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Abstrakt

Prenatdlni diagnostika se z velké casti zabyvd odhalovanim aneuploidii, protoze jsou
nejcastejsi pri¢inou mentalniho a fyzického postizeni v détském véku a perinatalniho umrti.
Fetalni buniky jsou v soucasnosti ziskavany témet vyhradné invazivnimi metodami prenatalni
diagnostiky, které s sebou nesou urcité riziko spontanniho potratu. K eliminaci tohoto rizika
jsou screeningem nejprve vybrana téhotenstvi s vysokym rizikem vyskytu aneuploidie
anasledné jsou fetdlni builky analyzovany cytogenetickymi a molekularné-genetickymi

metodami.
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Abstract

Prenatal diagnosis mainly focuses on revealing aneuploidies — the most frequent cause of
mental and physical retardation in the childhood and perinatal death. Nowadays, fetal cells are
obtained by invasive methods of prenatal diagnosis with some risk of spontaneous
miscarriage. To eliminate those perils only pregnancies detected by screening as presenting

high risk of aneuploidies are subjected to the cytogenetic and molecular-genetic methods.
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1. Uvod

Aneuploidie jsou hlavni pfi¢inou fyzického postizeni a mentalni retardace v détském veku,
a proto se prenatalni diagnostika z velké €asti snazi o snizeni jejich incidence pii narozeni.
Nejcast¢jsimi aneuploidiemi jsou trisomie chromozomu 21 (Downtiv syndrom) s incidenci pii
narozeni 1:800, trisomie chromozomu 18 (Edwardstv syndrom) s incidenci pfi narozeni
1:6500 a trisomie chromozomu 13 (Patautiv syndrom) s incidenci pfi narozeni 1:12500. Tyto
trisomie jsou krom¢ mentdlni retardace doprovazeny ruznymi malformacemi
charakteristickymi pro dany syndrom a jejich vyskyt s vékem t€hotné stoupa. (Spencer, 2007)
Dalsimi ¢astymi aneuploidiemi jsou aneuploidie gonozomu jako je monosomie gonozomu X
(Turnertiv syndrom), kterd umoznuje ptezit pouze plodim zZenského pohlavi, Klinefeltertiv
syndrom vyznacujici se nadbytkem gonozomu X u plodi muzského pohlavi a dalsi
aneuploidie s nadbyteénym gonozomem X, Y nebo obéma z nich. Aneuploidie gonozomu se
vyskytuji méné casto nez aneuploidie autozomu a jejich klinicky projev neni oproti
aneuploidiim autozomu tak zévazny. U aneuploidii gonozomi neni prokazan jejich narast
s vékem tehotné. (Spencer, 2007)

Cilem prace je popsat a zhodnotit jednotlivé metody uplatiované v soucasné prenatalni

diagnostice nejcastéjSich aneuploidii a rovnéz nastinit jejich vyvoj.



2. Metody prenatalni diagnostiky

2.1. Screeningové metody — neinvazivni

Screeningové metody umoznuji pomoci neinvazivni metody vybrat podle urcitych kritérii
skupinu t€hotnych zen s vysSim rizikem vyskytu chromozomalnich aberaci u plodu. Témto
t€hotnym s pozitivnim vysledkem screeningu, tedy s individualnim rizikem piekracujicim
hrani¢ni hodnotu rizika prislusného testu, je poté dle tydnu téhotenstvi nabidnuta jedna

z invazivnich metod prenatalni diagnostiky. (Nicolaides, 2003)

2.1.1. Vyvoj screeningovych metod

Prvni pokusy o vytvofeni screeningovych programi byly zaznamenany na pocatku 70. let
minulého stoleti. Tehdy byl jedinym kritériem k oddéleni te¢hotnych Zen s vyssim rizikem
jejich vek, protoze v této dobé jiz bylo povédomi o tom, Ze se zvySujicim se vékem rodicek
dochazi k narustu vyskytu Downova syndromu. Amniocentéza piedstavovala pro budouci
matky urcité riziko potratu, a proto spolu s finanénim hlediskem nebylo zadouci provadét
odbér plodové vody plosné vsem t€hotnym. (Nicolaides, 2003)

Na zacatku 80. let Merkatz et al. (1984) navrhli, aby se koncentrace a-fetoproteinu (AFP) ve
Il. trimestru stala spolu s vékem t¢hotné dalSim kritériem pii posuzovani rizika vyskytu
screeningovym kritériim jesté dal$i dva biochemické markery, a to lidsky choriovy
gonadotropin (hCG) a nekonjugovany estriol (UE3). Zaclenénim téchto tii biochemickych
markerti mezi screeningova kritéria zvysilo zachytnost Downova syndromu dle Wald et al.
(1992) na 48 % a dle Haddow et al. (1992) na 58 %, ktefi publikovali své vysledky nedlouho
po zavedeni tohoto druhu screeningu.

Zkvalitnéni ultrazvuku v 80. letech umoZznilo detailni vySetfeni vzhledu plodu a sonografisté
byli schopni odhalit strukturalni abnormality, které mély mj. souvislost s uréitymi druhy
aneuploidii. Kombinaci ultrazvukového a biochemického screeningu ve II. trimestru doslo
k dalsimu zlepSeni zachytnosti plodi s numerickymi chromozomalnimi aberacemi.
(Benacerraf et al., 1987)

V 90. letech byly publikovany vyznamné objevy, které umoznily posun screeningu do
I. trimestru téhotenstvi. Na zacatku 90. let bylo popsano, Zze U stanovovani hladiny hCG ve
Il. trimestru je efektivnéjsi zjistovat koncentraci volné B-podjednotky (fB-hCG) nez celé

molekuly (ThCG), protoze pomoci tohoto kritéria 1ze zachytit vice plodi s trisomii 21



(Macri et al., 1990). Dva roky poté Van Lith et al. (1992) ptedlozili své vysledky, v nichz
ukdzali, Ze ve vSech pozorovanych téhotenstvich s Downovym syndromem byla vyznamné
zvySena hladina inhibinu ve II trimestru v priméru témét dvakrat. Nasledujici rok byla
popsana souvislost mezi nizkou koncentraci Pregnancy-associated plasma protein A
(PAPP-A) v I.trimestru (Brambati et al., 1993) a abnormalnim karyotypem. Jelikoz se
koncentrace volné B-podjednotky hCG u plodl s normalnim karyotypem dostatecné odliSuje
od této koncentrace u plodi s Downovym syndromem jiz v L. trimestru (Spencer et al., 2002),
byl navrzen dal$i screeningovy program, ktery urcuje rizikovou skupinu téhotnych podle
méfeni koncentrace volné B-podjednotky hCG a PAPP-A v I. trimestru, a inhibin byl doplnén
jako ¢tvrty biochemicky marker stanovovany ve II. trimestru.

V roce 1992 objevili Nicolaides et al. (1992a) souvislost mezi zvysenou nuchalni translucenci
(NT) (detailngji popsana v kapitole 2.1.3.1.) méfenou v I. trimestru a chromozomalnimi
abnormalitami. Tento objev znamenal rozSifeni vyuziti ultrazvukové diagnostiky od
posouzeni vzhledu plodu k méfeni uréitych vzdalenosti slouzicich jako markery a doplnil
V prvotrimestralnich screeningovych kritériich biochemické markery. Na zakladé zminéného
objevu byla provedena rozsahla studie zahrnujici vice nez 100 000 t¢hotnych. Byla hodnocena
zachytnost Downova syndromu na zakladé NT a véku tchotné a jejim vysledkem byla
zachytnost Downova syndromu 82,2 % (Snijders et al., 1998).

Vyse zminéné markery daly vznikout nékolika druhiim screeningovych programu, které rizné
kombinuji néktera nebo vSechna zminéna kritéria. V I. trimestru se sleduje Sitka NT,
koncentrace f3-hCG a PAPP-A. Ve Il. trimestru se sleduje koncentrace AFP, uEs, hCG (volné
B-podjednotky ¢i celé molekuly) a inhibinu a vék matky se zohledfiuje v obou trimestrech.
Podle kritérii daného screeningového programu (dale popsany v kapitole 2.1.3.) je téhotné
stanoveno individualniho riziko vyskytu postizeného plodu. Pro stanoveni individudlniho

rizika t¢hotné byly vyvinuty pocitacové programy, které urychlily jeho vypocet.

2.1.2. Biochemicky screening

V ramci biochemického screeningu se zjistuji koncentrace latek fetoplacentarniho ptvodu
Vv matefském séru, které slouzi jako biochemické markery mozného vyskytu aneuploidii.
Koncentrace téchto latek v matefském séru v zavislosti na tydnu gestace kolisaji
(Spencer et al., 2002). Z toho divodu jsou zvoleny odlisné biochemické markery k testovani
vl a ve Il. trimestru. V prvnim trimestru se stanovuje hladina PAPP-A a fB-hCG
(Wald et al., 2003a). Ve druhém trimestru se u double testu urcuje koncentrace AFP a hCG

(celé molekuly ¢i volné B-podjednotky), u triple testu navic koncentrace uEs a u quadruple
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testu navic je$té koncentrace inhibinu A (Wald et al., 2003a). K moznosti srovnani jsou
vysledky koncentrace pfevadény na ndsobek medianu (MoM) nezasazenych téhotenstvi
v ptislusném stupni gestace. Hodnota medianu u normalnich plodii je 1 MoM. Laboratofe si
tomu pfislusSnou hodnotu koncentrace stanovuji samy na zakladé vlastnich vysledka
nezasazenych t¢hotenstvi tak, aby byla aktualni. Nezbytnym ptfedpokladem tohoto screeningu
je proto ptesné urCeni délky téhotenstvi v dobé testovani. Stafi plodu se uréuje pomoci
ultrazvuku méfenim temeno-kostréni délky nebo biparientalniho priméru (BPD — vzdalenost

temmenich kosti). (Spencer et al., 2002)

2.1.2.1. Biochemicky screening v I. trimestru

U plodi s Downovym syndromem je koncentrace PAPP-A mezi 8. a 14. tydnem oproti
euploidnim plodim snizena, pticemz pokles je vyrazngjsi mezi 8. a 11. tydnem nez mezi 12.
a 14. tydnem téhotenstvi (Wald et al., 1996). Ukazuje to na snizujici se rozdil v koncentraci
PAPP-A se stupném téhotenstvi mezi plody s trisomii 21 a euploidnimi plody. Ve Il. trimestru
se plody s trisomii 21 od téch euploidnich lisi v koncetraci tohoto markeru minimalnég, coz
demonstruji Berry et al. (1997). Koncetrace PAPP-A v této studii dosahovala u postizenych
plodd ve 1. trimestru 0,94 MoM a v I. trimestru 0,50 MoM.

Plody s trisomii 21 vykazuji mezi 8. a 14. tydnem nartst v koncentraci volné p-podjednotky
hCG oproti euploidnim plodam. U Spencer et al. (2002) narustala koncentrace tohoto
markeru u zasazenych plodi z 1,31 MoM v 8. tydnu na 1,90 MoM v 11. tydnu a na
2,24 MoM v 15. tydnu. Nasledné¢ zacala mirn¢ klesat.

ProtoZe maji oba markery se vzristajicim stupném t€hotenstvi opacnou tendenci v rozdilu
koncentraci zasaZzenych a nezasazenych t€hotenstvi, bylo nutné najit optimalni rozmezi
gesta¢niho stafi pro stanoveni hladiny zminénych markert v 1. trimestru. Spencer et al. (2003)
ve své studii uvadéji, ze nejvyssi zachytnosti (DR) je dosazeno pii kombinaci obou vyse
zminénych markeri béhem 8. tydne, a to 72,5 % pii falesné pozitivit¢ (FPR) 4,29 %.
S pokroc¢ilym stupném gestace DR klesa na 62,6 % za zvySeni FPR na 5,27 % ve 13. tydnu.
Napt. pro laboratofe v Ceské republice bylo vydano doporudeni provadét biochemicky
screening v gestaénim staii 9."' — 13.*° a jako optimum bylo uvedeno staii v obdobi mezi 9.
a 11.*3 (http://ukb.If1.cuni.cz/~dbezd/Doporuceni.htm).

Kromé trisomie 21 Ize pomoci téchto biochemickych markert odhalit také dalsi aneuploidie.
U trisomie 13 je mezi 10. a 14. gestacnim tydnem koncentrace PAPP-A sniZzend na
0,248 MoM a f3-hCG na 0,506 MoM (Spencer et al., 2000a). U trisomie 18 je ve stejném
obdobi koncentrace obou markeri také nizs$i, vykazuje hodnotu 0,177 MoM u PAPP-A
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a 0,281 MoM u f3-hCG (Tul et al., 1999). U Turnerova syndromu je mezi 10. a 14. tydnem
koncentrace PAPP-A snizena na 0,49 MoM, ale u f3-hCG se od koncentrace euploidnich
plodi vyrazné nelisi, protoze dosahuje 1,11 MoM (Spencer et al., 2000b). U syndromu
47, XXX, 47,XXY a 47,XYY byla ve stejném obdobi jako ve vyse zminénych piipadech
hladina fB-hCG vyrazné zvySena na 2,07 MoM, avsak koncentrace PAPP-A se u téchto ti
syndromi vyrazné neodliSovala (0,88 MoM) (Spencer et al., 2000b). V tomto obdobi
vykazovaly vyraznou zménu i plody s triploidii. Dosahovaly vyznamné zvySené hladiny
f3-hCG (4,59 MoM), ThCG (3,13 MoM) i AFP (2,14 MoM) a naopak vyrazné snizené
hladiny PAPP-A s hodnotou 0,12 MoM (Spencer et al., 2000c).

Protein ADAM 12 mél ambici stat se dal§im biochemickym markerem v I. trimestru. Prvni
vysledky ukazovaly, Ze jeho koncetrace mezi 8. a 13. tydnem je u plodd s Downovym
syndromem vyrazné snizena (0,17 MoM) (Laigaard et al., 2003). Jina studie tvrdila, Ze jeho
koncentrace je sice u takto postizenych ploda v 10. — 11. tydnu vyrazné snizena (0,50 MoM),
ale rozdil oproti normalnim plodim klesa, a ve 13. tydnu je hladina naopak zvySena
(1,38 MoM) (Laigaard et al., 2006). Dalsi dvé studie zaznamenaly pokles hladiny tohoto
proteinu v I. trimestru (0,68 MoM, resp. 0,961 MoM), ktery vSak nebyl vyznamny
(Christiansen et al., 2010; Poon et al., 2009). Vysledky publikovanych studii naznacuji, ze

ADAM 12 se ziejmé nezaradi mezi dva prvotrimestralni biochemické markery.

2.1.2.2. Biochemicky screening ve II. trimestru

Ve druhém trimestru lze biochemicky screening realizovat formou tii druhti testti. Podle poctu
stanovovanych markert jsou to double test, triple test a quadruple test. U¢inné lze na zakladé
druhotrimestralniho biochemického screeningu predikovat pouze vyskyt plodu s trisomii 21 a
18 piipadné jesteé s triploidii (Spencer, 2007). U ostatnich aneuploidii neni rozdil v
koncentraci markert statisticky vyznamny.

Ve vysledcich rozsahlé studie SURUSS (Serum Urine and Ultrasound Screening Study)
(Wald et al., 2003a) vykazovaly plody s trisomii 21 v obdobi mezi 14. a 20. gestatnim
tydnem snizenou hladinu AFP na 0,74 MoM. Koncentrace UE3 byla rovnéz snizena na
0,70 MoM. Hladina hCG byla u téchto plodt naopak zvysena, a to na 2,05 MoM u celkového
hCG ana 2,66 MoM u volné B-podjednotky hCG.

U plodtu s Edwardsovym syndromem jsou ve druhém trimestru snizené hladiny AFP, UEj;
a hCG. Hladina inhibinu A je u téchto plodi normalni. AFP byla u Palomaki et al. (1995)
snizena na 0,65 MoM, uEz na 0,43 MoM a hCG na 0,36 MoM.



Z vyse zminénych udaja vyplyva, ze lze Ctyfi biochemické markery ucinné meétit mezi 14.
a 20. tydnem. Napf. pro laboratofe analyzujici mateiské sérum v Ceské republice byl také na
zaklad¢ studie SURUSS zvolen doporuéeny termin pro screening Downova syndromu mezi
14. a 20. gesta¢nim tydnem, pfi¢emZ optimem je obdobi mezi 15. a 17. gesta¢nim tydnem

(http://ukb.If1.cuni.cz/~dbezd/Doporuceni.htm).

2.1.3. Ultrazvukovy screening

2.1.3.1. Ultrazvukovy screening V I. trimestru

Ultrazvukové vySetfeni plodu v L. trimestru pfedevSim zjistuje pfitomnost markerd, u nichz
byla prokdzana souvislost s vyskytem chromozomalnich aberaci, protoze plod jesté
nevykazuje vSechny abnormality charakteristické pro dany syndrom v takové mite jako ve
druhém trimestru. V soucasnosti je hlavnim ultrazvukovym markerem slouzicim ke
screeningu aneuploidii $itka nuchalni translucence. Kromé NT se posuzuje pritomnost resp.
absence nosni kosti na ultrazvuku, uréuje se FMF uhel, provadi se dopplerometrie ductus
venosus a trikuspidalni chlopné a zjistuje se ptitomnost vrozenych vyvojovych vad, které
mohou byt mj. projevem aneuploidie. Toto ultrazvukové vySetfeni se provadi v gestacnim
stafi 11*°. — 13.*®, (Sonek, 2007)

Temeno-kostréni délka

Temeno-kostréni délka (CRL) je nejpfesnéjSi metoda k urceni staii plodu. V piipadé pouziti
CRL jako markeru k prokazani ristové retardace v I. trimestru se vysledky jednotlivych studii
znaéné lisi. Shoduji se ale na tom, ze u chromosomalné abnormalnich plodu je rustova
retardace Castéj$i nez u plodd bez chromozomalnich abnormalit. V 1. trimestru mtze dojit
K ristové retardaci u plodi s trisomii 18, triploidnich plodd a k mirn&jsi ristové retardaci
uplodi s trisomii 13 a Turnerovym syndromem. U plodl s trisomii 21 se vSak CRL

vyznamn¢ nelisi od euploidnich ploda. (Sonek, 2007)

Nuchalni translucence

Jako nuchalni translucence nebo téZ §ijové projasnéni se oznacuje nahromadéni tekutiny
v mékkych tkanich v zatylku plodu. Tento Utvar je viditelny na ultrazvuku v prvnim trimestru.
Ve druhém trimestru dojde ve vétsin€ pripadi k jeho vsaknuti a v patologickych ptipadech se
z n&j vyvine nuchalni edém ¢i cysticky hygrom. (Nicolaides et al., 1992a)

NT se m&fi ve vySe zminéném gestaénim staii, pfiCemz nejlepsi vysledky poskytuje méfeni

mezi 12. a 13. tydnem (Wright et al., 2008). V dob¢ méfeni NT by se méla CRL pohybovat
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v rozmezi 45 — 84 mm (Wright et al., 2008). ZvySena hodnota NT je indikatorem zvySeného
rizika trisomie chromosomu 21, 18, 13, Turnerova syndromu a dal§ich chromozomalnich
abnormalit (Snijders et al., 1998). Dle (Wright et al., 2008) je median NT u trisomii
chromosomu 21, 18, 13 a Turnerova syndromu 3,4; 5,5; 4,0 resp. 7,8 mm, pii¢emz median
nezasazenych plodi €inil 2,0 mm.

Horni ¢asova hranice pro méfeni NT byla zvolena z nasledujicich diivodd. T€hotné Zzeny maji
moznost ukongit t&hotenstvi difve s niz§im rizikem komplikaci. Usp&$nost zméfeni NT mezi
10. a 13. tydnem se pohybuje od 98 do 100 %, zatimco od 14. tydne se tato Gispé$nost snizuje
na 90 % (Whitlow et Economides, 1998). Dolni ¢asova hranice pro méfeni NT byla stanovena
z téchto diivodl. K potvrzeni rizika ur¢eného screeningem je zaroven nutny diagnosticky test,
ktery by piipadnou anomalii potvrdil. U nejcasnéjsi metody invazivni prenatalni diagnostiky,
odbéru choriovych klkl, byla prokdzdna redukce koncetin, byl-1i odbér proveden pted 10.
tydnem téhotenstvi (Firth et al., 1994). Zaroven bylo zjisténo, ze mnoho hlavnich

strukturalnich defektd 1ze diagnostikovat az od 11. tydne (Whitlow et Economides, 1998).

Obr. 1. Standardizované zobrazeni pro
meéfeni NT plodu. Je také vidét nosni kost,
ale  vizualizace nosni  kosti  pfi
standardizovaném  méfeni NT  neni
vyzadovana. Ptevzato ze Sonek et al.,

2007)

~ amnion

Nosni kost

Studie (Cicero et al., 2001) ukazala, ze u 99,5 % chromosomalné¢ normalnich plodd je mezi
11. a 14. tydnem t€hotenstvi sonograficky pozorovatelna nosni kost (NB). Tento vysledek je v
souladu s historickymi a radiologickymi studiemi potracenych plodl, které ukazaly, Ze se
nosni kost objevuje nejdiive pti temeno-kostréni délce 42 mm a s délkou gestace linearne

naristd. U 73 % plodi s trisomii 21 nebyla nosni kost mezi 11. a 14. tydnem sonograficky



detekovatelna. Tento nalez mize byt nasledkem hypoplazie nebo pozdéjsi osifikace této kosti.
(Cicero et al., 2001)

Dalsi studie (Cicero et al., 2004a) uvadi, ze v 95 % ptipadu si 1ze uspésné prohlédnout profil
plodu. V pfiblizn¢ 70 % ptipadi nelze pozorovat nosni kost u plodd s trisomii 21, v 55 %
ptipadd u trisomie 18 a v 34 % piipadt u trisomie 13. Posouzeni pfitomnosti nosni Kosti je
tedy jednim z vyznamnych sonografickych markerd ve screeningu aneuploidii.

(Cicero et al., 2004a)

Méfeni frontomaxilarniho ihlu

Cicero et al. (2004b) piestavili studii pozorujici zkracenou délku i $itku maxilly u ploda
s trisomii 21. Rozdily oproti fyziologickym téhotenstvim vSak nebyly dostate¢né vyznamné
pro moznost zavedeni tohoto méteni do klinické praxe. Studie ovSem pfispéla k predstaveni
nové metody hodnoceni plodu s trisomii 21 — méfeni frontomaxilarniho obli¢ejového (FMF)
uhlu pomoci 3D ultrazvuku. FMF uhel je thel mezi hornim povrchem horniho patra a ¢elni
kosti (Sonek et al., 2007). Studie, kterou provedli Sonek et al. (2007), ukazovala vyrazny
rozdil mezi primérnymi hodnotami FMF thlu pro plody s trisomii 21 (88,7°) a euploidnimi
plody (78,1°). U 69 % plodi s trisomii 21 byl FMF uhel nad 95. percentilem normalniho
rozpéti (85°) a u 40 % trisomickych plod byl FMF uhel nad hranici normalniho rozpéti (90°).

Obr. 2. Profily plodi a obli¢ejové thly potizené ultrazvukem. V ¢asti A je zobrazen euploidni plod a v ¢asti B

plod s trisomii 21. (Pfevzato ze Sonek et al., 2007)



Dopplerometrické méieni pritoku krve v ductus venosus

Ductus venosus (DV) je zilni spojka pfitomna béhem emryonalniho vyvoje. Ductem je
okyslicend krev pfichazejici umbilikalni vénou odvadéna do korondrniho a cerebralniho
ob¢hu. Déje se to piednostnim proudénim pies foramen ovale do levé siné. Prutok krve v DV
ma charakteristicky vlnovy pribéh s vysokou rychlosti béhem ventrikularni systoly (S-vina)
a diastoly (D-vIna). Béhem atrialni kontrakce (a-vlna) dochazi k vyraznému poklesu rychlosti,
ale pfimy tok je zachovan. V piipadé uplného zastaveni piimého toku a pii zpétném toku je
a-vlna povazovana za abnormalni. (Sonek, 2007)

Abnormalni prutok touto spojkou je spojovan s chromosomalnimi aberacemi
(Maiz et al., 2009) a srde¢nimi defekty (Matias et al., 1999). Data kombinovana z nékolika
studii udavaji, ze abnormalni pritok DV byl zaznamenan u 5,2 % plodli bez chromozomalni
aberace, u 70,8 % plodd s trisomii 21, u 89,3 % plodu s trisomii 18, u 81,8 % plodi s trisomii

13 au 76,9 % ploda s Turnerovym syndromem (Maiz et al., 2009).

Dopplerometrické méreni trikuspidalni regurgitace

Dopplerometrické méteni regurgitace, tedy zpétného toku trojcipou chlopni (TCV), se
vyuziva k zachytu srdeCnich defektd plodu (Huggon et al., 2002). Protoze jsou
chromozomalni aberace Casto asociovany se srdecnimi defekty, byla provedena studie
zjistujici souvislost abnormélniho pratoku krve TCV s chromozomdlnimi anoméliemi
v gestaénim staif 11.7° — 13.*° (Huggon et al., 2003). Tato studie prokézala u 83 % plodii se
zpétnym tokem krve v TCV abnormalni karyotyp. Tyto vysledky podporuje také jina studie
(Faiola et al., 2005), v niz 65,1 % ploda s trisomii 21 a 50 % plodt s trisomii 18 nebo 13
vykazovalo zpétny tok krve v TCV.

Ostatni strukturalni rozdily

Dalsi ultrazvukové nalezy, které znamenaji zvySené riziko aneuploidii, jsou: jedna
umbilikalni arterie (SUA), megacystis, omfalokéla a holoprosencefalie.

Jedna umbilikalni arterie dle (Rembouskos et al., 2003) piedstavuje 77,8% riziko vyvinu
plodu s trisomii 18, ale pouze 11,4% riziko vyvinu plodu s trisomii 21. SUA tedy souvisi
pouze s trisomii 18. Liao et al. (2003) ve své studii tvrdi, Ze riziko vzniku aneuploidii pfi
vyskytu megacystis s délkovym parametrem mocového méchyre 7 — 15 mm je 23,6 %, a to
hlavné u trisomie 18 a 13. Omfalokéla je spojovana zejména s vyskytem trisomie 18, a to
piiblizné u 60 % téchto plodu (Van Zalen-Sprock et al., 1997). Riziko holoprosencefalie je

spojovano zejména s vyskytem trisomie 13, av§ak Cini pouze 24 % (Snijders et al., 1999).



Byly publikovany studie majici ambici objevit dalsi UZ markery slouzici k zachytu plodi
s trisomii 21. Vykazovaly u trisomickych ploda kratsi délku usi (Sacchini et al., 2003) nebo
krat$i femur a humerus (Longo et al., 2004) v obdobi prvotrimestralniho screeningu.
Vysledky plodii s trisomii 21 se vSak neodliSovaly od vysledkti euploidnich plodi natolik

vyznamn¢, aby mohly popsané rozdily slouzit jako markery pro ultrazvukovy screening.

2.1.3.2. Ultrazvukovy screening ve Il. trimestru

Ultrazvukové vysetteni ve Il. trimestru se provadi zpravidla mezi 18. a 22. gestaénim tydnem.
Ptistup je oproti prvotrimestralnimu screeningu rozdilny. V pozdé¢jsim stadiu téhotenstvi
vykazuje jiz piislusnd aneuploidie své syndromatické znaky. Ve druhém trimestru se tyto
abnormalni nélezy zjistuji, protoze pii prvotrimestralnim ultrazvukovém vysetieni nebyly
viditelné, nebyly pfitomny piipadné nebylo vySetfeni v 1. trimestru provedeno vtbec.

(Nicolaides, 2003)

Trisomie chromozomu 21

Tato aneuploidie zndma jako Downiiv syndrom je ve své pozd¢jsi fazi intrauterinniho vyvoje
spojovana s brachycefalii, jemnou ventrikulomegalii, hypoplazii nosu, nuchalnim edémem
(nebo zvySenou tloustkou nuchalniho zahybu), srde¢nimi abnormalitami (hlavné defekty
atrioventrikularniho  septa), atrézii duodena, hyperechogennim stfevem a mirnou
hydronefr6zou. Dale Downilv syndrom vykazuje zkraceni femuru a vyrazn&j$i zkraceni
humeru, Kklinodaktylii nebo mirnou hypoplazii ¢lanku 5. prstu. (Nicolaides et al., 1992b;
Nicolaides, 2003)

Trisomie chromozomu 18

Tato trisomie doprovazena fenotypem Edwardsova syndromu je ve II. trimestru sonograficky
detekovatelna pomoci charakteristického tvaru hlavy v podobé jahody, cysty choroidealniho
plexu, nepiitomnosti kalozniho télesa, zvétSené cisterny magny, rozstépu obliceje,
mikrognatie, nuchalni edému, srde¢nich abnormalit, hernie branice, atrézie jicnu, jedné
umbilikalni arterie, poruchy ledvin, echogenniho stfeva, myelomeningokély, ristové retardace
se zkracenymi koncetinami, aplazie radia, piekryvajicich se prstd na rukou i na nohou
a kolébkovitych chodidel. (Nicolaides et al., 1992b; Nicolaides, 2003)

Trisomie chromozomu 13

Na tuto chromozomadlni aberaci zndmou pod nédzvem Pataliv syndrom miiZou sonografistu

upozornit abnormality obliceje, holoprosencefalie, mikrocefalie, abnormality srdce a ledvin,
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Casto zvétSené a echogenni ledviny, omfalokéla a postaxialni polydaktylie. (Nicolaides et al.,

1992b; Nicolaides, 2003)

Turneriv syndrom
Tuto monosomii gonozomu X lze ultrazvukem zachytit, pokud plod Zenského pohlavi
vykazuje pfitomnost velkého nuchalniho cystického hygromu, celkovy otok a ascites, srde¢ni

vady (koarktace aorty) a podkovovité ledviny s oboustrannou mirnou hydronefrozu.
(Nicolaides et al., 1992b; Nicolaides, 2003)

Triploidie

Pokud je tato letalni polyploidie odvozena od otce, je charakteristickd molarni pfestavbou
placenty a zpravidla do 20. tydne dochéazi ke spontdnnimu abortu. V ptipadé¢ maternalné
odvozené triploidie ma placenta normalni stavbu, ale je tenka a plod vykazuje asymetrickou
ristovou retardaci. Maternalné odvozend triploidie se projevuje ventrikulomegalii,
mikrognacii, srdeénimi defekty, myelomeningokélou a syndaktylii. Takovéto tE€hotenstvi

mize trvat az do 3. trimestru. (Nicolaides et al., 1992b; Nicolaides, 2003)

2.1.4. Moznosti screeningovych programil

Uspésnost jednotlivych screeningovych programi charakterizuje procento detekce (DR), tedy
zachytnost, hladina fale$né positivity (FPR) a hrani¢ni hodnota rizika (cut-off level). DR
uréuje podil skuteéné postizenych a téch, které test urcil jako postizené. FPR urcuje kolik
procent zdravych plodil test oznacil za postizené. Hrani¢ni hodnota rizika je zvolena a urcuje,
zda je vysledek screeningového programu pozitivni ¢i negativni. Tyto parametry umoziuji

porovnat mezi sebou jednotlivé testy. (Cuckle, 2002)

2.1.4.1. Kombinovany test

U tohoto testu se stanovuje riziko trisomie 21, 18 a 13 na zakladé véku t€hotné, koncentrace
PAPP-A a fB-hCG a hodnoty NT v I. trimestru . Cely test je mozné absolvovat béhem jedné
navstévy mezi 11. a 14. tydnem, nejlépe vSak ve 12. tydnu, a dosahuje DR 86 % pii FPR 3 %
nebo 90 % pii FPR 5 % (Wright et al., 2010). Bindra et al. (2002) prezentuje také 90% DR pfi
5% FPR pro provedeni kominovaného testu pii jedné navstéve€. Kritérii pro zvoleni
optimalniho gesta¢niho stafi tohoto testu jsou nejen dva biochemické markery a NT, ale
zaroven malformace plodu (Wright et al.,, 2010). Zjistovani fetdlnich malformaci je

nejucinnéjsi mezi zacatkem 12. a koncem 13. tydne (Souka et al., 2004) (optimalni gesta¢ni

11



staii pro PAPP-A s fB-hCG a NT je popsano v kapitole 2.1.2.1. resp. 2.1.3.1.1.). Druhou
moznosti jak realizovat tento test je pti dvou oddélenych navstévach, a to nejlépe provedenim
nabért krve mezi 9. a 10. tydnem a méfenim NT ve 12. tydnu. V této formé testovani
dosahuje DR u Wright et al. (2010) 90 % pii FPR 3 % a zaroven 93% DR pii 5%
a u Kagan et al. (2008) je DR 94 % pti 3% FPR a zaroven pii 5% FPR je DR 96 %. Tteti
moznost provedeni tohoto testu je méteni NT ve 12. tydnu, zjiStovani koncentrace PAPP-A v
9. tydnu a urcovani koncentrace volné B-hCG ve 12. tydnu a pozd¢ji. Timto provedenim testu

1ze dosahnout DR 92 % pti 3% FPR resp. 95% DR pii FPR 5 % (Wright et al., 2010).

2.1.4.2. Integrovany test

Tento test stanovuje riziko trisomie 21, 18 a 13 na zakladé¢ veéku téhotné, Sitky NT,
koncentrace PAPP-A a fB-hCG v I. trimestru a koncentrace AFP, hCG, uEs a inhibinu A ve
[l. trimestru. Vysledek testu je vSak uzavien az ve II. trimestru po stanoveni koncentrace
druhotrimestralnich biochemickych markerd. Dle studie SURUSS (Wald et al., 2003a)
dosahuje tento test zachytnosti 94 % pii FPR 5% a dle Malone et al. (2005) je DR mezi 94
a 96 % pii 5% FPR.

2.1.4.3. Sérum integrovany test

Tento test stanovuje riziko trisomie 21, 18 a 13 na zakladé¢ veku t&€hotné, koncentrace
biochemickych markert v I. trimestru (PAPP-A a f3-hCG) a vsech biochemickych markert
ve Il. trimestru (AFP, hCG, uEs, inhibin A). Podle studie SURUSS (Wald et al., 2003a) je DR
tohoto testu 87 % pti 5% FPR. Dle rozsahlé americké studie (Malone et al., 2005) dosahuje
tento test DR v rozmezi 85 az 88 % pii 5% FPR. Kvuli niz8i zachytnosti, nez jakou vykazuje
integrovany test, se provadi pouze tam, kde neni dostate¢né vybaveni nebo chybé&ji specialisté

schopni NT zméfit.

2.1.4.4. Kontingen¢ni test

Kontingen¢ni test stanovuje riziko trisomie 21, 18 a 13. Tato forma testu obecné nejprve
rozfadi t€hotné do tii skupin na Zeny s velice vysokym rizikem, stfednim rizikem a velice
nizkym rizikem podle kritérii v prvni fazi testovani. Po této fazi jiz nejsou zeny s velice
nizkym rizikem dale testovany a zenam s velice vysokym rizikem je pfimo nabidnuta
invazivni prenatalni diagnostika. Téhotné se stiednim rizikem podstupuji dalsi fazi testu, v niz
jsou rozdéleny na skupinu s nizkym a vysokym rizikem. Skupiné s vysokym rizikem je
nabidnuta jedna z invazivnich metod. Kontingencnich testll existuje mnoho druhd, protoze je
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1ze vytvoftit prakticky jakoukoliv kombinaci screeningovych kritérii, které jsou rozdéleny do
dvou fazi testovani.

Alternativu pro kombinovany test predstavili Christiansen et Olesen Larsen (2002). V jejich
studii rozd¢lili t€hotné nejprve podle vysledki PAPP-A, fB-hCG a vékového kritéria na
vysoce rizikovou skupinu, kterou tvofilo 1,4 % zen testovanych v této studii, jejiz soucasti
byly te¢hotné s rizikem vy$Sim nez 1:65. T¢hotné s rizikem niz§im nez 1:1000, které
predstavovaly 79,2 % testované populace, byly z dalsiho testovani vylouceny. Zbylym 19,4 %
zen byla zméfena Sitka NT a nakonec byly rozdéleny do dvou skupin s hrani¢nim rizikem
1:400. Pfi téchto kritériich byla vysledna zachytnost 78,9 % pfi falesné pozitivité 4,0 %.
Nicolaides et al. (2005) ptedstavili jinou formu kontingen¢niho testu v I. trimestru. V prvni
fazi testovani byla kritéria pro rozdéleni t€hotnych veék téhotné, PAPP-A, fB-hCG a NT. Po
této fazi oddélovala nejrizikovéjsi skupinu hodnota rizika 1:100 a nejméné rizikové téhotné
riziko 1:1000. Hodnoticimi kritérii ve druhé fazi byly ultrazvukové minormarkery, tedy
pfitomnost ¢i absence nosni kosti, pfitomnost ¢i absence trikuspidalni regurgitace, nebo
abnormalni a-vIna ductus venosus. DR bylo 92,0 % (FPR 2,1 %) v ptipadé NB jako dalsiho
kritéria, 97,2 % (FPR 2,7 %) v ptipadé abnormalni a-viny DV a 91,7 % (FPR 2,7 %), pokud
bylo dal§im kritériem regurgitace TCV.

Kontingen¢ni test v 1. a II. trimestru, ktery je alternativou integrovaného testu, ptredstavili
Cuckle et al. (2008). Prvnim kritériem pro rozdé€leni té¢hotnych do tii skupin bylo PAPP-A,
s rizikem vétSim nez 1:30 a naopak nejméné rizikové Zeny s rizikem niz8im nez 1:1500. Zbylé
t€hotné se stfednim rizikem byly ve II. trimestru rozdéleny podle koncentraci AFP, f3-hCG,
UEjz a inhibinu A do dvou skupin s hrani¢nim rizikem 1:270. Tento test mél pii 4,5% FPR DR
91 %.
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Obr. 3. Schéma zobrazujici obecné pribéh kontingenéniho testu v 1. a II. trimestru. Rizika 1:c, a 1:¢c, v prvni
fazi a riziko 1:d v druhé fazi jsou zvoleny tak, aby kontingencni test v testované populaci vykazoval nejlepsi

kombinaci DR a FPR. (Upraveno dle Wright et al., 2004)

2.1.4.5. Sekvencni test

Tento test stanovuje riziko trisomie 21, 18 a 13. Je pfijatelnéjsi variantou nez integrovany test,
ktery i pii vysokém riziku po testovani v I. trimestru umoziuje zakoncit test az po vysledcich
testovani ve Il. trimestru. Po vysledcich testovani PAPP-A, f-hCG a NT v I. trimestru je
velice rizikovym téhotnym nabidnuta invazivni prenatdlni diagnostika a zbyvajici Zeny
pokracuji v testovani dale. Po vysledcich biochemickych testii ve II. trimestru je Zendm
s vysokym rizikem nabinuta amniocentéza. Sekvenc¢ni test lze provadét integraci vysledki
z obou trimestru i1 z I. a Il. trimestru nezavisle. Samostatna interpretace vysledkd z kazdého
trimestru vSak pouze sniZzuje detek¢ni schopnost testu a navySuje jeho faleSnou pozitivitu
(Herman et al., 2002). (Cuckle et al., 2008)

Ve studii Cuckle et al. (2008) dosahovala zachytnost sekvenéniho testu pfi hrani¢nim riziku
1:30 v I. trimestru a 1:270 ve II. trimestru 92 % pfi 5,1% FPR. Coz je pfiblizné srovnatelna
hodnota s kontingen¢nim testem v I. a IL. trimestru, ktery byl v této studii hodnocen také

(v kapitole 2.1.4.4).
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2.1.4.6. Biochemicke testy ve II. trimestru

Double, triple a quadruple test stanovuji riziko trisomie 21, 18 a 13 na zéklad€ veku t€hotné
a ptislusnych biochemickych markert v téchto testech (druhy markert v jednotlivych testech
popsany v kapitole 2.1.2.2.).

Zachytnost double testu je dle studie SURUSS (Wald et al., 2003a) pii 5% falesné pozitivité
66 % u celé molekuly hCG a 71 % pfi stejné FPR u fB-hCG. U jiné rozsahlé studie
(Wald et al., 2003b) dosahovala DR 61 % pii 5% FPR (cela molekula hCG).

U triple testu je dle Wald et al. (2003a) zachytnost pti 5% FPR u ThCG 74 % a u {B-hCG
77 %. Malone et al. (2005) prezentuji ve své studii DR 69 % pii 5% FPR (cela hCG).
Quadruple test vykazuje u Wald et al., (2003a) DR pii 5% FPR u hodnoceni ThCG 81 %
a u fp-hCG dokonce 83 %. Malone et al. (2005) prezentuje u ThCG rovnéz 81% DR pii 5%
FPR. Naopak Wald et al. (2003b) poskytuje nizsi DR, a to 75 % pii 5% FPR pti hodoceni
ThCG.

2.2. Cilené metody — invazivni

Cilenymi metodami se potvrdi ¢i vyvrati pfitomnost aneuploidie, na jejichz mozny vyskyt
ukazal pozitivni vysledek nékterého ze screeningovych programi. Dalsimi divody k indikaci
takovéto metody je vyskyt chromozomalni aberace v ptfedchozim t€hotenstvi, pozitivni
rodinnd anamnéza a psychologickd indikace (Mann et al., 2004). Existuje fada studii
zabyvajicich se neinvazivnim testovanim aneuploidii z frakce fetalni DNA v matetské plazmé
(Chiu et al., 2011; Palomaki et al., 2011). Plosnému vyuzivani této metody V praxi brani
predevsim jeji zna¢na finan¢ni nakladnost (Palomaki et al., 2011). V soucasnosti jsou proto
v praxi Ktomuto ucelu vyuzivany piedev§im dva druhy testi a oba invazivni — odbér
choriovych klki (CVS) a amniocentéza (AMC). SpiSe jako dopliujici invazivni prenatalni
diagnostika slouzi kordocentéza. Obecné s sebou nesou tyto metody ucité riziko spontanniho
potratu (Brumfield et Atkinson, 1994). Byly ovSem publikovany i vysledky takové studie, jeZ
neprokazala signifikantni rozdil v potratovosti téhotnych Zen, kterym byla provedena
amniocentéza oproti tém, kterym provedena nebyla. (Eddleman et al., 2006).

Nejstarsi ze tff uvedenych metod je amniocentéza. Za ticelem karyotypizace byla popsana jiz
v 60. letech (Steele et Breg, 1966), zatimco CVS (Smidt-Jensen et Hahnemann, 1984)
a kordocentézy (Daffos et al., 1985) se zacalo vice vyuzivat az s rozvojem ultrazvuku
v 80. letech. CVS s tendenci piesunout screening do I. trimestru nachazi v praxi stale vétsi

uplatnéni. VSechny tfi metody se v soucasnosti provadi za kontroly ultrazvukem.
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2.2.1. Odbér choriovych klki

Toto vySetieni se provadi v |. trimestru zpravidla mezi 10. a 13. gestacnim tydnem
(Nicolaides et al., 1994). Takto ohrani¢ené ¢asové obdobi ma své opodstatnéni popsané
v kapitole 2.1.3.1. U CVS jsou uplatiovany dva postupy — transcervikalni (TC) aspirace, nebo
transabdominalni  (TA) biopsie. Vybér pfistupu zalezi na preferencich lékafe.
U transcervikalni aspirace se odebiraji klky specialni plastovou kanylou nebo katetrem
a v ptipadé transabdomindlni metody je biopsie provadéna punkéni jehlou o priméru 18 — 22
Gauge (odpovida 0,7 — 1,2 mm) (Jackson et al., 1992).

Odbér klkti choria méa oproti amniocentéze hlavni vyhodu vtom, Ze pokud se t¢hotna
rozhodne v piipadé postizeni plodu t€hotenstvi ukon¢it, lze tak ucinit jiz v I. trimestru, kdy je
riziko komplikaci nizsi.

Brambati et al. (1991) porovnavali bezpecnost transcervikalniho a transabdominalniho
pfistupu, ale neprokazali signifikantni rozdil v potratovosti mezi TC a TA CVS a jejich
stanovisko se shodovalo s Jackson et al. (1992). Naopak studie Smidt-Jensen et al. (1991)
prokazala signifikantné vyssi potratovost u TA oproti TC ptistupu o 3,9 %. Tento vysledek
vSak mohl byt zpisoben vétsi zkuSenosti s TA CVS, protoze autofi z tohoto pracovisté poprvé
popsali TA piistup (Smidt-Jensen et Hahnemann, 1984).

Pfi porovnavani potratovosti CVS a AMC dospéli jak Lippman et al. (1992), tak Rhoads et al.
(1989) ke stanovisku, Ze mezi potratovosti téchto dvou zpusobt ziskavani fetalnich bunék
neni statisticky vyznamny rozdil. Rhoads et al. (1989) vsak pfipousti, ze s CVS muze byt
spojeno mirné vyssi riziko potratu nez s AMC. S timto stanoviskem vSak nekoresponduji
vysledky Ammili et al. (1993), kteii prokazali signifikantng vyssi potratovost (0 4,4 %)
u skupiny po odbéru choriovych klki. Na tomto vysledku se vSak mohlo podepsat vice

opakovanych odbért u této skupiny nez u pacientek, jimz byla provedena AMC.

2.2.2. Amniocentéza

Pojmem amniocentéza se rozumi ambulantni vykon, pfi némzZ se punktuje amidlni dutina
a odebere se vzorek plodové vody (Nussbaum, 2004).

Odbér plodové vody lze provadét ve Il. trimestru v zavislosti na objemu plodové vody od
15. — 16. gesta¢niho tydne (CERMAT Group, 1998). V horni hranici se razné studie lisi,
odbér je vSak limitovan zdkonnou hranici pro ukonceni téhotenstvi v pfipad€é postiZzeného
plodu s dostatecnym piedstihem pro zpracovani fetalnich bun¢k. Lze provést i tzv. ¢asnou

amniocentézu pred 15. tydnem. Dnes lIze vSak tento zakrok zaznamenat velmi ojedinéle
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a nahrazuje se odbérem klk choria, protoze bylo potvrzené zvysené riziko spontanniho
potratu po provedeni ¢asné amniocentézy ve srovnani s druhotrimestralni amniocentézou
(CERMAT Group, 1998).

Amnialni dutinu lze ve vétSing piipadii v dobé provadéni AMC punktovat transabdominalné.
Jehlou o vnéj$im praméru 20 — 22 Gauge (odpovida 0,7 — 0,9 mm) se v zavislosti na tydnu
t€hotenstvi odebere 15 — 20 ml plodové vody (CERMAT Group, 1998; Tabor et al., 1986).
Riziko spontanniho potratu je o 0,5 — 1 % vyssi oproti t€hotnym, u nichz amniocentéza
provedena nebyla, coz doklada napi. Seeds (2004) a Tabor et al. (1986). Kromé spontanniho
potratu je s AMC spojeno riziko pifedCasného odtoku plodové vody, vyskytu infekce ¢i
poranéni plodu jehlou (Seeds, 2004).

2.2.3. Kordocentéza

Kordocentéza, tedy odbér krve z pupecniku, se provadi v piipad€¢ selhani kultivace bunck
ziskanych z CVS nebo AMC ¢i pii nejednoznaéném vysledku karyotypizace napt. vlivem
mozaicismu. Amniocentéza se v tomto piipad¢ jiz neopakuje a pfistupuje se ke kordocentéze.
K odbéru se pouziva jehla o vnejsim praméru 20 — 22 Gauge (odpovida 0,7 — 0,9 mm) a délky
9 — 12 cm. Pro odbér slouzi 1 — 2 ml krve (Tongsong et al., 2000). Kordocentéza se provadi
ztraty (Orlandi et al., 1990). Horni hranice provedeni kordocentézy za ucelem karyotypizace
je piiblizng 22. — 23. tyden, aby byl pied zakonnou hranici 24. tydne pro ukonceni téhotenstvi
v pfipadé  postizen¢ho  plodu  dostatek  Casu ke  zpracovani  vzorkl.
(Brumfield et Atkinson, 1994)

Komplikace spojené s kordocentézou jsou piedevsim fetalni bradykardie, krvaceni z mista
odbéru, intrauterinni umrti plodu, spontanni potrat, pfedCasny porod, intrauterinni rtistova
retardace a jsou zavislé na zkuSenosti operatéra (Tongsong et al., 2000). Riziko fetalnich ztrat
zahrnujici spontanni potrat a intrauterinni imrti plodu se pohybuje okolo 2 %, coz doklada;ji

Hickok et Mills (1992) a Buscaglia et al. (1996)
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3. Metodika vyhodnocovani vzorki ziskanych invazivni
prenatalni diagnostikou

Nejstarsi vyhodnocovaci metodou prenatalni diagnostiky je metoda klasické cytogenetiky.
Postupem ¢asu byly vyvinuty dalsi metody, které umoznuji rozpoznat aneuploidie, z nichz se
nyni vyuzivaji hlavné QF-PCR a ptipadné FISH. U téchto metod je vSak stale zaznamenavano
ur¢ité procento selhani pfi vyhodnocovani vysledkd. Z tohoto divodu jsou doprovazeny

klasickou cytogenetickou analyzou (dualni testovani).

3.1. Klasicka cytogeneticka metoda

Tato metoda je vyuZivana jiz od vzniku prenatalni diagnostiky a pro svou spolehlivost stale
doprovazi nové¢jsi techniky. Kromé detekce numerickych aberaci umoziuje rozpoznat také
strukturni aberace. Jeji velkou nevyhodou je vsak dlouha doba kultivace amniocyti ¢i bunék
choriovych klku, ktera trva ptiblizné dva tydny. Pfed skon¢enim kultivace je do kultiva¢niho
média pfidan kolchicin k zastaveni buné¢ného déleni v metafazi. Nasledné jsou metafazické
chromozomy barveny riznymi barvicimi technikami, z nichz nejcastéj$i je G-pruhovani
(G banding). Nakonec jsou chromozomy sefazeny a pozorovany pod mikroskopem.
(Hulten et al., 2003)

Béhem G-pruhovani se na chromozomy nejprve kratce pusobi trypsinem, ktery zpusobi
Castecnou degradaci proteinové slozky, a nasledné jsou obarveny roztokem Giemsy.

Vysledkem jsou chromozomy s tmavymi pruhy. Mezi nimi jsou pruhy svétlé. Toto pruhovani

je pro kazdy chromozom charakteristické. (Francke et Oliver, 1978)

3.2. QF-PCR

Tato metoda vyuziva k detekci aneuploidii amplifikace markerd STR (short tandem repeats)
lokusti — vysoce polymorfnich nekoédujicich repetitivnich sekvekvenci genomu. Poprvé ji
v prenatalni diagnostice piedstavil Mansfield (1993) a stala se rychlou alternativou ke
klasické cytogenetické metodé. Nyni je nejCastéji pouzivana multiplexni QF-PCR, ktera je
charakteristickd namnozenim vice produkti béhem samotné PCR reakce. Standardné jsou to
soucasné markery (STR lokusy) autozomu 21, 18 a 13 a zaroven gonozomu X a Y. Samotna
analyza je hotova do jednoho dne, protoze nevyzaduje kultivaci bunék.
(Cirigliano et al., 2001)

Pied samotnou QF-PCR je DNA nejprve extrahovana, poté jsou pridany nezbytné

komponenty pro spravny priubéh polymerdzové fetézcové reakce — templatovda DNA,
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Tag polymeraza, fluorescenéné znacené primery navrzené pouze pro chromozomy 13, 18, 21,
X, Y, deoxyribonukleotidy a pufr s hofe¢natymi ionty (Bili et al., 2002). V tomto slozeni
probéhné uvodni denaturace pti 95°C nasledovana 25 — 30 opakujicimi se cykly. Jeden cyklus
zahrnuje kratce denaturaci pii 94°C, annealing (hybridizace primeril) pfi teploté okolo 57°C
a elongaci pii teploté okolo 72°C. Nasleduje zavérecna elongace pti 72°C. Béhem denaturace
jsou od sebe oddéleny dva fetézce templatové DNA, na néz béhem annealingu nasedaji
specificky pfipravené primery. V posledni fazi dochazi k elongaci fetézce, ktery je tieba
k nasledné analyze. Namnozené produkty PCR reakce jsou kapilarni elektroforézou
separovany a je U nich detekovan fluorescenc¢ni signal. (Cirigliano et al., 2001)

Pro ziskani dostatecné informace o vyskytu pfislusné aneuploidie, jsou nutné minimaln¢ dva
informativni markery na chromozomu 13, 18, 21, X a Y. Markery jsou informativni, jsou-li na
jednom chromozomu v heterozygotni kombinaci. Pokud se vyskytuji v homozygotni
kombinaci, je tfeba pouzit jiné markery, kterymi se docili heterozygotni formy. Primery musi
byt specificky navrzeny tak, aby se v prislusné testované populaci vyskytlo co nejméné
neinformativnich markerd. STR lokusy se totiz v zemépisn¢ odlisnych populacich li§i. Napft.

pro ¢eskou populaci byly navrZzeny primery zobrazené v tabulce 1. (Putzova et al., 2008)

Tab. 1: SloZzeni markerQ pro detekci trisomii chromozomu 13, 18, 21 a heterochromozomu navrzenych pro
&eskou populaci pro jednu reakci multiplexni QF-PCR (Upraveno podle Putzova et al., 2008)

Chromozom | Marker Pozice Chromozom | Marker Pozice
D13S258 13921.33-g22.1 AMX/AMY | Xp22.2/Yp1l.2
D13S305 | 13g13.3 DXS1189 15 Xp22.2

13 D13S628 | 13g31.1 DXS7424 Xq22.1
D13S631 | 13g32.1 XIY DXS8377 Xq28
D13S742 | 13q12.12 DXS981 Xq13.1
D18S1002 | 18q11.2 SRY Yp11.31
D18S386 | 18g22.1 X22 Xq28/Yq12

18 D18S391 | 18p11.31 XHPRT X(26.2
D18S51 18921.33 Markery pouzité v ptipadé neinformativniho
D18S535 | 18g12.3 vysledku
D21S11 16 21g21.1 D135634 13921.33
D21S1411 | 21¢22.3 13 D13S762 13¢31.3

21 D21S1412 | 2122.2 D13S788 13q14.3
D21S1432 | 21g21.1 D18S879 18g22.3
D21S1435 | 21g21.3 18 D18S978 18q12.3
D21S1437 | 21g21.1 D18S1367 18g22.1
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Podle mnozstvi fluorescencniho signalu pii urcité vinové délce je vyhodnocovana ptitomnost
ptislusné aneuploidie. Vyskyt trisomie je charakterizovan trialelickou formou trisomie nebo
dialelickou formou trisomie. U trialelické formy trisomie je pomér peaku alel 1:1:1
a u dialelické formy trisomie je to 2:1 (Mann et al.,, 2001). Eupolidni plody jsou
charakteristické dialelickou formou disomie v poméru 1:1. V pfipadé vyskytu
neinformativniho markeru homozygotni formy je fluorescencni signal, ktery by byl rozlozen
do dvou peakti, zobrazen ve formé jednoho peaku, a ten je proto dvakrat vyssi. U Turnerova
syndromu je pouze jeden peak standardni velikosti u X a zadny u Y (Cirigliano et al., 1999).
Triploidie se na vystupu chova jako trisomie u chromozomu 13, 18 i 21 a zaroven bud
trisomie X, disomie X a monosomie Y, nebo monosomie X a disomie Y (Bili et al., 2002).
Analogicky se projevuji syndromy s genotypem 47, XXY ¢i 47, XYY poctem svych peakt
podle poctu vyskytujicich se gonozoml nebo dvojndsobnym navySenim peaku v piipadé

homozygocity u markeru na chromozomu X, resp. Y (Cirigliano et al., 1999).

=1 Amelogenin  D21S11 D18S51
n: 1B :3513 /m : : |D- 1Y :3513
:: D18S1002 D13S303
o 28 :3513 T [ =2v:ss13 Lme
= DXS8337 D21S1411
- bd ) L
EE =e:3s12 . ' EE  s6:3s12
= SBMA D13S258
o il
EAM@ 4B:3513 EIE 46:3613

Obr. 4. Elektroforetogram znazortiujici vzorek plodu s trisomii chromozomu 21 po probéhlé reakci QF-PCR.
Osa x znazoriiuyje délku produkti z PCR reakce v arbitrarnich jednotkach. Osa y ukazuje intenzitu
fluorescenéniho signalu v rozdilnych méfitcich. Tfi peaky u markeru D21S11 a pomér peaku 2:1 u markeru

D21S1411 ukazuje na na 3 chromozomy 21. (Pievzato ze Schmidt et al., 2000)
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V detekci aneuploidii chromozomi 13, 18, 21, X a Y se senzitivita QF-PCR pohybuje mezi
98 a 100 %, coz doklada napt. (Cirigliano et al., 2009). Specifita je ve vétsiné ptipadid 100 %

a zminéna studie tento vysledek potvrzuje.

3.3. FISH

Zavedeni fluorescencni in situ hybridizace do prenatalni diagnostiky znamenalo zna¢né
urychleni analyzy vzorkt oproti klasické barvici technice. FISH lze totiz provadét na
interfaznich jadrech, a proto bunky nevyzaduji kultivaci (Klinger et al., 1992). Pomoci této
techniky je analyza hotova zpravidla do jednoho dne (Eiben et al., 1999). Principem FISH je
hybridizace fluorescencné¢ znacenych sond ke komplementdrnim sekvencim piislusnych
chromozomti. Tyto sekvence Ize nasledné vizualizovat.

Pted samotnou FISH jsou bunky oddélené centrifugaci pireneseny na mikroskopické sklicko,
kde jsou fixovany. Béhem FISH jsou pfidany specifické DNA sondy komplementarni
k oblastem na péti vySetfovanych chromozomech — 13, 18, 21, X a Y. K prob&hnuti
denaturace templatové DNA i sondy je nutno na nckolik minut zvysit teplotu na ptiblizné
80°C. Nasledné¢ je smés vétSinou pies noc inkubovana piti 37°C, aby mohly sonda
a templatovd DNA hybridizovat. Nakonec je vzorek analyzovan pomoci fluorescencniho
mikroskopu. Dle poctu sviticich mist je posouzena piitomnost dvou ¢i tii analyzovanych
chromozomli ve vzorku. Podle poctu markeri gonozomi jsou analogicky posouzeny
aneuploidie gonozomi. (Klinger et al., 1992)

K odhaleni numerickych aberaci pomoci FISH jsou vyuZivany centromera-specifické
(o-satelitni) sondy, hybridizujici s repetitivnimi sekvencemi v oblasti centromery
a lokus-specifické sondy (Pergament et al., 2000). Chromozomy 13 a 21 sdili stejnou
repetitivni oblast, a proto je nelze rozliSit pomoci a-satelitnich sond (Klinger et al., 1992).
DNA sondy mohou byt fluorescenéné znaCené vice barvami, coZ umozni posouzeni vice
druhti aneuploidii v jednom vzorku. Tato technika je nazyvana mFISH (Multicolor FISH)
(Liehr et al., 2006). Pro analyzu nejéastéjSich aneuploidii byly vyvinuty komeréné dostupné
kity napr. AneuVysion Multicolor DNA Probe Kit
(http://www.abbottmolecular.com/us/products/genetics/fish/prenatal-genetics-testing-
aneuvysion.html). Tento kit obsahuje sondy komplementarni k nésledujicim chromozomtim
v danych oblastech: chromozom 18 (18p11.1 — g11.1), chromozom X (Xp1l.1 — ql1.1),
chromozom Y (Ypl1l.1 — ql11.1), chromozom 13 (13ql4 — oblast genu pro retinoblastom)
a chromozom 21 (21g22.13 — g22.2).
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FISH vykazuje vysokou senzitivitu i specifitu. Dle Tepperberg et al., (2001) je senzitivita pro
vSechny zjistitelné aneuploidie 99,8 % a specifita 99,98 %. Vysokou spolehlivost této metody
pii detekci aneuploidii potvrzuje vétSina studii. U Weremowicz et al. (2001) vsak byly
publikovany nizsi vysledky. V této studii dosahovala senzitivita 94 a specifita 98 % za pouziti
stejného kitu jako u Teppenberg et al. (2001). Tyto vysledky mohly byt zptisobeny mensim
poctem vySetiovanych vzorkt oproti studii Tepperberg et al. (2001).

Prekazkou pfi analyze pomoci FISH miZze byt kontaminace vzorku matefskymi bunikami,
pokud je plod Zenského pohlavi, protoze tyto dvé linie od sebe nelze rozlisit. Komercné
dostupné kity obsahujici sondy pro pét analyzovanych chromozomut ptedstavuji problém
V tom, ze obsahuji ¢astecné konstitucni heteromorfismy, coz miize vest k faleSné¢ pozitivnimu

nebo fale$né negativnimu vysledku. (Hulten et al., 2003)
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4. 7aver

Kvalita metod prenatalni diagnostiky se neustale zvySuje. Objev efektivnich biochemickych
a ultrazvukovych markerii umoznil nejprve zvySeni zachytnosti aneuploidii ve Il. trimestru
t€hotenstvi, kdy je riziko komplikaci s ukoncenim t¢hotenstvi niz§i. EXistence téchto
screeningovych markerti dala vzniknout nékolika druhim screeningovych programt, které se
dle hodnocenych markert lisi v zachytnosti aneuploidii. Nejucinnéjsi screeningovy program
je integrovany test kombinujici markery I. i Il. trimestru. Pokud je vSak prvotrimestralni
vySetieni pozitivni, provadi se na piani pacientky diagnostické invazivni vySetieni (CVS)
bezprostiedné.

Vyznamnym vyvojem prosly rovnéz metody hodnotici fetilni DNA. Zavedeni
molekularné-cytogenetickych a molekularné-genetickych metod do prenatalni diagnostiky
umoznilo vyznamné urychlit posuzovani ptitomnosti aneuploidii.

Protoze se vek téhotnych zen neustale zvySuje, da se predpokladat, ze prenatalni diagnostika
bude hrat stale dulezitgjsi Glohu v zachytu nejcastéjSich aneuploidii, jejichz vyskyt s vékem

téhotnych nartlsta.
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5. Seznam zkratek a slovni¢ek pojmi

AFP — o-fetoprotein

AMC — amniocentéza

CRL (crown-rump length) — temeno-kostr¢ni délka

CVS (chorionic villus sampling) — odbér choriovych klki

DR (Detection Rate) — procento detekce, zachytnost — podil skute¢né postizenych a téch,
které test oznacil za postizené

DV — ductus venosus

FISH (fluorescence in situ hybridization) — fluorescen¢ni in situ hybridizace

FMF uhel (frontomaxillary facial angle) — frontomaxilarni obli¢ejovy uhel

FPR (False Positive Rate) — procento fale$né positivity — procento zdravych, ktefi byli testem
oznaceni za postizené

fB-hCG (free B-hCG) — volna B-podjednotka lidského choriového gonadotropin

hCG (human chorionic gonadotropin) — lidsky choriovy gonadotropin

MoM (Multiple of Median) — nasobek medianu, v bakalaiské praci je tento nasobek
u aneuploidnich plodii vzdy vztazen na 1 MoM euploidnich plodd, i kdyz to v textu neni
uvedeno

NB (nasal bone) — nosni kost

NT — nuchalni translucence

PAPP-A — Pregnancy-associated plasma protein A

QF-PCR (quantitative fluorescent polymerase chain reaction) — kvantitativni fluorescen¢ni
polymeréazové fetézcova reakce

senzitivita — UspéSnost, s niz test zachyti pfitomnost ancuploidie; pravdépodobnost, Ze
pozitivni test odhalil zasaZeného pacienta

specifita — schopnost testu ptesné vybrat pfipady, u nichz aneuploidie nenastala

STR (short tandem repeats) — kratké tandemové repetice

SUA (single umbilical artery) — jedna umbilikalni arterie

SURUSS — Serum Urine and Ultrasound Screening Study

TA — transabdomindlni

TC — transcervikalni

TCV (tricuspid valve) — trikuspidalni chlopen

ThCG - cela molekula lidského choriového gonadotropinu

UE3 — nekonjugovany estriol
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aplazie — nevyvinuti nékterého organu

ascites — hromadéni tekutiny v dutiné bfisni

atrézie — slepé ukonceni

brachycefalie — defekt lebky zptisoben pied¢asnym sriistem koronarnich $vi

echogenni organ — organ s dostatecnou odrazivosti pro vytvoieni znatelného obrazu pfi
sonografickém vySetieni

hernie branice — brani¢ni kyla, defekt nebo otvor v brénici, ktery umoziuje obsahu dutiny
biisni putovat do dutiny hrudni

holoprosencefalie — nevytvofeni nebo netplné oddé€leni jedné mozkové hemisféry
hydronefroéza — rozsiteni ledvinné panvicky

hyperechogenni organ — organ se zvysenou odrazivosti, jevi se na ultrazvuku svétlejsi nez
okoli

hypoplazie — netiplné vyvinuti nékterého orgénu

klinodaktylie — malformace prstd, prsty vybocuji z osy

koarktace aorty — zuZeni aorty

megacystis — abnormalné zvétseny mocovy méchyt

mikrocefalie — zakrnéni ¢i pfedéasné ukonceni ristu mozku a celé hlavy

mikrognatie — zmenseni dolni Celisti

myelomeningokéla — struktury michy jsou mimo patetrni kanal a nejsou kryté kuzi

nuchalni cysticky hygrom — cystické zdufeni v oblasti krku

nuchalni edém — abnormalni nahromadéni tekutiny v oblasti §ije

omfalokéla — defekt uzavieni bfisni stény; stfeva, jatra a ptipadné dalsi organy jsou uzavieny
ve vaku vné dutinu bfis$ni

postaxialni polydaktylie — nadpocetny 4. prst ¢i malicek

syndaktylie — srostlé prsty

ventrikulomegalie — rozsiteni komorového systému zpisobené zmnozenim mozkomisniho

moku bez redukce mozkové tkané
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