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Wstep

Trisomia 13 pary chromosomoéw (T13), to trzecia najczestsza trisomia autosomalna. Jest takze okreslana
mianem zespotu Patau (PS). Wystepuje z czestoscig miedzy 1/5000-20000 zywych urodzeh. Na podstawie
dostepnego pisSmiennictwa mozna stwierdzi¢, ze T13 wykazuje najnizsze wskazniki wykrywalnosci sposréd
najczestszych trisomii niezaleinie od stosowanej polityki skriningowej. Badania przesiewowe prowadzone
wpierwszym trymestrze cigzy w kierunku T13, w oparciu o klasyczny rekomendowany, test ztozony
(ang. combined screening test=CST), w ktérym oceniane sg takie parametry jak: wiek ciezarnej, grubosc
przeziernosci karku u ptodu (ang. Nuchal Translucency=NT) i poziomy surowicze biomarkerow krwi
ciezarnej, wykazaty czuto$¢ (ang. Detection Rate=DR) mieszczgcg sie w przedziale 75-90%. Zastosowanie
surowiczych biomarkerow jako elementu do badan przesiewowych w kierunku T13 wstepnie wydaje sie byc
mniej efektywne niz w przypadku innych aneuploidii, takich jak trisomia 21 (T21) i trisomia 18 (T18).
Ponadto coraz szerzej stosowane nieinwazyjne testy oparte na sekwencjonowaniu wolnego DNA
pochodzenia kosmoéwkowego (cffDNA) z krwi ciezarnej (ang. Non-lnvasive Prenatal Testing= NIPT),
wykazujace w przypadku T21 DR powyzej 99% przy FPR 1%, w skriningu w kierunku T13, dajg wyniki
znacznie gorsze- DR na poziomie 80-91% przy FPR ponizej 1%.

W warunkach polskich, z uwagi na ograniczenia w dostepie do refundowanego Programu Badan
Prenatalnych, znaczna czesc¢ ciezarnych poddawana jest w | trymestrze jedynie badaniu USG.

Cele badan

Gtéwnym celem moich badan byta analiza wydolnosci protokotu badawczego opartego jedynie
na ultrasonografii w kierunku wykrywania trisomii 13 w badaniu péznego pierwszego trymestru cigzy.

W Publikacji 1 analizowatem wyniki skriningu w oparciu o wieloparametrowe badanie USG
wraz ze szczegdtowg oceng anatomii ptodu. Na tej podstawie walidowatem jego wydolnos¢ w wykrywaniu
T13; opisatem najbardziej charakterystyczne wzorce i koincydencje markeréw ultrasonograficznych
oraz anomalii strukturalnych zwigzanych z PS; opracowatem model regresji logistycznej okreslajacy iloraz
szans (ang. Odds ratio= OR) dla najczesciej wystepujacych cech T13.

W Publikacji 2 poréwnatem wydolnos¢ wieloparametrowego protokotu USG ze skriningiem opartym
na tradycyjnym tescie ztozonym. Dodatkowo w obu publikacjach analizowatem wptyw wieku ciezarnej
na wyniki badan przesiewowych.

Materiat i metodyka

Analizowatem wydajnos¢ skriningu w kierunku T13 w populacji ciezarnych skierowanych na badania
przesiewowe pierwszego trymestru cigzy. Kwalifikacja pacjentek do grup badanych przebiegata
z uwzglednieniem nastepujgcych kryteriow wiaczenia: cigza pojedyncza, pomiar dtugosci ciemieniowo-
siedzeniowej (CRL) 45-84 mm i znany wynik potozniczy danego przypadku. W prowadzonych badaniach
obserwacyjnych zastosowatem alternatywng metode skriningu pdznego pierwszego trymestru w kierunku
T13 przy uzyciu wieloparametrowego badania USG, ktore na potrzeby badan nazwatem protokotem “NT+”".
Poza przeziernoscig karkowsg i czestoscig rytmu serca ptodu protokét ten zawierat drugorzedowe markery
ultrasonograficzne takie jak: wartos¢ indeksu pulsacji przeptywu w przewodzie zylnym, czynnos¢ zastawki
tréjdzielnej, kostnienie nosa oraz obecno$¢ duzych wad anatomicznych majacych wpltyw na ryzyko
najczestszych trisomii (przepuklina pepkowa lub pepowinowa, wspdlny kanat przedsionkowo-komorowy,
pecherz moczowy olbrzymi, wrodzona przepuklina przeponowa i holoprozencefalia), bez uwzglednienia
surowiczych biomarkerow.

Grupa badana w Publikacji 1 (F irst-trimester presentation of ultrasound findings in trisomy 13
and validation of multiparameter ultrasound-based risk calculation models to detect trisomy 13 in the late
first trimester. Journal of Perinatal Medicine, De Gruyter, Niemcy) obejmowata 5 901 przypadkow, w tym 56
przypadkow T13. Protokdt badania obejmowat skrining w oparciu o test NT+ oraz petng ocene anatomii



ptodu. Ultrasonograficzcne markery aberracji chromosomowych (NT, NB, TF, DV) badano zgodnie
z zaleceniami FMF. Wszczegdtowej analizie anatomii ptodu odnotowano wszystkie uwidocznione anomalie
strukturalne, takze te nie wptywajace na ryzyko najczestszych trisomii.

W Publikacji 2 (Clinical article: screening for trisomy 13 using traditional combined screening versus
an ultrasound-based protocol. The Journal of Maternal-Fetal & Neonatal Medicine, Taylor&Francis Group,
Wielka Brytania), grupa “CSG” (ang. Combined Screening Group) byta poddana klasycznemu testowi
ztozonemu, natomiast grupa “USG” (ang. Ultrasound Screening Group) wieloparametrowemu testowi
ultrasonograficznemu (test NT+). W ramieniu USG badana grupa liczyta 7 954 pacjentek, w tym 30
przypadkow T13, a w ramieniu CSG 12 906 pacjentek, w tym 27 ptodow z T13.

Obliczenia ryzyka przeprowadzitem przy uzyciu oprogramowania FMF 2.8.0 3 (Astraia Gmbh, Monachium,
Niemcy).

Podsumowanie wynikéw i wnioski

Najwyzszg ogdlng czuto$é¢ algorytmu ,NT+T13” wykazatem dla punktu odciecia 1/300. Stosujgc ten test
uzyskatem w Publikacji 1 czutos¢ 78.6% przy FPR 1.2%, a w Publikacji 2 83.3% przy FPR 1.8%.

W Publikacji 1 opisatem koincydencje dodatnich markeréw ultrasonograficznych u ptodow z T13.
Co najmniej jeden marker wykazatem u 75% ptodéw z T13 w poréwnaniu z 19.3% ptoddéw z prawidtowym
kariotypem. Izolowane dodatnie markery ultrasonograficzne stwierdzitem u 17.9% ptoddw z T13. Jedynie
w pozostatych 57.1% przypadkow T13 wykazatem wspotistnienie wiecej niz jednego z dodatnich markerow.
Wady serca wystepowaty u 41.1% badanych ptodéw z PS, z czego najczestsze byty wady lewego serca
(19.6%). Ocena anatomii pozasercowej ujawnita wady strukturalne u 53.6% ptoddéw, w tym mnogie
anomalie w dwudziestu jeden procentach przypadkéw. Pod wzgledem czestosci wystepowania najczesciej
wykazatem w tej grupie anomalii: wady CSN (26.8%), wady jamy brzusznej (21.4%), wady konczyn (9.5%),
wady twarzoczaszki (7.9%) oraz wady uktadu moczowego (7.1%).

W opracowanym modelu regresji logistycznej, w oparciu o najczestsze cechy ultrasonograficzne wykazane
u ptodéw z T13 podczas badania ultrasonograficznego podinego pierwszego trymestru, uzyskatem
hastepujgce wyniki: opéznione kostnienie nosa (OR= 6.3), grubos¢ NT powyzej 3 mm (OR= 36.5), obecnos¢
wady osrodkowego uktadu nerwowego (OR= 205.4), obecnos¢ wady jamy brzusznej (OR= 24.3), obecnos¢
wady lewego serca (OR= 18.2) oraz obecnos¢ nieprawidtowego profilu przeptywu w przewodzie zylnym
z ujemng falg a (OR=3.1).

W Publikacji 2 wykazatem, ze czutos¢ testu ztozonego jest wyzsza niz NT+ dla wszystkich analizowanych
punktéw odciecia: 1/50 (odpowiednio 88.5 vs 63.3%), 1/100 (odpowiednio 88.5 vs 70.0%) i 1/300
(odpowiednio 92.3 vs 83.3%).

Analizujgc wydolno$¢ skriningowg testu NT+, w zaleznosci od wieku ciezarnej (Publikacja 1), stwierdzam
Ze jest ona niedostateczna u miodszych ciezarnych. W zakresach wieku ciezarnych: miedzy 26 a 30 lat
oraz miedzy 31 a 35 lat, model ,,NT + T13” z punktem odciecia 1/300 wykazat czuto$¢ 61.5% i 75.0% przy
FPR odpowiednio 1% i 0.8%.

W Publikacji 2 zaobserwowatem, podobng jak w Publikacji 1, zaleznosc¢ dla grupy badanej w ramieniu “USG”,
natomiast w ramieniu “CSG”- nie wykazatem istotnego wptywu wieku ciezarnej na parametry wydolnosci
skriningowej testu.

Podsumowujgc, wyniki testu skriningowego opartego wytgcznie na wieloparametrowym badaniu
ultrasonograficznym w skriningu w kierunku T13 okazaty sie obiecujgce u pacjentek w wieku powyzej 36 lat
oraz niedostateczne u ciezarnych w wieku miedzy 26 a 36 lat. Test ztozony okazat sie by¢ skuteczniejszy w
wykrywaniu T13 niz wieloparametrowy test ultrasonograficzny.

Podczas badania skriningowego w kierunku T13 szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢c na wystepowanie
kombinacji wad lewego serca, wad CSN, jamy brzusznej, grubosci NT powyzej 95. percentyla, czestosci
rytmu serca powyzej 95. percentyla, profilu przeptywu z ujemng falg a w DV i opdznionego kostnienia nosa.



Summary

Introduction

Trisomy 13 (T13) is the third most common autosomal trisomy. It is also known as the Patau Syndrome (PS).
The incidence of PSis 1 in 5000-20.000 live births. Considering the data described in the literature it can be
concluded that T13 has the lowest detection rates among major trisomies based on various screening
policies. First-trimester screening for T13 according to the recommended combined screening test (CST)
consisting of NT (nuchal translucency) thickness on ultrasound and levels of serum biomarkers showed
detection rates (DRs) of 75 - 90%. The use of biomarkers in maternal serum as a screening tool for T13
seems to be less efficient than for other aneuploidies, such as trisomy 21 (T21) and trisomy 18 (T18).
Additionally, more and more popular non-invasive prenatal testing (NIPT) based on cell-free DNA
sequencing (cffDNA) from maternal plasma, which showed in screening for T21 DR above 99% at false-
positive rate (FPR) of 1%, in case of T13 screening presents significantly lower screening performance
results- DRs of 80—-91% with false positive rate (FPR) of 1%.

In Poland, due to the inclusion criteria to the refunded prenatal screening programme, a significant number
of patients undergo ultrasound-only screening in the first trimester.

Aims of the study

The main goal of the study was to analyze the performance of an ultrasound-only protocol to detect trisomy
13 in the late first-trimester screening.

In Publication 1, screening results of multi-parameter ultrasound protocol along with detailed assessment
of the entire early fetal anatomy were analyzed. On this basis: the efficacy of ultrasound-only methodology
in detecting T13 was explored; the most common ultrasound patterns of markers and anomalies associated
with PS were identified; a logistic regression model determining the odds ratios (ORs) of the most common
features of T13 was developed.

In Publication 2, the performance of a multi-parameter ultrasound protocol and screening based
on a traditional CST were compared. Additionally, in both studies, the influence of the maternal age (MA)
on screening performance was analyzed.

Materials and methods

The efficiency of screening for T13 in a population of pregnant women referred for the first trimester
screening was analyzed. Patients were enrolled according to the following inclusion criteria: singleton
preghancy, crown-rump length (CRL) measurement of 45 — 8 mm and known pregnancy outcome.
In our studies, an alternative methodology based on a multiparameter ultrasound-only protocol was utilized
in the late first trimester screening for T13. We called it the "NT+" protocol for the purposes of the study.
In addition to the nuchal translucency and the fetal heart rate (FHR), this protocol included secondary
ultrasound markers such as: nasal bone (NB), tricuspid flow (TF), ductus venosus {(DV) velocimetry, and
major anomaly findings included in the FMF risk calculation algorithm (holoprosencephaly, atrioventricular
septal defect, omphalocele, diaphragmatic hernia, and megacystis) without using the levels of serum
biochemical markers.

The study group in Publication 1 (First-trimester presentation of ultrasound findings in trisomy 13
and validation of multiparameter ultrasound-based risk calculation models to detect trisomy 13 in the late
first trimester. Journal of Perinatal Medicine, De Gruyter, Germany) comprised 5,901 cases, including fifty-
six T13 cases. The study protocol consisted of NT+ screening and a complete evaluation of the fetal
anatomy. The sonographic markers of chromosomal aberrations (NT, NB, TF, DV) were checked
in accordance with FMF recommendations. Detailed analysis of the fetal anatomy included all structural
anomalies, including those not affecting the risk of the most common trisomies.

In Publication 2 (Clinical article: screening for trisomy 13 using traditional combined screening versus
an ultrasound-based protocol. The Journal of Maternal-Fetal & Neonatal Medicine, Taylor & Francis Group,
United Kingdom), the classic CST was applied to patients enrolled to the “Combined Screening Group”
(CSG), while patients in the "Ultrasound Screening Group" (USG) were examined with the use of the NT+
protocol. In the USG arm, the study group consisted of 7,954 patients, including thirty T13 cases,
and in the CSG arm - 12,906 patients, including twenty-seven fetuses with T13.



The risk calculations for major trisomies were made with the use of FMF 2.8.0_3 algorithm software (Astraia
Gmbh, Munich, Germany).

Results and conclusions

The best general DRs of the "NT+ T13" algorithm were demonstrated with the use of 1/300 cut-off point.
Utilizing this test, DR of 78.6% with FPR of 1.2% in Publication 1 and DR of 83.3% with FPR of 1.8%
in Publication 2 were obtained.

In Publication 1 core coincidences of ultrasound markers found in fetuses with T13 were described.
Regarding the presentation of the ultrasound markers, at least one marker was observed in 75% of fetuses
with T13 compared to 19.3% of fetuses with normal karyotypes. Isolated ultrasound markers
were identified in 17.9% of these fetuses. Only the remaining 57.1% of T13 cases presented with more than
one positive marker concomitantly. Congenital heart diseases were observed in 41.1% cases of T13,
of which the largest fraction were left heart defects (19.6%). Extracardiac malformations were identified
in 53.6% cases of T13 and 21% of these cases presented multiple anomalies. The most common anomalies
in this group affected: central nervous system (26.8%), abdominal organs (21.4%), limbs (9.5%), craniofacial
area (7.9%), and urinary tract (7.1%).

A logistic regression model was developed based on the most common ultrasound findings in T13.
The following parameters were obtained: lack of NB (OR= 6.3), NT >= 3 mm (OR= 36.5), central nervous
system anomalies (OR= 205.4), abdominal anomalies (OR= 24.3), left heart defects (OR= 18.2), and the
presence of reverse a-wave in ductus venosus flow (revDV) (OR= 3.1).

In Publication 2, the DR of the combined screening test proved to be higher than the DR of NT+ test for all
utilized cut-off points: 1/50 (88.5 vs 63.3%, respectively), 1/100 (88.5 vs 70.0%, respectively) and 1/300
(92.3 vs 83.3%, respectively).

Taking into account DRs depending on the maternal age subgroups, the obtained DR figures were rather
suboptimal. This was the case mainly in younger patients. In the MA ranges of 26-30 and 31-35 years,
the NT+ model with 1/300 cut-off point showed DRs only of 61.5% and 75%, respectively, with an FPR of 1%
and 0.8%, respectively. In Publication 2, a similar observation as in Publication 1 was found for the “USG”
arm of the study, while in the “CSG” arm - the maternal age did not seem to have such a significant impact
on the DR.

In conclusion, the effectiveness of the multiparameter sonographic protocol used for T13 screening showed
promising results in patients older than 36 years and suboptimal results in patients between 26 and 36
years old. The combined screening test was found to be more effective in detecting T13 than
the multiparameter ultrasound-only protocol.

When first trimester screening for T13 is considered, left heart defects, CNS anomalies, abdominal
anomalies, increased FHR above the 95th percentile, thickened NT above the 95th percentile, reversed
a-wave in DV velocimetry, and delayed NB ossification should receive specific attention.



