$¢anjem krvnih zil s plodove strani nastajajo tercialne horion-
ske resice. Krvne Zile in krvne celice se razvijejo v primitivni rumenjakovi vrecki, ki se
hitro diferencira. Isto¢asno se razvijejo tudi krvne Zile v resicah in horionski membrani.
Ko se ta dva vaskularna sistema zdruzita, za¢ne v resicah kroziti kri. To se zgodi prib-
lizno 24. dan po opoditvi. Ko se razvije krvni obtok v resicah, rumenjakova vrecka atro-
fira. Tedaj se za¢ne plod prehranjevati preko krvi. Hranljive snovi, resorbirane iz mate-
rine krvi, se preko celic trofoblasta prenesejo v embrij z njegovim krvnim obtokom (3).

Hormoni v nosecnosti

V nosecnosti se v materinem telesu mo¢no spremenita razmerje in koncentracija hor-
monov. Vzrok za to je endokrina dejavnost posteljice in dejstvo, da tudi nespolne endo-
krine materine zleze mo¢no reagirajo na nosec¢nost (4).
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Hormoni posteljice

V &asu nosecnosti tvori posteljica velike koli¢ine horionskega gonadotropina, estroge-
nov, progesterona in humanega horionskega somatotropina. Prvi trije, mogoce tudi Ce-
trti, so nujno potrebni za vzdrzevanje nosecnosti (4).

Humani horionski gonadotropin — hCG

hCG je glikoprotein z molekulsko maso 47000 daltonov; sestavljata ga dve podenoti,
oznaceni kot alfa in beta. hCG se najprej sintetizira v trofoblastu blastociste, v poznej-
8i nosec¢nosti pa v horionskih resicah in v posteljici. Njegova najpomembnej$a funkcija
je, da preprecuje propad rumenega telesca. Hkrati tudi spodbuja rumeno telesce, da
izlo€a vse vecje koli¢ine svojih hormonov: progesterona in estrogenov. Ti hormoni pov-
zrocijo, da endometrij maternice nadaljuje z rastjo in shranjevanjem hranilnih snovi. Re-
zultat tega je, da celice, podobne decidua celicam, ki se razvijajo v endometriju v ¢asu
normalnega spolnega ciklusa zenske, postanejo prave hranljive decidua celice kmalu
po implantaciji zigote. Pod vplivom delovanja hCG rumeno telesce dvakratno poveca
svojo velikost priblizno mesec dni po zacetku nosecnosti. Neprekinjeno izlo¢anje estro-
genov in progesterona iz rumenega telesca vzdrzuje decidualno naravo endometrija ma-
ternice, kar je potrebno v prvih fazah razvoja posteljice in drugih tkiv plodu. Ce se ru-
meno telesce odstrani pred 7. tednom nosecnosti, pride do spontanega splava. V¢asih
se to zgodi tudi v ¢asu do 12. tedna nosecnosti, po tem roku pa posteljica sama izlo¢a
dovolj velike koli€ine progesterona in estrogenov. Po tretjem in Eetrtem mesecu nosec-
nosti priéne rumeno telesce poc¢asi propadati (4).

Estrogeni

Posteljica, skupaj z rumenim telescem, izlo¢a estrogene in progesteron. Ti hormoni se
izlo€ajo v celicah sincicijskega trofoblasta. Pred koncem nosec¢nosti tvori posteljica 30-
krat ve¢ estrogenov kot pred nosecnostjo.

Izloanje estrogenov iz posteljice se zelo razlikuje od izlo¢anja iz jajénikov:

— glavnino izlo€enih estrogenov predstavlja estriol, pri nenoseci zenski pa se tvori ze-
lo malo le-tega;

— estrogeni posteljice se ne sintetizirajo »de novo« iz osnovnih spojin, temvec se an-
drogena steriodna spojina dehidroepiandrosteron, ki nastaja v nadledvi¢nih Zlezah
matere in plodu, pretvarja v estradiol in estron, steroid 16-hidroksidehidroepiandro-
steron pa se pretvarja v estriol (4).

Vedje koli¢ine estrogenov v nosecnosti povzrocajo:
— povecanje maternice,

— povecanje dojk in rast kanal€kov v njih ter

— povecanje zunanjega spolovila Zenske.

Predpostavljamo, da estrogeni vplivajo tudi na razvoj plodu v ¢asu nosecnosti,
npr. z nadzorovanjem hitrosti, s katero se razmnozujejo celice v zgodnjih fazah embrio-
nalnega razvoja (4).
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Progesteron

Tudi progesteron je hormon, ki je v nose¢nosti nujno potreben. Majhne koli¢ine le-tega
izlo¢a rumeno telesce v zaCetku nosecnosti, velike koli¢ine pa izlo€a posteljica.

Progesteron ima posebne ucinke, ki so nujni za normalen potek nosec¢nosti:

povzro€a razvoj decidua celic v endometriju maternice,

zmanijSuje kontraktilnost nose¢e maternice; na ta nacin preprecuje, da bi njene kon-
trakcije izzvale spontan splav,

pomaga razvoju zigote Se pred implantacijo, ker specificno poveca izlo¢anje v jajcevo-
dih in maternici in priskrbi primerne hranljive snovi za razvoj morule in blastociste in
sodeluje v pripravi dojk na dojenje (4).

Humani horionski somatotropin

Ta hormon je protein z molekulsko maso 38000 daltonov. Zacne se izlo¢ati okrog 5. ted-
na nosecnosti in se potem izlo€a v vedno vedji koli€ini, sorazmerno s tezo posteljice.

Funkcije tega hormona $e niso povsem jasne, ve pa se, da ima nekatere pomembne

ucinke:

— na poskusnih zivalih povzro€i razvijanje dojk in v€asih vodi do laktacije;

— deluje kot rastni hormon, vendar Sibkeje; povzro€i prirast beljakovinskih tkiv. Tudi njegova
zgradba je podobna zgradbi rastnega hormona, vendar je za vzpodbujanje rasti potreb-
no 100-krat ve¢ humanega horionskega somatotropina kot pa rastnega hormona;

— nedavno so odkrili, da humani horionski somatotropin vpliva na presnovo glukoze in
mascob nosecnice; ti ucinki pa bi bili lahko pomembni tudi za prehrano plodu. S tem
hormonom se zmanj$a obcutljivost materinih tkiv na inzulin in poraba glukoze, plo-
du tako ostane na razpolago vecja koli¢ina glukoze.

Ta hormon pomaga pri spros¢anju prostih mascobnih kislin iz mas¢obnih zalog mate-
re in tako prepusca materi za izvor energije v zameno za glukozo (4).
Ostali hormoni v noseénosti

Na nosecnost moc¢no reagirajo tudi skoraj vse nespolne endokrine Zleze matere. Vzrok
temu je povec¢ana presnovna aktivnost matere in dejstvo, da hormoni posteljice deluje-
jo na hipofizo in druge Zleze (4).

Hormoni hipofize

Prednji rezenj hipofize se v ¢asu nosecnosti poveca za 50 % in dvigne proizvodnjo kor-
tikotropina, tireotropina in prolaktina. Po drugi strani pa je zaradi inhibicijskega ucinka
estrogenov in progesterona iz posteljice zmanjSana proizvodnja folikle stimulirajoéega
hormona (FSH) in luteinizirajo¢ega hormona (LH) (4).

Hormoni nadledvi¢nih Zlez

Zmerno se poveca izlo€anje glukokortikoidov iz skorje nadledvi¢ne Zleze.
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Povecano je tudi izlo¢anje aldosterona, ki doseze svoj visek pred koncem noseénosti.
To privede do teznje po vecji reabsorpciji natrija iz ledviénih tubulov in kot posledica te-
ga zadrzevanje vode v telesu ter do hipertenzije (4).

S&itniéni hormoni
V ¢asu nosecnosti se S¢itnica poveca za 50 % in v skladu s tem se poveca proizvodnja

tiroksina. PoveCana proizvodnja tiroksina je deloma posledica tireotropnega ucinka
hCG-ja (4).

Hormoni paratireoidnih Zlez

Tudi paratireoidne Zleze se v ¢asu nosecnosti povecajo, e posebej, ¢e materina hra-
na ni dovolj bogata s kalcijem. Skladno s povec¢anjem zlez se poveca tudi njihova proi-
zvodnja paratireoidnega hormona. Povecanje teh Zlez in izlo€anja hormonov povzroca,
da se iz materinih kosti absorbira kalcij. Namen tega je vzdrzevanje normalne koncen-
tracije kalcija v materini ekstracelularni tekocini, ki jo plod potrebuje za osifikacijo svo-
jih kosti.

Za razliko od zgoraj nastetih hormonov ostane izlo¢anje rastnega hormona nespreme-
njeno. Ravno tako ostane nespremenjeno izlo¢anje kateholaminov (4).

Patoloska nosec¢nost

PatoloSka stanja, nastala v toku intrauterinega zivljenja, so lahko posledica naslednjih

dejavnikov:

— nenormalnosti, ki se prena8ajo z dedovanjem. To so dedne bolezni, prisotne Ze ob
rojstvu. Pri prirojenih napakah, ki se prenasajo genetsko, je lahko vzrok v strukturi
ali Stevilu kromosomov. Tip dedovanja ja lahko avtosomni (dominantni ali recesivni),
spolni (preko X- ali Y-kromosoma) ali pa poligenski (multifaktorsko dedovanje). Kro-
mosomske aberacije so lahko vzrok razliénih sindromov (Downov sindrom, Turner-
jev sindrom itd.). Morfolosko enaka anomalija je lahko posledica napake v dedova-
nju, lahko pa nastane zaradi napake v razvoju embrija;

— napake v razviju plodu v ¢asu organogeneze (dismorfogeneza). Sem priStevamo vse
razvojne anomalije, ki so nastale v ¢asu embriogeneze v prvih 10 do 12 tednih in ni-
so dedne, npr. kongenitalni hidrocefalus, kongenitalna katarakta... Danes poznamo
vzrok teh nenormalnosti le delno. Znano je, da jih lahko izzovejo razni virusi, rentgen-
ski zarki, atomsko zarCenje, nekatera zdravila, kroni¢ne zastrupitve. Pri takem delo-
vanju Skodljivih dejavnikov so najbolj poSkodovani tisti deli plodu, ki se v tem ¢asu
najhitreje razvijajo in diferencirajo;

— poskodbe plodu, ki nastanejo po 3. mesecu nosecnosti (razne deformacije in vpliv
kuznih in toksi¢nih dejavnikov na plod). Do deformacij plodu lahko pride zaradi po-
manjkanja prostora v maternici. Sem pristevamo tudi okuzbe, ki prizadanejo plod po
5. mesecu nosec€nosti (3).
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Malformacije plodu

Malformacije plodu se delijo na:

— nezdruzljive z zivljenjem (npr. anencefalija, transpozicija velikih krvnih zil),

— tezke (malformatio major), ki znatno zmanj$ajo sposobnost otroka za Zivljenje (npr.
prirojene sréne napake) in

— blage (malformatio minor), ki ne vplivajo na normalne Zivljenjske funkcije (npr. sin-
daktilija).

Vse te napake se ne odkrijejo ob rojstvu otroka, nekatere Sele ¢ez eno ali veg let ziv-
lienja.

Vzroki malformacij so razli¢ni. Lahko nastanejo zaradi kromosomskih napak (npr. Dow-
nov sindrom), nekatere so vezane na spol (npr. hemofilija). Vecina malformacij pa na-
stane kot posledica Skodljivih eksogenih dejavnikov, ki delujejo na jajéece v razvoju. Ta-
ki Skodljivi dejavniki so: okuzbe, kemikalije, sevanja. U¢inek ni odvisen od vrste Skodlji-
vega dejavnika, temvec od faze embriogeneze, v kateri deluje (3).

Diagnozo maformacij plodu postavimo na ve¢ nacinov:

— zgodnja amniocenteza (pred 20. tednom nosecnosti): citogenetsko in biokemi¢no ana-
liziramo plodno vodo. Na ta nacin dobimo podatke o kromosomskih in biokemi¢nih
napakah plodu. Analizo alfa-fetoproteina v plodni vodi uporabljamo za diagnozo
anencefalije;

— amniografija, 1j. rentgensko slikanje po predhodnem vbrizganju kontrastnega sreds-
tva v amnionsko votlino. Je uporabna metoda za odkrivanje nepravilnosti nekaterih
delov plodu;

— rentgenska slika omogoc¢a diagnozo nepravilnosti kosti; predvsem glave (anencefa-
lija) in okonc€in (amelija, fokomelija);

— fetoskopijo uporabljamo, e sumimo na nepravilnosti okon¢in. Pri tem uporabimo po-
seben instrument, ki ga skozi materin trebuh in prednjo steno maternice uvedemo v am-
nionsko votlino;

— elektrokardiografija, kardiotokogarfija sta uporabni za odkrivanje nepravilnosti plodo-
vega srca (3).

Motnje kromosomov

Kromosomske spremembe se kazejo v dveh oblikah, in sicer kot nepravilnosti v Stevi-
lu kromosomov (numeri¢ne aberacije) oziroma kot nepravilnosti v zgradbi kromosomov
(strukturne aberacije). Mozne so tudi hkratne aberacije obeh vrst (5).

Nepravilnosti v Stevilu kromosomov

Temeljno Stevilo kromosomov v vrsti je haploidno, tak§no, kakrSnega najdemo v spol-
nih celicah. Dve starSevski garnituri dajeta ob oploditvi v zigoti dvojno ali diploidno Ste-
vilo kromosomov — 2 n. Z njim navadno oznacujemo Stevilo kromosomov v neki vrsti.

Kromosomska $tevila, ki so drugacna od normalnega, imenujemo heteroploidna. 1zvi-
rajo iz poskodb v razporeditvi kromosomov ali kromatid v meioti¢ni ali mitoti¢ni delitvi
in jih imenujemo evploidna ali anevploidna (5).
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Evploidija

Stevilo kromosomov je mnogokratnik haploidnega tevila (n). To so t.i. poliploidi, ki jih
lahko oznacimo $Se bolj specifi¢no, npr. kot triploide (3 n), tetraploide (4 n) itd.

Poliploidija nastane navadno zaradi tega, ker jedrni delitvi ali kariokinezi ne sledi tudi
delitev celice (citokineza).

Ce se delitev ne odvija pravilno, nastanejo v meiozi gametogeneze diploidne spolne ce-
lice. Po zlitju s haploidnimi celicami nastanejo triploidne zigote (5).

Anevploidija

Je pojay, kjer se Stevilo kromosomov poveca ali zmanjSa za enega ali dva kromosoma
(npr. 2n—1, 2n+1 itd.). Prvi primer (2n—1) imenujemo monosomija, drugega pa tri-
somija (2 n+ 1). Anevploidija nastane zaradi nerazdvajanja (non-disjunction), ko parna
kromosoma ali sestrski kromatidi ne gresta k nasprotnima poloma vretena v anafazi me-
ioze ali mitoze. Posledica nerazdvajanja v mitozi bo ena trisomi¢na in ena monosomic-
na héerinska celica (5).

Nerazdvajanje kormosomov se obi¢ajno pokaze v spolnih celicah z enim manjkajo¢im
ali enim dodatnim kromosomom v primerjavi z normalnim komplementom. Ko so te spol-
ne celice oplojene, nastane monosomicna ali trisomi¢na zigota. Pri [judeh monosomi-
ja ni znana, verjetno zato, ker je nezdruzljiva z zgodnjim prezivetjem. Trisomije so naj-
bolj pogosto ugotovljene kromosomske nepravilnosti in se pojavijo pri najmanj 4 % vseh
klinicno prepoznanih nose¢nosti. Trisomijo obi¢ajno povezujemo z enojnim dodanim kro-
mosomom, poznamo pa tudi dvojno trisomijo in mozai¢no trisomijo. Nerazdvajanje pri
Cloveskih trisomijah poteka v prvi ali drugi meioti¢ni delitvi pri materi ali pri o¢etu. Naj-
pogosteje se to zgodi pri materini prvi meioti¢ni delitvi.

Nerazdvajanje lahko zajame tudi celoten kromosomski komplement, pri ¢emer je nato
spolna celica prazna, diploidna ali poredko poliploidna (5).

Mozaicizem

Beseda mozaik opisuje stanje nekega organizma, sestavljeno iz dveh ali ve¢ celi¢nih
vrst, ki so geneti¢no ali strukturno razli¢ne, toda izvirajo iz iste zigote. V genetiki ime-
nujemo mozaicizem miksoploidijo takrat, ko imajo posamezne celice razli¢no Stevilo ali
zgradbo kromosomov. Bolj pogoste so numeri¢ne razlike, ki izvirajo iz nerazdvajanja v mi-
tozi (5).

Himerizem

Tudi himera je organizem, ki ima ve¢ kot eno celi¢no vrsto, toda v nasprotju z mozai-
kom sta to celiléni populaciji, ki izvirata iz razli¢nih zigot. Himerizem nastopa v dveh ob-
likah. Pri prvi je to dispermija ali fuzija jedra prve blastomere z drugim polarnim teles-
cem, zaradi Cesar nastane himera diploid/triploid (2 n/3 n). V drugo obliko pa sodijo me-
hanizmi, ki omogocajo prenos ali izmenjavo celic med osebki, ki so po poreklu iz dveh
razlicnih zigot. To so zgodnja fuzija dveh embrijev, placentalna krizna cirkulacija med
dizigotnimi dvojcki in transplacentalna izmenjava med materjo in plodom (5).
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Nepravilnosti v zgradbi kromosmov

Strukturne preureditve kromosomov so posledica pre¢nega preloma enega ali ve¢ kro-
mosomoyv, ¢emur sledi ponovno zdruzenje pretrganih koncev tako, da se poskoduije li-
nearno zaporedje dedne snovi. Prelom lahko nastane spontano ali pa ga povzrocijo raz-
licni fizikalni, kemicni ali bioloski dejavniki (5).

Delecije

Deletiran je kromosom, ki je izgubil del svojega materiala. Odlomljen segment je lahko
kon¢ni ali vmesni (5).

Obro¢asti kromosomi

Tudi tu gre pravzaprav za delecijo, ki nastane na obeh krakih kromosoma, pri emer se
izgubita kon¢na segmenta, povezeta pa se oba pretrgana konca in se zaokrozita
v obro€ s centromerom (5).

Inverzije

Nastanek invertiranega kromosoma potrebuje dva preloma, ki sta lahko na isti ali pa na
nasprotnih straneh centromera. Pretrgana konca se spojita tako, da se del kromosoma
med prelomoma obrne (5).

Izokromosomi

Izokromosom je metacentri¢en kromosom, kjer sta oba kraka strukturno in geneti¢no
identi¢na. Nastane zaradi pre¢ne cepitve centromera in ponovne zdruzitve sestrskih kro-
matid (5).

Translokacije

Ce prelomu kromosoma sledi prenos odtrganega segmenta z obidajnega na novi po-
lozaj, ki je navadno na drugem kromosomu, govorimo o translokaciji. V tem primeru vza-
jemne izmenjave segmenta med dvema kromosomoma, ko nastane uravnotezena tran-
slokacija, govorimo o recipro¢ni translokaciji. RedkejSa je nereciprocna translokacija, ime-
novana tudi transpozicija ali insercija.

Poseben primer recipro¢ne translokacije je Robertsonova translokacija ali centri¢na fu-
zija, ki nastaja med dvema akrocentri€nima kromosomoma. Prelom nastane v blizini cen-
tromera. Odlomljena konca se zdruzita v velik metacentri¢ni kromosom in majhen cen-
triéni fragment. Centri¢ni fragment se ponavadi izgubi; s tem se zmanjsa Stevilo kromo-
somov, fenotip pa ostane nespremenjen. Robertsonova translokacija je posebno pomem-
bna v citogenetiki ¢loveka, saj sodi med najpogostejse preureditve kromosomov pri €lo-
veku.

Strukturne preureditve se pokazejo tudi v meiozi, kjer lahko opazujemo najrazli¢nejse
tvorbe, med katerimi imata najhuj$e posledice inverzija in recipro¢na translokacija (5).
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Duplikacija

V tem primeru se del kromosoma podvoji. V&asih povzrodi t.i. delno trisomijo, prav ta-
ko kot naj bi delecija vodila do delne monosomije zaradi manjkajoCega segmenta (5).

Downov sindrom

Downov sindrom je najbolj pogosta kromosomska napaka pri novorojenih otrocih. Ve-
¢ina prizadetih otrok ima trisomijo kromosoma 21, katere vzrok je izpad kromosomske
locitve v €asu meioze. Manjsi del, priblizno 4 % opazovanih primerov, pa je rezultat tran-
slokacije enega fragmenta kromosoma 21 na drug kromosom (najpogosteje na kromo-
som 14). Citogenetske Studije v letih 196070 so privedle do identifikacije oseb z Dow-
novim sindromom, pri katerih zasledimo translokacijo, delno trisomijo 21 in mozai¢no
trisomijo 21. Oblika sindroma je povezana s Stevilom genov, ki so vklju€eni pri napaki.
Tako nekatere osebe izkazujejo Sibke simptome, nekatere pa kompleten sindrom.

Simptomi, povezani z Downovim sindromom, vklju€ujejo: duSevno zaostalost, priroje-
macije prebavil in po€asen fizi¢ni razvoj. Po 35. letu starosti imajo skoraj vse prizade-
te osebe poskodbe mozgan, podobne tistim pri bolnikih z Alzheimerjevo boleznijo.

Iz&rpajoce posledice Downovega sindroma so povezane s skrajSano pri¢akovano ziv-
lienjsko dobo prizadetih oseb. Studija Zivljenjske dobe pri Zivorojenih otrocih z Downo-
vim sindromom je prikazala, da je le 13,6 % osebkov v skupini 1610 bolnikov z Downo-
vim sindromom doc¢akalo starost 68 let. V normalni populaciji pa je to starost doseglo
78,4 % oseb v skupini 1.500.000 ljudi (6).

Za sedaj $e nimamo na razpolago presejalnega testa, s katerim bi lahko specifi¢no zaz-
nali predispozicijo starSev za spoCetje otrok z Downovim sindromom. Poznane metode
zaznavanja temeljijo na testiranju plodu. To opravimo neposredno z invazivnimi tehni-
kami ali posredno preko pokazateljev plodu.

Presejalni test materinega seruma ne temelji na zaznavi specificnega oznacevalca za
Downov sindrom, temve¢ na ocenjevanju ve¢ dejavnikov tveganja, da mati nosi priza-
det plod. Upostevani dejavniki tveganja zajemajo materino starost, koncentracijo ma-
terinega serumskega alfa-fetoproteina (AFP), humanega horionskega gonadotropina (h-
CG) in nekonjugiranega prostega estriola (UE3). Pri neinvazivnih metodah gre za pri-
merjavo relativnih meritev razvoja plodu s kromosomskimi napakami in s pri¢akovanim
normalnim razvojem. Meritve se opravijo na enako starih plodovih. Te meritve so kom-
plementarne, potrdimo jih $e z invazivnimi metodami.

Humani kromosom 21

Kromosom 21 je najmanjsi med ¢loveskimi kromosomi in predstavlja pribizno 1,8 % ce-
lotnega genoma. V sploSnem je sprejeto mnenje, da le trisomija dolgega kraka kromo-
soma ali le predela 21922 zadostuje, da povzro¢i Downov sindrom. To pomeni, da je
trisomija v velikosti manj kot 1 % genoma Ze dovolj, da povzro¢i sindrom.
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Cloveski genom vsebuje 3x10° baznih parov v DNA in ocenjeno je, da vsebuje
100.000 genov. Glede na to naj bi kromosom 21 vseboval priblizno 4,5 x 107 baznih pa-
rov v DNA in 10001500 genov. Ce predpostavimo, da je razporeditev DNA in genov
enakomerna, potem dolgi krak kromosoma zajema 3 x 107 baznih parov v DNA in prib-
lizno 1000 genov.

S pomocdjo teh podatkov so znanstveniki zavzeli stalisc¢e, da je treba za proucevanje Dow-
novega sindroma identificirati gene in DNA-sekvence na kromosomu 21, te gene na-
tanéno mapirati na kromosom 21 in izolrati vsak gen ali predel kromosoma za kasnej-
Se Studije, npr. s prenosom v poskusne Zivali.

Razvijanje mape kromosoma 21 je posebno pomembno, odkar je razvidno, da je triso-
mija specifi¢nih podrocij kromosoma 21 lahko povezana s specifi¢nimi vidiki fenotipa Dow-
novega sindroma. Natan¢na mapa tega kromosoma je nujno potrebna za razumevanje
pomena teh povezav.

Izolacija vsake regije kromosoma 21 za natanéne Studije, vkljuéno z vnosom teh regij
v mi$i ali druge poskusne zivali za Studije njhovih u¢inkov na fenotip, bi lahko vodila do
delitve zdravljenja za razli¢ne vidike Downovega sindroma (7).

Pogostost pojavljanja Downovega sindroma

Nevarnost rojstva otroka z Downovim sindromom je priblizno 0,13 %. Ta podatek ustre-
za 5000 rojstvom letno v ZDA in 900 rojstvom v Veliki Britaniji (2).

Tveganje spocetja otroka z Downovim sindromom je znacilno povezano z materino sta-
rostjo; eksponentno narasc¢a s starostjo (tabela 1). Tveganje je npr. pri 35-letnicah 1 na
270. Vendar je tveganje, da bo mati donosila tak plod, le 1 na 380, ker 30 % prizadetih
plodov sponatno splavi (7, 8).

Po drugi strani pa se vecina otrok rodi zenskam, mlajsim od 35 let (95 %) in se zaradi
tega vecina otrok z Downovim sindromom rodi mlajSim Zenskam (80 %), Ceprav je ne-
varnost vecja pri starejSih (8, 9, 10).

Tabela 1. Tveganje Downovega sindroma, izracunano na osnovi materine starosti (8). * — tveganje v casu
od 15. do 20. tedna nosecnosti.

Materina starost ob porodu (leta) Tveganje Downovega sindroma*
21 1na 1150

24 1 na 950

27 1 na 800

30 1 na 680

33 1 na 450

36 1na210

39 1na 100

42 1 na 40
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Diagnostika Downovega sindroma

Prvi presejalni testi za natan¢no dolocitev kromosomskih napak so temeljili na amnio-
centezi. Zaradi tezav, povezanih z amniocentezo, so to metodo uporabljali le pri popu-
laciji nosecnic z visokim tveganjem. Na razpolago je bila le Zenskam, starim 35 let ali
vec. Gledano s tega stali§¢a bi bilo lahko ugotovljenih le 20 % vseh nose¢nosti z Dow-
novim sindromom. V veliki Britaniji ugotovijo v praksi le 10 % Downovih nose¢nosti, ker
le manj kot polovici teh starjSih zensk opravijo amniocentezo. O¢itno je torej, da je ka-
tera koli strategija presejanja, ki temelji na populaciji z visokim tveganjem, neprimerna
za presejalne teste Downovega sindroma, ker je pogostost prizadetih novorojenckov vec-
ja med populacijo z manjSim tveganjem (11, 12).

Metode detekcije

Invazivne metode

Amniocenteza je metoda, kjer iz maternice odvzamemo vzorec amnionske tekocine, ki
obdaja plod. Plodove celice, ki so suspendirane v tekocini, nato kultiviramo in izvede-
mo presejalni test za genetske napake. Amniocenteza se navadno opravlja med 15. in
17. tednom nosecénosti. Pred tem ¢asom vsebuje plodna voda premalo plodovih celic,
hkrati pa je tudi koli¢ina plodne vode po 15. tednu vecja. Zato je nevarnost, da bomo
zabodli plod, manjSa. Amnocenteza poveca nevarnost spontanega splava za 0,5-1 %
(12).

Vzoréenje horionskih resic (CVS — chorionic villus sampling) je postopek, pri katerem
odvzamemo majhen deléek horionske resice iz posteljice za kromosomske analize v pr-
vem trimesec€ju nosecnosti. CVS se uporablja od leta 1984. Vzorce lahko dobimo
s transcervikalnimi (prvotna metoda vzor€enja) ali s transabdominalnimi tehnikami. Pri-
merjalna Studija na 3999 zenskah v ZDA je pokazala, da sta transabdominalni in trans-
cervikalni CVS enako varni metodi. Obe izkazujeta za priblizno 2,5 % povecano nevar-
nost spontane izgube plodu v prvih 28 tednih nosecnosti (13, 14).

Tveganje, povezano z invazivnimi metodami diagnosticiranja in stroski teh analiz, izklju-
¢ujejo uporabo obeh metod za masovne presejalne teste na nosecnicah.

Neinvazivne metode

Ultrasonografijo lahko uporabimo za detekcijo nepravilnosti, povezanih z Downovim sin-
dromom v drugem trimesecju in za merjenje razmerja med dejansko in priCakovano dol-
zino stegnenice. Kot kriti¢no vrednost razmerja med obema dolzinama stegnenice upo-
rabimo 0,94, ki je diagnosticirana za priblizno tretjino primerov Downovega sindroma.
Ocitno je, da ultrasonografija ni prakticna reSitev za presejalne teste Downovega sin-
droma, ker je odvisna od spretnosti in presoje operaterja (15-18).

Presejalni test materinega seruma temelji na merjenju multiplih biokemiénih markerjev
(UE3, AFP, hCG) in na izracunu dejavnika tveganja, ki temelji na merjenih parametrih
in na materini starosti. Na ta nacin lahko identificiramo zenske z visokim tveganjem rojs-
tva otroka z Downovim sindromom in nato to potrdimo z uporabo ustrezne invazivne me-
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tode. Ti presejalni testi ne predstavljajo dodatnega tvagnja za plod in lahko temeljijo na
avtomatiziranih metodah za dolocCitev zahtevanih biokemi¢nih parametrov. Zato je moz-
no izvajanje presejalnih testov tudi pri populaciji zensk, mlajsih od 35 let. Ta nacin po-
nuja moznost zaznave Downovega sindroma v skupini z najvecjo pojavnostjo prizade-
tih otrok.

V vsakem primeru — rezultat presejalnih testov je ocenitev tveganja. Temu sledi sveto-
vanje star§em, ki je bistvenega pomena, da si zagotovimo dovoljenje poucenih starSev
za nadaljnje invazivno raziskovanje in za prekinitev nosecnosti, ki bi lahko sledila.

Na to¢nost presejalnih testov vplivajo Stevilni dejavniki, vkljuéno z dolo¢itvijo datuma za-
nositve in materino tezo. Se ve¢, zaznava in lazne pozitivne vrednosti so povezane z ma-
terino starostjo. To je treba upostevati pri svetovanju (19).

Pomen to¢ne dolo¢itve datuma zanositve

Plodovi z Downovim sindromom in njihove posteljice zaostajajo v razvoju v primerjavi
z normalnimi plodovi iste gestacijske starosti. Ta zaostanek v razvoju je povezan s spre-
membami koncentracij Stevilnih produktov plodu v materinem serumu. Sem sodijo: AFP,
hCG, uE3 in prosti beta-hCG (20-26).

Serumske koncentracije vsake izmed teh komponent so tudi povezane z gestacijsko sta-
rostjo. Relativne spremembe v koncentraciji lahko nakazujejo Downov sindrom, kakor
tudi druge nenormalnosti plodu ali posteljice (27-29).

Za izra€un tveganja pojava Downovega sindroma preko meritev komponent v materi-
nem serumu je kljuéna dologitev datuma zanositve, to pa zato, ker izmerjene koncen-
tracije teh komponent variirajo z gestacijsko starostjo. Vsaka izmerjena vrednost nor-
malne populacije mora biti standardizirana glede na pri¢akovano medialno vrednost nor-
malne populacije pri isti fazi gestacije. Izbira metode za dolocitev datuma zanositve bo
torej imela velik vpliv na zanesljivost izra¢una tveganja iz multivariantnega presejalne-
ga testa (30).

Presejalni testi Downovega sindroma v drugem tromesecju noseénosti
Oznacevalci v materinem serumu

Alfa-fetoprotein (AFP)

AFP je glikoprotein z molekulsko maso 68000 daltonov, proizvajajo pa ga rumenjako-
va vrecka in jetra plodu. Njegova funkcija je $e zmeraj nejasna, je pa glavni plazemski
protein plodu v zgodnji nosecnosti. Koncentracija v plazmi plodu naraste do maksimu-
ma med 12. in 14. tednom nosec¢nosti (priblizno 3 g/l); nivoji v materinem serumu pa do-
sezejo svoj vrh okrog 30. tedna nosecnosti (priblizno 250 mg/l). Po rojstvu pa nivoji v ma-
terini in novorojenckovi krvi hitro upadejo (31).

Potrjene so Studije, ki so nakazovale, da je nivo AFP v materinem serumu pri nosecni-
cah, ki nosijo otroka z Downovim sindromom, nizji kot medialne vrednosti pri normal-
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nih nosecnicah. Nivoji pri nosecnicah s prizadetimi otroki dosegajo 72 % normalnih vred-
nosti v ¢asu med 14. in 21. tednom (20, 21, 33, 34).

Koncentracije AFP v materinem serumu so odvisne od tedna nose¢nosti, materine te-
ze (recipro€na soodvisnost: nizje vrednosti pri tezjih zenskah) in od koncentarcije inzu-
lina (nizje vrednosti pri bolnicah s sladkorno boleznijo). Medialne vrednosti pri normal-
ni nosec¢nosti za ¢as med 13. in 20. tednom za AFP (kIE/l) so 19,8-64,5 (narasScajoce).
Populacijska mediana za AFP v materinem serumu za nosecnice z otroki z Downovim
sindromom je dolo¢ena kot 0,74 mnogokratnikov (normalne) mediane (MoM) v posa-
mezni Studiji. Geometri¢na srednja vrednost izhaja iz 24 razli¢nih Studij, ki so zajele 823 no-
secnic s prizadetimi plodovi in je enaka 0,74 MoM (35, 36).

Humani horionski gonadotropin (hCG)

hCG sestavljata dve polipeptidni verigi, oznaceni z alfa in beta. Alfa podenota je v bis-
tvu identi¢na z alfa podenotami ostalih peptidnih hormonov hipofize, specificna biolos-
ka ucinkovitost pa je podana z beta podenoto. Analitski testi, specifiéni za hCG, so iz-
delani tako, da prepoznajo beta podenoto, tudi Ce je test specifien za celoten hCG. Ta-
ko se Stevilni analitski testi za celokupni hCG nanasajo na analize celokupnega beta-
hCG. Teh analitskih testov ne smemo mesati z analitskimi testi prostega beta-hCG, ki
so narejeni le za detekcijo proste beta podenote. Za bioloSko ucinkovitost beta pode-
note hCG-ja obstaja pomembna homolognost z beta podenoto lutinizirajoéega hormo-
na. Mozno je, da imajo nekatere analize, ki se predpostavljao kot specificne za beta-h-
CG, znatno navzkrizno reaktivnost z LH.

Serumske koncentracije hCG-ja eksponentno naras¢ajo med 3. in 10. tednom po zad-
nji menstruaciji. Koncentracije dosezejo vrh v ¢asu prvega trimesecja (okrog 100.000 IE/l)
in nato upadejo v drugem in tretjiem trimesecju (42).

Znanstveniki so sledili namigu, da je hCG v materinem serumu potencialno uporaben
za presejalne teste Downovega sindroma in z nadaljnjimi Studijami ugotovili visoke kon-
centracije hCG-ja v drugem trimesecju, ki ustrezajo priblizno 2-kratnim medialnim kon-
centracijam pri neproblemati¢nih nosecnostih (2, 21).

Medialne vrednosti pri normalnih nose¢nostih v ¢asu od 13. do 20. tedna noseénosti
za celokupni beta-hCG so 47.100-20.700 (padajoce). Pri prizadetih nosec¢nostih varii-
rajo koncentracije celokupnega beta-hCG v drugem trimesecju od 2,10 do 2,50 MoM
ali ve¢, v drugi seriji pa od 1,57 do 2,90 MoM. Geometri¢na srednja vrednost za priza-
dete nosecnosti, izrazena v MoM in doloCena iz rezultatov 18 Studij, ki so v celoti zaje-
le 599 oseb, je bila 2,03 (2, 21).

Prosti estriol (UE3)

Estriol se sintetizira v posteljici iz materinih substratov (holesterol in pregnenolon). Es-
triol prehaja iz posteljice v materino kri, kjer ga lahko merimo kot prosti estriol. V nor-
malnih nosec¢nostih narasc¢ajo koncentracije UE3 od priblizno 4 nmol/l v 15. tednu no-
secnosti do priblizno 40 nmol/l ob porodu.
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Koncentracije uE3 v materinem serumu pri nose¢nicah z Downovim sindromom dose-
zejo v drugem trimesecju priblizno 75 % vrednosti, pricakovanih v normalni nose¢no-
sti. Podatki temeljijo na Studiji 77 prizadetih in 385 normalnih nose¢nosti (8, 24, 38).

Medialne vrednosti pri normalni nose¢nosti za uE3 (nmol/l) v ¢asu od 13. do 20. tedna
nosecénosti so bile 0,45-15,31 (naras¢ajoce). Vrednosti uE3 pri Downovem sindromu
pa so bile 0,79 in 0,73 MoM. 0,73 MoM je geometrijska povpre¢na vrednost v materi-
nem serumu, dobljena iz 363 primerov Downovega sindroma v 11 Studijah (718, 33).

Mnenja o tem, ali vklju€itev uE3 v presejalne teste ugodno vpliva na ocenitev multiva-
riantnega tveganja, so deljena. Pri nekaterih Studijah je ocitno, da uE3 dvigne detekcij-
sko to€ko pri presejalnem testu Downovega sindroma in drugih anevploidij, drugi razi-
skovalci pa so ugotovili, da ugodno vpliva na presejalni test Downovega sindroma. Teo-
reti¢no je dokazano, da vsaka dodatna analizirana snov, uporabljena v multivariantnih
analizah, doda komponento napake, ki kmalu postane nesprejemljivo velika. Ta u€inek
lahko razumemo, ¢e upostevamo, da ima vsaka dodatna analiza moznost, da sama po-
da rezultat, ki lahko potrdi diagnozo Downovega sindroma. Ce uporabimo ve¢ analiz,
naraste moznost, da bo ena od njih dala pozitiven rezultat. Nejasno je torej, ali je sploh
smiselno uporabljati UES za presejalne teste. To bo postalo jasno, ko bomo imeli na raz-
polago ve¢ podatkov (39—42).

Prosti horionski gonadotropin

Pri normalnih nose¢nostih najdemo v materinem serumu v drugem trimesecju intaktni
hCG v vrednostih, ki variirajo od 20.000 IE/I do 50.000 IE/I. Koncentracije proste beta-
hCG podenote dosegajo povpreéno 0,5 % koncentracije intaktnega hCG-ja. Medialne
vrednosti za prosti beta-hCG v materinem serumu v ¢asu od 14. do 16. tedna so 16,3 mg/|
za normalne nosecnosti in 34,7 mg/l za take z Downovim sindromom, v ¢asu od 17. do
18. tedna pa je medialna vrednost 10,9 mg/l za normalne in 19,9 mg/l za nosec¢nosti z Dow-
novim sindromom (25, 26, 42).

Ucinkovitost metodologij s prostim beta-hCG je bila potrjena kot boljSa od tiste s celo-
kupnim hCG pri presejalnem testu materinega seruma. Kakorkoli, toéna ocenitev hCG-
ja je pomemben dejavnik pri zanesljivosti metode. Ravno tako pomembna je dobra kon-
trola in ponovljivost testa. Vprasljiva je stabilnost prostega beta parametra, ker je bilo
prikazano, da koncentracija prostega beta-hCG znacilno naraste Ze po Sestih urah pri
sobni temperaturi. Nejasna je narava tega parametra, saj se je izkazalo, da razli¢na pro-
titelesa vstopajo v interakcije s prostim beta-hCG. Na podlagi tega so se nekateri cen-
tri odloCili za metodo s celotnim hCG-jem pri presejalnem testu materinega seruma (43).

Kombinacije presejalnih testov

Presejalni test Downovega sindroma temelji na kombiniranju rezultatov iz materinega
seruma s starostjo matere v zapleten matematicni algoritem. Kakorkoli, vprasljivo je, ka-
teri analit ima najvecji vpliv in katere kombinacije prinesejo najboljSo zaznavo (odsto-
tek detekcije). Problem lahko oblikujemo v dve preprosti vprasanii: »Ali estriol znacilno
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doprinese k detekciji?« in »Ali je za detekcijo bolje uporabiti prosti beta-hCG ali celo-
kupni beta-hCG?«. Podan bo kratek oris vsakega modela.

Dvojni test: AFP + celokupni hCG

Evaluacija podatkov, ki jih je zbral neki laboratorij na zahodu Skotske z rutinskimi pre-
sejalnimi testi, je pokazala, da je odstotek detekcije oseb z Downovim sindromom, ¢e
upostevamo le materino starost, od 12 do 15 %. Ce upo$tevamo starost in AFP, zna-
§a 43 %, in ¢e upostevamo kombinacijo starost + AFP + celokupni beta-hCG (dvojni test),
zna$a 73 %. Ti rezultati nam pokazejo bistveno izboljSavo odstotka detekcije, ki ga do-
sezemo z ustrezno izbiro multivariantne metodologije presejalnih testov (20).

Trojni test: uUE3 + AFP + celokupni hCG

Kombinacija ve¢ analitov za izraun tveganja bi naj teoreti¢no izboljSala odstotek de-
tekcije oseb z Downovim sindromom. Prakti¢éno pa lahko tezavnost skrbnega in repro-
ducibilnega ocenjevanja multiplih parametrov zmanjSa ucinkovitost metod, ki temeljijo
na metodologiji multiplih analiz.

S kombiniranjem materine starosti ter hCG, AFP in uE3 v materinem serumu dobimo
metodo, ki je sposobna odkriti priblizno 60 % nosecnosti z Downovim sindromom, da-
je pa 5 % lazno pozitivnih rezultatov (2).

Dvoletna Studija presejalnih testov materinega seruma s trojnim testom (hCG, AFP, uE3)
na populaciji 9530 zensk z majhnim tveganjem (mlajSe od 35 let) je prikazala 57 % ob-
Cutljivost (odkriti so bili 4 od 7 primerov Downovega sindroma), pri tem pa je 3,2 % laz-
no pozitivnih rezultatov (717).

Analiza podatkov iz Juznega Walesa in Romforda pa je pokazala, da z dodatkom es-
triola k dvojnemu testu (AFP, celokupni hCG) ne dosezemo izboljSav (41).

Primerjava celokupnega hCG in prostega beta-hCG

Studije v veé raziskovalnih sredi&&ih so pokazale, da je pri trojnem testu z uporabo ce-
lokupnega hCG odstotek detekcije 51,2 %, odstotek lazno pozitivnih rezultatov pa
5,3%. Z uporabo prostega beta-hCG je odstotek detekcije enak 60 %, odstotek lazno
pozitivnih rezultatov pa 5,1 % (44).

Iz drugih virov pa je razvidno, da z drugacno interpretacijo podatkov dobimo drugaéne
rezultate. Izracunan odstotek detekcije pri upostevanju prostega beta-hCG in AFP naj
bi bil 54 %. Z uporabo celokupnega hCG in AFP pa je odstotek detekcije enak 57 %. 1z-
hajajoc¢ iz teh virov je torej boljSa uporaba kombinacije AFP in celokupnega hCG-ja (45).

Namen naSe raziskave

Namen naSega dela je za drugo trimesecje nosecnosti dolo¢iti medialne vrednosti na-
slednjih serumskih oznacevalcev: prostega estriola, alfa-fetoproteina in humanega ho-
rionskega gonadotropina, in sicer za populacijo nosecih Zzensk v Sloveniji. V prihodno-
sti naj bi se na osnovi teh podatkov izraunalo tveganje, da mati nosi plod z Downovim
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sindromom. Mediane zelimo primerjati z medialnimi vrednostmi, ki nam jih je posredo-
valo podjetje Logical Medcal Systems Ltd., ki je zasnovalo rac¢unalniSki program, s ka-
terim dolo¢amo tveganje. Na osnovi primerjave median se bomo odlogili, ali je ta pro-
gram uporaben za nas.

Razvrstitev v skupine

Ve¢ let smo zbirali kri nose¢nic namenjeno za hormonske analize na podrocju celotne
Slovenije. Kri smo odvzeli nose¢nicam v ¢asu od 15. do 20. tedna nosec¢nosti, nosec-
nice so bile starejSe od 35 let. To kri smo nato analizirali v hormonskem laboratoriju na
InStitutu za kliniéno kemijo in kliniéno biokemijo. Dolo¢ali smo kvantitativne vrednosti treh
serumskih oznacevalcev: uE3, AFP in hCG.

Vzorce smo razdelili glede na gestacijsko starost plodu. Le-to je dolocil ginekolog z ul-
trazvo¢nim pregledom in na podlagi datuma zadnje menstruacije.

Vzorce smo dobili iz populacije 174 nosecnic in smo jih razdelili v skupine, kot prikazu-
je tabela 2.

Tabela 2. Razvrstitev 174 serumskih vzorcev nosecnic v skupine.

Skupina Gestacijska starost (teden) Stevilo vzorcev
1 15 40
2 16 44
3 17 25
4 18 22
5 19 24
6 20 19
Normalne vrednosti

Prosti estriol

Normalno je, da produkcija estriola, tako prostega kor celokupnega narasca hkrati z raz-
vijanjem plodu. Njegova koncentracija naras¢a vse do poroda. Vrednosti v materini kvi
variirajo od nosecnice do nosecnice. Normalno obmocje za dolo¢eno gestacijsko sta-
rost zajema vse nivoje estriola, ki odstopajo za 50 do 200 odstotkov od mediane za to
starost.

Mediane za razli¢ne gestacijske starosti so navedene v tabeli 3.
Alfa-fetoprotein

V ¢asu nosecnosti koncentracija AFP v materinem serumu naras¢a, dokler ne doseze
maksimuma v ¢asu med 28. in 32. tednom nosecnosti. Po 32. tednu pri¢ne koncentra-
cija ponovno padati.
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Medialne vrednosti za normalno nosec¢nost so podane v tabeli 3.

Horionski gonadotropin

Serumski nivoji hCG eksponentno naras€ajo med 3. in 10. tednom po zadnji menstrua-
ciji. Vrh dosezejo v €asu prvega trimesecja (okrog 100.000 IE/l) in nato v ¢asu druge-
ga in tretjega upadajo.

Normalne mediane vrednosti za gestacijsko starost od 15. do 20. tedna so podane v ta-
beli 3.

Tabela 3. Normalne medialne vrednosti treh serumskih oznacvelcev (46). uE3 — prosti estriol, AFP — alfa-
fetoprotein in hCG — humani horionski gonadotropin.

Gestacijska starost (tedni) Medialne vrednosti
uE3 (nmol) AFP (KIEN) hCG (IE/l)

15 3,89 19,3 29.900
16 4,48 24,9 27.900
17 5,07 315 21.600
18 6,46 39,2 19.600
19 7,46 48,1 18.400
20 8,86 58,1 19.500

Rezultati in razprava

Tabela 4. Medialne vrednosti treh seumskih oznacevalcev analiz vzorcev 174 slovenskih nosecnic. uE3 — pro-
sti estriol, AFP — alfa-fetoprotein in hCG — humani horionski gonadotropin.

Getsacijska starost (tedni) Medialne vrednosti
uE3 (nmol/) AFP (KIEN) hCG (IEN)

15 4 21,7 29.693
16 4,5 27,9 26.039
17 5 33,7 21.045
18 6,5 39,8 19.226
19 7 49,5 17.730
20 9 60,8 16.758

Opazimo lahko, da se medialne vrednosti ujemajo z nasimi priakovaniji. Priakovali smo,
da koncentracija UE3 v ¢asu od 15. do 20. tedna nosecnosti narasc¢a. Enako velja tudi
za AFP, za hCG pa smo pri¢akovali, da bodo koncentracije upadale. To se je v nasih
raziskavah tudi izkazalo.
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Zanimalo nas je Se, ali se naSe medialne vrednosti ujemajo s podatki iz literature. Ta
primerjava je prikazana v tabeli 5.

Tabela 5. Primerjava median iz literature z nasimi vrednostmi treh serumskih oznacevalcev. uE3 — prosti es-
triol, AFP — alfa-fetoprotein, hCG — humani horionski gonadotropin, literat. — vrednost mediane v literatu-
ri, Studija — vrednost mediane dobljena v nasi Studiji in % razl. — odstotek v katerem se nasa vrednost me-
diane razlikuje od tiste iz literature.

Gestacijski uE3 AFP hCG
teden (nmol/) (KIEN) (IEA)

literat. Studija % razl. literat. Studija % razl. literat.  Studija % razl.

15 3,89 4 2,83 19,3 21,7 12,43 29.900 29.693 0,69
16 4,48 45 0,45 24,9 27,9 12,05 27.900 26.039 6,67
17 5,07 5 1,38 31,5 33,7 6,98 21.600 21.045 2,57
18 6,46 6,5 0,62 39,2 39,8 1,53 19.600 19.226 1,91
19 7,46 7 6,17 48,1 49,5 2,91 18.400 17.730 3,64
20 8,86 9 1,58 58,1 60,8 4,65 19.500 16.758 14,06

Odstopanje nasih median od rezultatov iz literature je podano le z odstotkom razlike.
Testa signifikantnosti nismo mogli izvesti, ker nismo imeli podatka o standardnih devia-
cijah in velikostih vzorcev za podatke iz literature. Zato smo za nazornejSo predstavitev
ujemanja obeh vrst podatkov izdelali tri grafe. Na slikah 1, 2 in 3 je prikazana odvisnost

koncentracije UE3

10 7 « koncentracija uE3
9 1 - (nmol/l) (literatura)
8 koncentracija uE3
- (nmol/l) (Studija)
7 4
A d
6 4
5 4 “~
4 + ®
3 4
2 4
1 4
0

14 15 16 17 18 19 20 21
tedni gestacije

Slika 1. Odvisnost koncentracije prostega estriola v materinem serumu od gestacijske starosti (primerjava
podatkov iz literature s tistimi iz naSe Studije). uE3 — prosti estriol.
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koncentracija AFP (1U/ml)

70 1 « koncentracija AFP
(IU/ml) (literatura)

60 + * koncentracija AFP
(IU/ml) ($tudija)

50 + H

40 + s

30 | ¢

.

20 + .

10 +

0

14 15 16 17 18 19 20 21
tedni gestacije

Slika 2. Odvisnost koncentracije alfa-fetoproteina v materinem serumu od gestacijske starosti (primerjava
podatkov iz literature s tistimi iz naSe Studije). AFP — alfa-fetoprotein.

koncentracija hCG (mIU/ml)

30000 T *
- # koncentracija hCG

(mlU/ml) (literatura)

25000 -+ .
koncentracija hCG

- (mIU/ml) (Studija)
20000 - -
<*

15000 +

10000 +

5000 +

0

14 15 16 17 18 19 20 21
tedni gestacije

Slika 3. Odvisnost koncentracije humanega horionskega gonadotropina v materinem serumu od gestacijske
starosti (primerjava podatkov iz literature s tistimi iz nase Studije). hCG — humani horionski gonadotropin.
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medailnih vrednosti treh serumskih oznac¢evalcev od gestacijske starosti — za nase vred-
nosti in vrednosti iz literature.

Iz grafov je razvidno, da je ujemanje najvecje pri medialnih vrednostih za uE3, saj se
vrednosti iz literature skoraj ujemajo z nasimi.

Na sliki 2 je opazno vzporedno naras¢anje median z gestacijsko starostjo, tako za lite-
raturne podatke kot za naso Studijo. Hkrati je razvidno, da so medialne vrednosti za AFP
v materinem serumu pri naSem vzorcu vi$je.

Tudi za hCG velja, da je ujemanje median zadovoljivo; izstopata le mediani za 16. in
20. teden nosecnosti.

Predpostavljamo, da je vzrok tem odstopanjem majhnost naSega vzorca. Vzorci za po-
samezne tedne nosecnosti so vsebovali od 10 do 44 enot, kar je premalo, da bi bili re-
zultati lahko prenosljivi na populacijo slovenskih nosecnic. Zato Se vedno poteka zbira-
nje vzorcev krvi nosecnic iz celotne Slovenije. V prihodnosti bodo tudi ti vzorci zajeti v izra-
¢un median za slovensko populacijo.

Na podlagi nasih rezultatov smo se odlo€ili za uporabo raunalniSkega programa za izra-
¢un tveganija rojstva otroka z Downovim sindromom, saj so naSe meritve primerljive s ti-
stimi, ki jih je posredovalo podjetje LMS — program Alpha (Meditrade d.o.0.), ki je za-
snovalo program (46). Ta program upoSteva pri izra¢unu materino starost in serumske
vrednosti treh oznacevalcev: uE3, AFP in hCG (trojni test), pri ¢emer je na$ test zajel
celokupni hCG.

Preverjanje ucinkovitosti izbranega ra¢unalniSkega programa je zahtevno, saj je pogo-
stost pojavljanja Downovega sindroma majhna (1 na 600 do 1000 zivorojenih otrok). Za-
radi tega je verjetnost, da se bo v vzorcu 174 oseb pojavil kaksen prizadet plod, zelo
majhna. Kljub temu pa je bil z nadim presejalnim testom materinega seruma Ze ugo-
tovljen en tak primer, ki so ga pozneje tudi potrdili z amniocentezo.

Metode, ki smo jih uporabili za kvantitativno dolo¢anje nastetih treh oznacevalcev, so
visokospecificne in zelo obc&utljive. Pri vseh treh postopkih smo uporabili visokospeci-
ficna protitelesa, ki imajo majhno navzkrizno reaktivnost z ostalimi komponentami se-
ruma, ki so bodisi fizioloSko normalno prisotne ali pa so zdravilne ucinkovine.

Visoka je tudi obCutljivost uporabljenih testov. Pri uE3 je meja zaznave nad 0,15 ng/ml
prostega estriola, za AFP je nad 0,5 IE/ml in za hCG 1 IE/I. Na osnovi tega lahko z ve-
liko gotovostjo trdimo, da so dobljene vrednosti dokaj realne. Med individualnimi vred-
nostmi je opazna velika spremenljivost, zato je tvegano trditi, da so tudi dolo¢ene me-
diane realne, saj je bil nas vzorec zelo majhen.

Mislim, da je vpeljevanje diagnosticiranja Downovega sindroma s presejalnimi testi ma-
terinega seruma zelo pomembno, saj omogoca cenej$o izvedbo testa ugotavljanja no-
secnosti z Downovim sindromom in na ta nacin dostopnost ve¢jemu Stevilu nosecnic.
Hkrati je ta metoda, v primerjavi zamniocentezo in drugimi invazivnimi metodami, zmanj-
Sala nevarnost spontanega splava in poenostavila izvedbo testa.
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Bistvo diagnosticiranja Downovega sindroma je v tem, da se nose¢nicam, za katere ugo-
tovimo visoko tveganije, da nosijo prizadet plod, svetuje prekinitev nosec¢nosti. Tukaj pa
pridemo do tocke, kjer dobi problematika SirSe razseznosti, saj se dotaknemo podrocij
etike, morale, verskega prepri¢anja...

Omeniti velja Se to, da so stroski diagnosticiranja Downovega sindroma verjetno manj-
i od oskrbe in nege ljudi, prizadetih z Downovim sindromom. Zato je smotrno vkljuce-
vanje ¢im vecjega Stevila nosecnic v presejalne teste Downovega sindroma.

Sklep

Koncentarcije uE3 v materinem serumu nasih vzorcev v ¢asu od 15. do 20. tedna no-
secnosti naras€ajo z gestacijsko starostjo. Enako velja tudi za AFP. Za hCG pa je od-
visnost ravno obratna: z gestacijsko starostjo koncentracije upadajo. Tako povezavo med
koncentracijami in gestacijsko starostjo smo pri¢akovali.

Mediane, ki smo jih dologili iz naSih vzorcev za posamezne tedne nosec¢nosti, se dobro
ujemajo s podatki iz literature. Nekatera odstopanja so najverjetneje posledica premajh-
nega vzorca. Potrebno bo $e nadaljnje zbiranje serumskih vzorcev nosecnic in vkljuci-
tev tudi le-teh v izrac¢un medialnih vrednosti.

Odlogili smo se, da bomo tudi naprej uporabljali racunalnigki program za izra¢un tvega-
nja, ali mati nosi plod z Downovim sindromom, ki ima v izraun zajeto materino starost
in materine serumske koncentarcije uE3, AFP in hCG.
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