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PAPP-A (PREGNANCY ASSOCIATED PLASMA PROTEIN-A)-
MARKER CHROMOZOMOVYCH ABNORMALIT

Roébert Dankovcik, Peter Urdzik, Radomir Hredzak

V stadii boli stanovené hladiny PAPP-A u 494 zien v prvom trimestri od 10+0 do 13+6 tyzdna gravidity. Vysledky merani, sta-
novenie hodnot percentilov MoM, regresné studie a grafy medianov umoznia SirSie zavedenie PAPP-A do klinickej praxe ako
nového markera chromozomovych abnormalit v prvom trimestri. Pre sérové hladiny PAPP-A pri Downovom syndrome je typic-
ké, ze pocas prvého a na zaciatku druhého trimestra su vel'mi nizke, a preto vhodné na skriningové ucely. PAPP-A je doteraz
jediny znamy cisty placentarny produkt, ktorého hladina je pri gravidite s Downovym syndromom zniZena.
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PAPP-A (PREGNANCY ASSOCIATED PLASMA PROTEIN-A) MARKER OF CHROMOSOMAL ABNORMALITIES
The study involved 494 women in the 1st trimester from 10+0 - 13+6 weeks of pregnancy in which the levels of PAPP-A were
determined. Results of measuring, determining of levels of MoM percentils, regressive studies and median graphs enable to
introduce PAPP-A as a new marker of chromosomal abnormalities in the 1st trimester into clinical practice. Serum levels of
PAPP-A in Down s syndrome are typically very low during the 1st trimester and thus suitable for screening. PAPP-A has been
found to be the only clear placental product the level of which is in gravidity with Down" s syndrome lower.
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Uvod
PAPP-A (pregnancy associated plasma protein-A) je gly- Taburka 1. Medidny MoM PAPP-A v graviditich s Downovym syndromom
koprotein tvoreny 4 podjednotkami s celkovou molekulovou  (SpPracované podfa Canicka) "

hmotnostou priblizne 750000 Da. Prvykrat bol opisany v ro- Autor Rok Pocet DS MoM PAPP-A
ku 1972 Gallom a Halbertom®. Dve zo §tyroch podjednotiek Wald et al 1992 19 023
sg s;?ec1flcke 'pre PAPP—A .a dve su identické s hlavpym ba- Brambati et al 1993 1 027
zickym proteinom eozinofilov®. PAPP-A komplex je synte-
tizovany v placente a vylucuje sa priamo do materskej cirku- Aty 1993 / 0,33
lacie®. Hladina PAPP-A sa da prvy raz dokazat v 7. tyzdni lles et al 1993 25 0,38
gravidity, jeho hladina stipa pocas gravidity takmer propor- Muller et al 1993 17 0,42
monalnfa s rastom plaAcenty .s maximalnymi hodnot.ar'm V.ter- Brambati et al 1994 13 031
mine porodu®. Po porode je klirens PAPP-A z periférnej kr- -
. < . , . Brizot et al 1994 45 0,50
vi pomalSi ako u inych molekul vytvorenych trofoblastom.
Biologicka funkcia PAPP-A nebola dlho po svojom objave- Macintosh et al 1994 7 0,40
ni znama. PAPP-A je proteinaza ,insuline-like growth factor Spencer et al 1994 21 0,60
binding proteinu“ (IGFBP) v tehotenskom sére®. van Lith et al 1994 20 027
Ta}mez. nie Jf) J'asna patquz1olf)glcka prlc1r}a jeho mrzkych Krantz et al 199 - 041
hodnét pri graviditach postihnutych Downovym syndrémom
(DS). S istotou mozno povedat len to, Ze PAPP-A je jediny Waldiotal 1996 n 043
doposial' znamy Cisty placentarny produkt, ktorého hladina Berry et al 1997 52 0,50
je pri gravidite s Downovym syndromom niZSia. VSetky ostat- Forest et al 1997 18 0,51
né placentarne produkty maju v prvom a v druhom trimes- orlandi et al 1997 7 nestanovend
tri pri Downovom syndréme hodnoty vysSie, ako je norma ;
. o . . Qin et al 1997 36 0,40
pre zdravé tehotenstvo. Pre sérové hladiny PAPP-A pri Dow-
novom syndrome je typické, Zze pocas prvého a na zaciatku Biagiotti et al 1998 32 042
druhého trimestra su vel'mi nizke, a preto vhodné na skrinin- Haddow et al 1998 48 0,41
gové ucely. Po 14. tyZdni sa tato vynimoc¢na vlastnost straca Wheeler and Sinosich | 1998 17 043
a pFE)du}(01a PA.PP-A sa dostgva na groven zdr:a\{ych grziwdlt. Casals et al % 5 0.36
ZniZena sekrécia v prvom trimestri sa vysvetluje narusenou
expresiou génov, narusenou syntézou proteinov, postsyntetic- Tsukerman et al 1999 3 0,42
kou sekre¢nou funkciou alebo ich kombinaciami‘®. Spolu 563 0,40
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V roku 1991 Brambati a kol.”” ako prvi pisali o moz-
nosti vyuzitia PAPP-A ako skriningového markera chro-
mozoémovych aberacii v prvom trimestri. Do roku 1996 bo-
lo publikovanych 12 §tudii na 297 vzorkach gravidit s DS
s takmer uniformne zhodnym medianom MoM pre DS-
0,38 MoM. Namerané hladiny PAPP-A boli 2,5 krat nizSie
ako pri zdravych plodoch®. Od roku 1996 bolo publikova-
nych dalSich 9 studii s celkovym po¢tom 273 vzoriek s DS
bez vyraznejSich zmien v medianoch MoM PAPP-A, typic-
kych pre Downov syndréom (0,38-0,40).

Matematickym modelom ako aj praktickymi vysledka-
mi bola stanovena senzitivita PAPP-A ako markera chro-

Tabulka 2. Tabulka medidnov PAPP-A (diZka gravidity stanovena USG, hod-
noty PAPP-A v mIU/ml)

Dizka gravidity Medién PAPP - A

ukonéeny tyzden median | POCet | | iotka | MoM
gravidity (dni)

10 72,0 186 1,35 1,274

11 80,0 131 2,10 1,253

12 87,0 121 3,90 1,478

13 93,5 56 519 1,391

10-13 494 1,322

10 ty percentil: 0,559

90 - ty percentil: 2,675

S.D. (log 10 MoM): | 0,265

Graf 1. Regresnd krivka medidnov PAPP-A / gestacny vek s tabulkou hodnét
mediénov a rovnicou regresnej krivky

Nakres vlozenych hodn6t () a regresnej krivky (")

PAPP-A

mozomovych abnormalit. Zachytnost Downovho syndro-
mu pri pouziti PAPP-A v prvom trimestri je 42 % pri 5 % fa-
loSnej pozitivite®.

Material a metodika

Pacientky a kontrolné skupiny

VySetrovany subor tvorilo 494 tehotnych pacientok,
ktoré boli odoslané rajéonnymi gynekologmi na ambulan-
ciu 2. gynekologicko-poérodnickej kliniky od 1.11.2001
do 30.10.2002 za ucelom vySetrenia v integrovanom teste.
Do stiboru boli zahrnuté pacientky vSetkych vekovych sku-
pin, median-27 rokov. Do suboru sme nezahrnuli pacient-
ky, ktoré sa po prvom odbere krvi na PAPP-A nedostavili
na odber krvi na triple test a tieZ pacientky, u ktorych sme
si nevedeli overit status novorodenca. Viacplodové gravidi-
ty sme do suboru nezaradili pre nemoznost jednoznacnej
interpretacie vysledku skriningu.

Graf 2. Regresna krivka PAPP-A / hmotnost matky s tabulkou hodnét media-
nov a rovnicou regresnej krivky

Nakres vlozenych hodnét (*) a regresnej krivky (")

PAPP-A
(MoM)

Rovnica regresnej krivky

Median PAPP-A MoM=A*B* hmotnost (kg)
A=2,7718930

B=0,9831084

Tabufka hodndt regresnej krivky PAPP-A / hmotnost matky

Median PAPP-A MoM
: Median hmotnosti (kg) | Pocet pripadov | regredované | namerané
Gestacny vek (dni) hodnoty
Rovnica regresnej krivky 40,0 4 1402 1,031
Median PAPP-A=A*B** gestaény vek (dni) 47,0 29 1,245 1,201
A=0,0112719 52,0 83 1,143 1,249
?o_to1 ’rggf:fgr?tuje 57,1% narast v medidne PAPP-A za tyzden 37,0 104 1,050 1140
61,0 112 0,981 0,929
Hodnoty v regresnej tabulke 66,0 67 0,900 0,826
Median PAPP-A 72,0 38 0,813 0,620
Gestacny vek (dni) Pocet vzoriek regredované | namerané 75,0 23 0,772 0,834
hodnoty 82,0 15 0,686 0,850
72,0 186 1,33 1,35 88,0 7 0,619 0,580
80,0 131 2,26 2,10 91,0 6 0,588 0,967
87,0 121 3,59 3,90 96,5 2 0,536 0,595
93,5 56 5,52 519 103,0 4 0,479 0,557
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Princip testu

DSL 10-27100 Active PAPP-A ELISA je enzymaticky
amplifikovany ,,dvojkrokovy“ sendvicovy typ imunoanaly-
zy. Standardy, kontroly a vzorky vysetrovaného séra sme
inkubovali v mikrotitracnych jamkach, ktoré boli opraco-
vané anti-PAPP-A protilatkou. Po inkubacii a premyti sme
jamky opracovali druhou anti-PAPP-A protilatkou znace-
nou chrenovou peroxidazou (HRP). Po druhej inkubacii
a premyti sme jamky inkubovali s tetrametylbenzidino-
vym substratom (TMB). Potom sme pridali roztok kyse-
liny - stop roztoku. Stupen enzymatickej zmeny substratu
sme stanovili meranim absorbancie pri dualnej vinovej diz-
ke 450 a 620 nm.

Namerana absorbancia bola priamo iumerna koncentra-
cii PAPP-A vo vzorke. Standardy sme pouZivali na vytvo-
renie Standardnej krivky absorbancie oproti PAPP-A kon-
centracii, z ktorej sme vypocitali koncentracie PAPP-A vo
vzorkach.

Vysledky

V tabul'ke 2. su uvedené hodnoty medianov PAPP-A,
ktoré medzi 10. a 14. tyzdiiom stupaju od 1,35mIU/ml
do 5,19 mIU/ml. Hodnota medianov PAPP-A sa zvySuje
0 57,1% za tyzden. Vypocitali sme hodnoty 10. a 90. per-
centilu MoM, ako aj Standardnu odchylku (S.D. log 10
MoM) logaritmu MoM.

Vysledkom regresnej Studie PAPP-A je tabulka me-
dianov pre 10., 11., 12. a 13. tyZden gravidity a regresna
krivka medianov. Rovnica regresnej krivky s koeficienta-

mi A a B umoznuje vypocitat hodnotu medidnu PAPP-
-A programom Alpha, po zadani prisluSného dna gravidity
ako koeficienta GA v regresnej rovnici (graf 1).

V tabul'ke 3 su uvedené hodnoty medianov PAPP-A po
ich regresii na hmotnost matky. Vzhladom k znadmemu poc-
tu vzoriek sme vykonali vaZenu regresiu. Hmotnost sme za-
davali v skupinach po 5kg. V tabulke 2. su hodnoty medi-
anov PAPP-A nekorigované a v tabulke 3. korigované ku
hmotnosti matky. Medzi nekorigovanymi hodnotami me-
dianov su neStandardizované a Standardizované hodnoty.
Hodnoty standardizovanych nekorigovanych hodnét MoM
sme vypocitali tak, Ze neStandardizovany MoM v kazdej va-
hovej skupine bol vydeleny celkovym neStandardizovanym
medianom MoM (napr. pre vahovu skupinu pod 45 bol vy-
pocet nasledovny: 1,363 : 1,318=1,035). Na vypocet korigo-
vanych medianov PAPP-A k hmotnosti matky sme v regres-
nej Studii pouzivali hodnoty Standardizovanych MoM.

V naSom subore 494 pacientok sme namerali hodno-
tu PAPP-A pod cutoff 0,4, celkovo 17-krat (3,44%). V sle-
dovanom subore sa vyskytovali 3 chromozémové abnor-
mality. V pripade, kedy bol u plodu s karyotypom 46, XY
zisteny abnormalne dlhy chromozém Y, ktorého velkost
zodpovedala chromozémom zo skupiny E, bola hodnota
PAPP-A=0,73MoM. V pripade verifikovaného Turnerovho
syndromu sme namerali hodnotu PAPP-A zodpovedajicu
0,94 MoM. U plodu s Downovym syndromom bola hod-
nota PAPP-A zodpovedajuca 0,88 MoM. Hodnotu PAPP-
-A=0,35MoM sme namerali u plodu, ktory mal defekt ko-
morového septa pri normalnom karyotype.

Diskusia
Tabufka 3. Tabufka medianov PAPP-A / hmotnost matky Tato §tudia bola prvou na Slovensku, ktora
Hmotnost matky (kg) Median PAPP-A MoM v humannom vyskume pouzila PAPP-A ako ante-
Véhove | Medidny | Pocet neupravovany vzhfadom k vahe | Upravovany | natdlny marker chromozomovych abnormalit.
skupiny | Vahovych | vzoriek |- P ————| vzhfadom Nami namerané hodnoty medianov PAPP-A
PINY | ckupin nedtandardizovany | Standardizovany | | ne . e > T )
P medlan median medzi 10.-14. tyzdnom gravidity stupaju o 57,1 %
<45 40,0 4 1,363 1,031 1,085 za.tyzden. PI}PP-A je produkova.ny.placenjtou aje
priamo vylucovany do materskej cirkulacie. Pro-
45 - 470 29 1,588 1,201 1,28 S . , , . ,
porény narast sérovych hladin PAPP-A zisteny
50- 520 83 1,651 1,249 1452 v nasej studii je v zhode s viacerymi autormi®,
55 - 57,0 104 1,507 1,140 1,336 ktori ho vysvetluju narastom vel'kosti placenty.
60 - 61,0 112 1,228 0,929 1,205 PAPP-A je doteraz jediny znamy Cisty placentar-
65 - 66.0 67 1092 0.826 1123 ny produkt, ktorého hladina je pri gravidite s Dow-
20- 72,0 ” 0,620 0,620 0,867 nyovym syndromon‘lrmzsm. Vsetky ostatné Placen:
tarne produkty maji v prvom a v druhom trimestri
75- 75,0 23 1,103 0,834 1,274 . . <t .
pri Downovom syndrome hodnoty vysSie, ako je
80 - 82,0 15 1,124 0,850 1,298 norma pre zdravé tehotenstvo.
85 - 88,0 7 0,766 0,580 1,291 Viaceré studie stanovili median PAPP-A ty-
90 - 91,0 6 1,279 0,967 1615 picky pre Downov syndrom v pasme 0,38 ndsob-
95.- 9.5 5 0.786 0,595 1457 ku me':dlanu. \" nraVse{ Studii 49.4.Vzor1ek PAPP-A
s e p e p— Py medzi 10.-14. tyzdnom gravidity sme namera-
’ ’ ’ ’ li hodnotu PAPP-A nizsiu ako cutoff 0,4 celko-
60,0 494 1322 1,263 vo 17-krat. Ani v jednom pripade sme nezachytili

Poznamka: Standardizované mediany neupravované vzhfadom k MoM hodnotém s vypo-
Citané delenim nestandardizovanych medianov MoM v kazdej véhovej skupine celkovym

ne$tadardizovanym medianom MoM

Pri pouziti regresnej postupnosti na vypocitanie koeficientov pre dpravu vzhfadom k véhe by

mali byt pouzité Standardizované MoM hodnoty

chromozomovu abnormalitu. Podlimitnti hodnotu
PAPP-A=0,35 MoM sme namerali u plodu, ktory
mal defekt komorového septa pri normalnom ka-
ryotype. DoterajSie prace deklarovali takmer 50 %
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senzitivitu na hladine 5% faloSnej pozitivity'P. V naSom
subore sme taku citlivost PAPP-A, ako markera chromozo-
movych abnormalit, nezistili. Tato rozdielnost vysledkov
mohla byt spésobena tym, Ze vacSina experimentalnych,
ako aj klinickych publikovanych §tudii, vyhodnocovala se-
lektované skupiny Zien, u ktorych bol realizovany ante-
natalny skrining (vysSie vekové skupiny, Zeny s rizikovou
anamnézou). NaSa §tudia vyhodnocovala neselektivnu
vzorku zZien, ktoré konsekutivne navstevovali nasu kliniku
na zaklade odoslania obvodnym gynekologom.

Dalsim vysvetlenim mozZe byt relativne maly pocet Zien
vysetrenych v nasej Studii. Vzhladom na neselektivnost
vzorky Zien a pravdepodobnost vyskytu chromozémovych
abnormalit v neselektovanej populdcii Zien sme sa s chro-
mozdémovou abnormalitou ani nemuseli stretnut. Chro-
mozdémové abnormality zachytené integrovanym testom
v naSom subore (M. Down a M. Turner) neboli zachyte-
né triple testom. Hodnoty PAPP-A boli v oboch pripadoch
v medziach normy.

Vysledky merani PAPP-A na vzorke 494 Zien, stanove-
nie hodnot percentilov MoM, regresné Studie a grafy medi-
anov umoznia SirSie zavedenie PAPP-A do klinickej praxe
ako nového markera chromozémovych abnormalit v pr-
vom trimestri.
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Zaver

Hodnoty medianov PAPP-A medzi 10.- 14. tyZdiiom gra-
vidity stupaju o 57,1 % za tyzden. PAPP-A je preto stabilny
marker. Vysledky merani PAPP-A na vzorke 494 Zien, sta-
novené hodnoty percentilov MoM, regresné §tudie a grafy
medianov umoznia SirSie zavedenie PAPP-A do klinickej
praxe ako markera chromozomovych abnormalit v pr-
vom trimestri. K jeho zavedeniu do klinickej praxe na Slo-
vensku napomaha aj roz§irené pouzivanie pocitacového
programu Alpha, ktory sluzi na vyhodnocovanie bioche-
mického skriningu Downovho syndromu. Triple test (AFP,
uE3, hCG) spolu s vySetrenim PAPP-A v prvom trimestri,
t.j. biochemicky integrovany test, dosahuje pri 5 % falo$nej
pozitivite nalezov az 85 % senzitivitu?.
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