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Anotace

Bakalarska prace se zaméfuje na problematiku prenatalniho testovani. V teoretické cCasti
poskytuje literarni prehled o moznostech prenatalniho testovani. Popisuje nejcastéjsi indikace
vedouci k invazivnimu testovani, moznosti odbéru prenatalnich vzorku s popisem rizik
a klasické a molekularné cytogenetické metody pouzivané v prenatalni diagnostice. Dalsi ¢ast
prace predstavuje Ctenafi nejcastéji detekované chromozomové aberace jako je Downiv

syndrom, Edwardstiv syndrom a Patatv Syndrom.
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karyotyp, FISH, Downliv syndrom, Edwardstv syndrom, Patautiv syndrom

Title

Invasive prenatal testing in the second trimester of pregnancy

Anotation

Bachelor thesis is focused on the possibilities of prenatal testing. Theoretical part provides
literary review of prenatal testing and cytogenetic findings. It describes indications leading to
invasive testing, the possibilities of prenatal sampling with their risks, classical and molecular
cytogenetic methods used in prenatal diagnostics. and most common chromosomal

aberrations such as Down's syndrome, Edwards' syndrome and Patau's syndrome.
Keywords
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Seznam zkratek

AFP alfa-fetoprotein

ALL akutni lymfaticka leukemie

AMA pokrocily vék matky (advanced maternal age)

AMC amniocentéza

BP bakalarska prace

CC kordocentéza (cordocentesis)

CGPS Ceské gynekologicko-porodnické spole¢nost

CNS centralni nervova soustava

CRL temeno-kostréni délka (crown-rump length)

CVS odbér choriovych klkii (chorionic villus sampling)

DAPI diamidinfenylindol

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DS Downliv syndrom

DV vendzni ductus (Ductus Venosus)

ES Edwardstv syndrome

FISH fluorescenc¢ni in situ hybridizace (fluorescent in situ hybridization)
FMF frontomaxilarni obli¢ejovy uhel (frontomaxillary facial angle)

GIT gastrointestinalni trakt

hCG lidsky choriovy gonadotropin (human chorionic gonadotropin)
ISCN Mezinarodni system pro lidskou cytogenetickou nomenklaturu (The

International System for Human Cytogenetic Nomenclature)

IUGR intrauterinni riistova retardace (intrauterine growth retardation)
KCI chlorid draselny

MoM nasobky medianu (multiples of median)

NB kost nosni (nasal bone)

NIPT neinvazivni prenatalni diagnostika (non invasive prenatal testing)
NK nukleova kyselina

NRVV Nérodni registr vrozenych vad

NT nuchalni translucence

NTD defekty neurdlni trubice (neural tube defects)

OA osobni anamnéza

PAPP-A specificky téhotensky protein A



PHA fytohemaglutinin (phytohemagglutinin)

PIGF placentarni rustovy factor (in English)

PND prenatalni diagnostika

PS Patautiv syndrom

PV plodova voda

QF-PCR kvantitativni fluorescenéni polymerazova retézova reakce
RA rodinnd anamnéza

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SLG Spoleénost 1ékaiské genetiky a genomiky CLS JEP

SSC salinicky roztok citranu sodného

STS steroidni sulfatdza

TA-CVS transabdominalni odbér choriovych klkt

TC-CVS transcervikalni odbér choriovych klka

TORCH toxoplasmoza, ostatni, rubeola, cytomegalovirus, herpesviry
TR trikuspidalni regurgitace

tt. tyden te¢hotenstvi

uE3 volny estriol

uuT umeélé ukonceni te¢hotenstvi

uz ultrazvukovy (ultrazvuk)

VvV vrozené vyvojové vady

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)



Uvod

Prenatalni diagnostika (PD) je nedilnou soucasti péfe o kazdou rodicku. Jedna
se 0 soubor jasn¢ definovanych postupti a metod, které slouzi k vCasné diagnostice
abnormalniho téhotenstvi. Je zamétfena predev§im na hodnoceni stavu a stupné vyvoje plodu.
Kromé informaci o plodu by méla také zahrnovat dostateCnou péci o t€hotonou Zenu,
poskytovat ji psychologickou podporu a jednat na zaklad¢ Iékaiské etiky. Rodicka by méla
byt dostatecné¢ informovéana o veSkerych postupech, zékrocich a stavu plodu. Na zakladé
zpisobu provedeni testovani se PD rozdé€luje na invazivni a neinvazivni.

Bakalarska prace je rozdélena na Cast teoretickou a praktickou. V ramci teoretické
Casti jsou popsany zakladni informace o procesu prenatalniho testovani jak Vv ramci
neinvazivnich, tak invazivnich metod. Teoreticka ¢ast dale popisuje vyuziti biochemickych a
ultrazvukovych markert vyuzivanych v ramci screeningovych testii. Popisuje, bézné metody
invazivni diagnostiky. Stézijni ¢asti prace jsou metody Klasické cytogenetiky a molekularni
cytogenetiky. Na zavér jsou zde popsany nejcastéjsi (prenatalni) chromozomové aberace.

Prakticka c¢ast bakalaiské prace je zaméfena na vyhodnoceni statistickych dat
a zpracovani vzorkli rutinni metodou molekuldrni cytogenetiky — FISH (fluorescencni

hybridizace in situ) a zhodnoceni ziskanych dat a vysledkd.
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TEORETICKA CAST

1  Prenatalni diagnostika

Jedna se o vySetfeni tkéni plodu v pribéhu téhotenstvi. Prenatalni diagnostika
je zaméfena na hodnoceni zdravotniho stavu, stupné vyvoje a genetické konstituce plodu,
s cilem detekovat piipadné abnormality ve vyvoji, jakymi jsou naptiklad vrozené vyvojové
vady (VVV). Dalsim cilem je také poskytnuti psychologické podpory, individualni specifické
piedporodni a poporodni zdravotni péce ¢i umoznéni param v riziku poceti nepostizené¢ho
potomka. Prenatalni diagnostika je komplexni proces zaloZzeny na spolupraci nékolika
medicinskych obort — klinické genetiky, gynekologie a porodnictvi, ultrazvukové diagnostiky
a klinické biochemie. (Nussbaum R. L. et al., 2004). Zrod prenatalni diagnostiky nastal roku
1966, kdy se M. Steelovi a W. R. Bregovi jr. podafilo ur¢it chromozomalni konstituci plodu
s vyuzitim kultivovanych bunék plodové vody (Steele, M., & Breg Jr, W. R., 1966).
Prenatalni testovani je dostupné pro fadu onemocnéni a VVV, jejichz pfi¢inou jsou
chromozomové odchylky (Norton M. E. et al., 2016).

Prvni sledovanou chromozomovou abnormalitou v prenatalni diagnostice byl Downav
syndrom (trizomie 21. chromozomu). Do sledovani se pak postupné piidavaly VVV:
roz§tépové vady centralniho nervového systému, vrozeny hydrocefalus, VVV ledvin a
vyvodnych cest mocovych a dalsi (UZIS, 2007).

Evidence vrozenych vad ma v Ceské republice dlouholetou tradici. Ceské republika
patfila mezi prvni staty, kde bylo zavedeno sledovani a registrace VVV.
Prvni publikace s daty o této problematice byla vydana Ustavem zdravotnickych informaci
a statistiky CR jiz v roce 1965. V dne$ni dobé jsou data poskytovana jednotlivymi pracovisti
lékatské genetiky a prenatdlni diagnostiky kaZdorotné zpracovavana Narodnim registrem
vrozenych vad (NRVV). Dle NRVV je 3. bfezen vyhlaSen Mezindrodnim dnem Vvrozenych
vad. Cilem je pfipomenuti této problematiky Sir$i vefejnosti s dlirazem na potiebu vyzkumu
a prevence.

V ramci prenatalni diagnostiky rozliSujeme dva hlavni zplsoby provadéni

prenatalniho testovani, a to metody neinvazivni a invazivni.
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1.1 Neinvazivni metody prenatalni diagnostiky

Neinvazivni metody prenatdlni diagnostiky jsou metody, pfi nichZz neni zasazeno
do integrity plodu. Mezi neinvazivni metody patii ultrasonografické hodnoceni morfologie
plodu, stanoveni biochemickych markerti a nové se rozvijejici metody zalozené na detekci
volné fetalni DNA (deoxyribonukleova kyselina) kolujici v krvi matky. Metody

neinvazivniho prenatalniho testovani Se zacaly rozvijet v 50 letech 20. stoleti (Lowy I., 2014).

1.1.1 Biochemické markery

Roku 1970 polozili védci Brock & Sutcliffe zaklady neinvazivniho prenatalniho
testovani, zalozeném na hodnoceni biochemickych markerti. Prvnim z vyuzivanych markera
se stal alfa-fetoprotein (AFP), ktery byl detekovan u téhotné Zeny s prokazanou poruchou
vyvoje neuralni trubice plodu, tzv. anencefalii (Brock D.J. & Sutcliffe R.G., 1972). Postupné
pak byly objevovany dals$i markery — lidsky choriovy gonadotropin (hCG), volny estriol
(uE3), specificky téhotensky protein A (PAPP-A), inhibin A a placentarni ristovy faktor
(PIGF).

Lidsky choriovy gonadotropin patifi do skupiny glykoproteinovych hormont,
produkovanych syncytiotrofoblastem placenty. Molekula hCG je tvofena dvémi nekovalentné
vazanymi podjednotky a a B (Lapthorn A. J. et al., 1994; Cole L. A., 2012). Jak celkovy,
tak B fragment hCG je nasledné detekovatelny v moc¢i (Nisula B. C. et al., 1989). Celkovy
hCG detekujeme v séru k potvrzeni gravidity a k jejimu sledovani. Hladina hCG vytvafi
typickou kiivku s vrcholem mezi 8. — 10. tydnem téhotenstvi (tt.) (Obr.1) a s poklesem ve
druhém trimestru (Roztocil A., 1998). Volna B podjednotka hCG (free B hCQ) je laboratornim
parametrem pro screening VVV v 1. trimestru. Stanoveni koncentrace free -hCG v séru se
uplatiiuje pii véasné diagnostice trizomie 21. chromozomu.

Koncentrace hCG v priibéhu téhotenstvi
250000

150000

u/l

100000
50000

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Prabéh téhotenstvi (tydny)

Obrazek 1: Vyvoj Kkoncentrace <c¢g béhem  téhotenstvi. Pievzato z
https://www?2.ikem.cz/plm_Ip/_LP_02024-L0000006.htm
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Dalsim testovanym markerem je PAPP-A. Hladina PAPP-A dosahuje maxima
ve tretim trimestru a po porodu jeho hladina klesa (Zima T., 2007). U vétSiny
chromozomovych aberaci je jeho koncentrace snizena. V pfipadé¢ plodu s trizomii
chromozomu 21 je hladina vyrazn¢ snizena v prvnim trimestru (Wald N. et al. 1992), zatimco
vV druhém trimestru se hladiny pfili§ neodlisuji od fyziologického téhotenstvi (Spencer K. et
al., 1994). Vzhledem k tomu, ze hladina PAPP-A koreluje s velikosti placenty, respektive
trofoblastu, mohou byt nizsi hodnoty ukazately dalSich rizikovych stavli jako je intrauterinni
rustova retardace (intrauterine growth retadation, IUGR), samovolny potrat, preeklampsie
¢i pred¢asny porod (Smith GC, et a., 2002; Dugoff L. et al., 2004; Spencer K. et al., 2008).

AFP  je  plazmaticky  glykoprotein  produkovany  Zloutkovym  vakem
a pozdégji jatry plodu. (Gitlin G. et al., 1972). Syntéza fetdlniho AFP zaina stoupat mezi
7-10.tt. s maximem ve 14. tt. (Yachnin S., 1978). Krom¢ stanoveni hladiny AFP v Krvi,
je pouzivano také stanoveni v plodové vodé. AFP se vyuziva predevsim jako screeningovy
marker pro defekty neurdlni trubice (NTD, neural tube defects). Jako prvni byly zvysSené
hladiny AFP popsany Brockem a Sutcliffem v plodové vodé Zen, u nichz byl u plodu
diagnostikovan anencefalus (Brock D. J. and Sutcliffe R. G., 1972). O rok pozdé&ji
se prokazalo, Zze zvySena hladina AFP, v souvislosti s NTD, je detekovatelnd v séru matky
(Brock D. J. et al., 1973). Krom¢ zvysené hladiny, je mozné pozorovat snizeni koncentrace
AFP v krvi matky, jejiz plod je postizen Downovym syndromem (DS) (Cuckle H., Wald N.
and Lindebaum R., 1984).

Nekonjugovany estriol (uE3) je estrogenni hormon produkovany predevsim placentou,
jatry plodu a nadledvinkami. uE3 je ukazatelem tzv. fetoplacentarni funkce (Macnaughton M.
C., 1967). Koncentrace UE3 se postupné zvysuje od 15. tydne az do porodu. Pokles UE3 muze
znacit zhorSenou fetoplacentarni funkci ¢i DS u plodu (Beischer N. A. et al., 1968; Bashore R.
A. et al,, 1977; Canick J. A. et al., 1988; David M. et al., 1996). Vyrazn¢ nizsi hladiny byly
také prokazany u deficience steroidni sulfatazy (STS), jez se projevuje jako tzv. ichtydza,
neboli kozni onemocnéni (David M. et al., 1995).

Inhibin A je nesteroidni gonaddlni hormon produkovany hypofyzou, vajecniky
a placentou. Koncentrace inhibinu A nartstd mezi 9. — 10. tt., nasledné vyrazné klesa.
Dalsi postupny nariist je pak pozorovan ve tfetim trimestru t€hotenstvi (Birdsall M. et al.,
1997). Placentarni produkce inhibinu A se vyuziva ve screeningu Downova syndromu, kde
vykazuje zvySené hladiny (Aitken D. A. et al., 1996). Dale slouzi k monitorovani
trofoblastické nemoci a k diagnostice preeklampsie (Chada M. et al., 2002).
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PIGF patii do skupiny vaskularnich endotelidlnich rastovych faktorti. V pribéhu
téhotenstvi je  produkovan pfedevSim bunkami trofoblastu, ale také plicni
¢i srde¢ni tkani. Je nezbytny pro normalni vyvoj placenty a plodu (Makrydimas
G., Sotiriadis A. eat al., 2008). Fyziologicky se jeho hladina zvySuje do konce druhého
trimestru a nasledn¢ klesa az do obdobi porodu (Clark D. E., Smith S. K. et al., 1998).
Snizend koncentrace PIGF v krvi matky souvisi S preeklampsii a dal$imi komplikacemi,
které souvisi se Spatnou funkci placenty. Snizené hladiny PIGF byly pozorovany i u Downova

syndromu (Benton, S. J., McCowan, L. M., Heazell, A. E. et al., 2016).

1.1.2 Ultrasonografické hodnoceni morfologie plodu

Ultrasonografie hraje velmi dulezitou a nezastupitelnou tlohu pii sledovani priabéhu
téhotenstvi. Ultrasonografické metody se zacaly vyvijet na pocatku 50. let 20. stoleti (Dolezal
L. a kol, 1998). Vroce 1972 provedl Campbell prvni ultrasonografické vysetfeni plodu
s anencefalem (Campbell S. et al., 1972). V Ceské republice se ultrazvuk zadal pouZivat na
pielomu 70. a 80. let 20. stol. Do gynekologickych ordinaci se dostal az o n¢kolik let pozdéji
(Dolezal L. a kol., 1998).

Mezi standardné sledované znaky patfi méfeni Sijové projasnéni (NT, nuchal
translucency), temeno-kostréni délky (CRL, crown-rump length) a ptitomnosti nosni kutstky
(NB, nasal bone). Mezi dalsi mozné sledované parametry patii méteni frontomaxilarniho
oblicejového uhlu (FMF, frontomaxillary facial angle) ¢i dopplerovské méfeni prutoku krve
pies trikuspidalni chlopen (TR, trikuspidalni regurgitace) a ven6znim duktem (DV, Ductus
venosus) (De Graaf I. M., 2002).

Podstata NT spociva v méfeni §ife prosaknuti koZni fasy v zatylku plodu (Obr.2).
Mnozstvi této tekutiny je v téhotenstvi ovlivnéno riznymi patologickymi stavy, jako je
srde¢ni dysfunkce, abnormality srdce a velkych tepen nebo vendzni piekrveni v oblasti krku a
hlavy. Se zvySujicimi se hodnotami NT se zvySuje riziko vyskytu chromozomalnich vad jako
je napt. Downidv syndrom, kongenitalni hyperplazie nadledvin ¢i Smith-Lemli-Opitziv
syndrom. ZvySené hodnoty NT mohou také signalizovat vyskyt VVV, jakymi jsou napf.
omfalokéla, brani¢ni hernie a skeletalni defekty (Snijders R. J. M, 1998).
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Normal Abnormal

Obrazek 2:Nuchalni translucence: UZ zobrazeni normaélniho a abnormalniho $ijového
projasnéni u plodu. Pfevzato z: https://www.drmikeoconnor.com.au/blog/nipt-screening---
nuchal-translucency---complimentary-rather-than-alternatives

Dal$im hodnocenym markerem je pfitomnost ¢i neptfitomnost nosni klstky (Obr. 3).
Tento parametr je posuzovan v obdobi mezi 11. — 13. tt. V roce 1866 si Langdon Down vSiml,
ze charakteristickym rysem pacientd s trizomii 21. chromozomu je pravé absence kosti nosni
(Pueschel S. M., 1981). Pokud se diagnostikuje absence NB mezi 11. a 12. tydnem, je vhodné
udé€lat vySetfeni 1 o tyden pozdéji a aZ tento vysledek opakovaného vySetteni lze pouZit pro

vypocet rizika Downova syndromu, abychom snizili falesnou pozitivitu (Cicero S, 2004).

Obrazek 3: Nosni kustka (NB): vlevo patrna pfitomnost nosni kistky, vpravo plod bez nosni
kustky. (Fong, K. W. et al., 2004)

CRL je definovéana jako vzdalenost od temena hlavy plodu ke kostr¢i. CRL se méfi
v ¢asném tc¢hotenstvi (mezi 9.-13. tt.) primdrné pro stanoveni gestaniho staii plodu (Treolar
A., 1967; Cambell S., 1969).

Dal$im ultrazvukovym markerem prvniho trimestru je meéfeni frontomaxillarniho

obli¢ejového thlu (FMF — fronto-maxillo-facialni uhel. Cim je tento thel vétsi, tupy, tim je
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obli¢ej plodu napadné oplostély, coz je charakteristické pro déti s chromozomalnimi
aberacemi (Drugan A., 1992).

ductus venosus (DV). Abnormalné vysoky tok krve vendéznim duktem je typicky pro
chromozomalni aberace nebo srde¢ni vady (Kiserud T, 1994). Pouziti dopplerovského
zobrazeni prutoku krve trikuspidalni chlopni (TR — trikuspidalni regurgitace), patii k dalSim
pokrocilejsim moznostem UZ vySetieni. U aneuploidii je diagnostikovan zpétny priitok krve,
pokud trva déle nez 50 % casu systoly komor. Zpétnd pulzace je pak charakteristicka

napiiklad pro Downuv syndrom (Faiola S, 2005).

1.1.3 Screeningové testy v téhotenstvi

Kombinace ultrazvukovych a biochemickych markerd se vyuzivda v ramci
screeningovych  testi v téhotenstvi.  RozliSujeme  screening  prvotrimestrdlni a
druhotrimestralni. K rozvoji screeningovych metod doslo ve druhé poloviné 20. stoleti.
Wilson a Junger poprvé definovali zdsady a podminky, pro které je screening i po etické
strance vhodny. Tyto zasady byly schvaleny WHO (Raffe AE, Gray JA, 2009).

Prvotrimestralni screening je preferovan CGPS (Ceskou Gynekologicko-Porodnickou
Spole¢nosti) (Gregor V., Sipek A. a kol., 2009). Jedna se o spole¢né vyhodnoceni
biochemickych markert a UZ vySetieni, kdy se mezi 10. a 14. tt. provadi biochemicka
vySetieni a s odstupem 14 dntt UZ vySetfeni. V ramci kombinovaného testu se hodnoti PAPP-
A, free p hCG, NT a veék matky. Testem se vyhodnocuje riziko pfedev§im trizomie 21., 18.,
13. chromozomu. (Wald N.J., Hackshaw A. K., 1997). Pokud se kombinovany test v prvnim
trimestru t¢hotenstvi rozsifi o dalsi UZ parametry (pfitomnost NB, FMF, vySetfeni TR a DV)
hovotime o tzv. kombinovaném kontingen¢nim testu. K tomuto testovani se ptistupuje, pokud
je vysledek kombinovaného testu hrani¢ni. (Wald NJ, Rodec C, Hackshaw AK, Walters J,
Chitty L, Mackinson AM, 2003). Vysledkem hodnoceni jsou pak dvé hodnoty cut-off.
Nastaveni cut-off pro pozitivni vysledky se li§i na riznych pracovistich. VétSinou se jednd o
riziko aneuploidie 1:100 a vys$$i. Druhy cut-off je nastaven pro riziko 1:1000, ktery je
hodnocen jako negativni. Pokud se vysledek rizika nachdzi mezi témito dvéma hodnotami,
jsou dale vysetfovany pomoci kontingencniho testu (Maiz N. et al., 2009).

Screening ve druhém trimestru téhotenstvi se provadi v obdobi od 15. — 22. tt.
Je zaloZzen na stanoveni biochemickych markeri. V soucasné dobé je mozno
druhotrimestrialni screening provadét samostatné nebo jako soucast integrovaného testu.

Druhotrimestridlni screening se rozdéluje podle poctu stanovovanych biochemickych
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markert. V ramci double testu se stanovuje: AFP a hCG muze byt i free p-hCG. V ramci
triple testu se stanovuje hodnota AFP, uE3 a hCG. V ramci quadruple testu AFP, uE3, hCG
a inhibin A. Pokud téhotna Zena podstoupila kombinovany test v 1. trimestru a ma za sebou
i vySetfeni v trimestru druhém, je mozno vysledky z obou screeningta spojit do jednoho
vysledného rizika v ramci tzv. integrovaného testu (Wald N. J., Rodeck C, Hackshaw A. K. et
al., 2003).

Hodnoty prakticky vSech markerGi prenatdlniho screeningu se méni s gestaCnim
vékem. Proto jsou pii vypoctu rizika naméfené hodnoty v jednotkach IU/I, mmol/l, ng/ml,
mm piepocitavany na hodnoty MoM (Multiples of Median — nasobky medianu). Zjistény udaj
se podé€li hodnotou medidnu pro pfislusny marker a den te€hotenstvi. Kazd4 laboratof si sama

stanovuje mediany z databaze svych vysledka (Wald N. J., Hackshaw A. K., 1997).

1.2 Invazivni metody prenatalni diagnostiky

Invazivni metody prenatdlni diagnostiky jsou metody, pii kterych je zasazeno
do integrity plodu. Umoznuji ziskat vzorek tkané plodu s cilem potvrzeni, ¢i vylouceni rizika
vady plodu. Invazivni metody jsou dosud v prenatalni diagnostice nezbytné, ale musi spliiovat
podminku vysoké bezpe¢nosti jak pro matku, tak plod samotny. Jsou spojeny s rizikem
potratu, které se pohybuje v rozmezi 0,5 — 2 % Vv zavislosti na pouzité¢ invazivni metode¢.
Vzhledem k urcité rizikovosti se provadi jen u téhotnych Zen se zvySenym rizikem vyskytu
VVV. Mezi invazivni metody prenatalni diagnostiky patii: odbér vzorku choria (CVS, chorius
villi sampling), aminocentéza (AMC), kordocentéza neboli odbér pupecnikové krve a

v nékterych ptipadech také odbér vzorku fetalnich tkani (Hajek Z., 2014).

1.2.1 Indikace k invazivnimu prenatalnimu testovani

Doporuceni vydané SpoleCnosti 1€kaiské genetiky (SLG) — ,,Doporuceny postup
genetického diagnostického prenatdlniho vysetreni (prenatdlni diagnostika, PND)“(SLG,
(OA) ¢i rodinnd (RA) anamnéza, teratogenni riziko, pokrocily v€k matky v dobé porodu,
a predevSim pozitivné hodnocend screeningova vySetfeni (nalez na ultrazvuku, pozitivni
biochemické markery).

Do OA a RA spadad — vyskyt VVV ¢i geneticky podminéného onemocnéni v rodinég,
porod ditéte s chromozomalni aberaci v ptedchozi gravidité¢ ¢i potvrzené pienasecstvi

geneticky posminéného onemocnéni (Adzick NS, Thom EA, Spong CY et al., 2011).
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V piipad€, ze je t¢hotna Zena vystavena pisobeni latek, které mohou negativné
ovlivnit vyvoj plodu, mluvime o tzv. teratogennim riziku. Teratogeny jsou latky, které mohou
zpusobit fadu VVV. Teratogeny lze rozdélit do ¢tyt skupin — fyzikalni, chemické, biologické
a metabolické. Vliv teratogenu je vzdy nutné posuzovat na zakladé né¢kolika parametrti, a to
na délce ptsobeni teratogenu, stafi t€hotenstvi, kdy k vlivu teratogenu doslo a také na davce
teratogenu (Gregor V., at al., 2001). Nejznaméjsim teratogenem ze skupiny chemickych latek
je alkohol. Vliv alkoholu na vyvoj plodu poprvé popsal v roku 1968 Paul Lemoine, pod
pojmen fetalni alkoholovy syndrom (Lemoine P. et al., 1968). Z chemickych latek jsou
vyznamnymi teratogeny také omamné latky, nikotin a nékteré 1éky (Volpe JJ., 1993; Koren et
al., 1998; Vaviinkova B., et al., 2000; Jaddoe VW et al., 2007; Prabhu N. et al., 2010; Rowe
T., 2015). Vyznamnym teratogenem je také kyselina listova, nikoli vSak ve smyslu nadbytku,
ale nedostatku. Bylo prokazano, ze nedostateény piijem kyseliny listové je rizikovy pro
rozvoj defektti neuralni trubice, jako je napf. spina bifida (Daly IE. et al., 1995). Z fyzikalnich
teratogent lze jmenovat tepelnou zatéz a zareni (rentgenové, ultrafialové) (Milunski A. et al.,
1992). Nejcastgjsimi biologickymi teratogeny jsou puvodci infekénich onemocnéni,
oznacovanych souhrné jako TORCH — Toxoplasmdsa, Ostatni, Rubeola, Cytomegalovirus
a Herpesviry (Rozto¢il A. a kol., 2007).

Vyznamnou skupinu pak tvofi indikace z divodu vyssiho veéku matky (AMA,
advanced maternal age, pokrocily vék matky). Bylo prokazano ze AMA je rizikovy pro vznik

aneuploidii, pfedev§im pak trizomie 21. chromozomu (Tab. 1)

Tabulka 1: Riziko vzniku aneuploidii Vv zavislosti na véku matky
(Practice bulletin no. 163: screeningfor fetal aneuploidy. Obstet Gynecol 2016;127(5): e 124)

Riziko aneuploidii dané vékem matky
Vék | Downiiv syndrom | Ostatni chromosomalni aberace
20 1:1480 1:525
25 1:1340 1:475
30 1:940 1:384
35 1:353 1:178
40 1:85 1:62
45 1:35 1:18

V 70. — 80. letech 20. stoleti patfil AMA k hlavnim indikacim k invazivnimu
prenatdlnimu testovani. Z 1000 indikovanych invazivnich vySetfeni pfedstavoval AMA

74,4 % vSech indikaci. (Bell J. A. et al., 1987). Primérny v€k matek pfi narozeni prvniho
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ditéte se celosvétoveé rok od roku zvysuje. V roce 1993, bylo ve vybranych zemich (Kanada,
Finsko, Ceska Republika, Francie, Izrael, Australie, Italie, Holandsko, Svédsko, USA)
registrovano 10,8 % matek ve veéku > 35 let, v roce 2004 pak doslo k nartstu na 18,8 %
(Cocchi G., et al., 2010). V roce 2017 byl dle Ceského statistického tGfadu pramérmy vék
matek 30 let, coz je ve shod¢ s tadou evropskych zemi. Tento fakt podporuji i dalsi data
statistického tfadu, ktera ukazuji nejvétsi miru porodti u muzii a zen v CR ve vékové skuping
30-34 let (Cesky statisticky wfad, online: 25. 3. 2020, https://www.czso.cz/csu/czso/1-
obyvatelstvo-rodiny-domacnosti). V fadé evropskych zemi je pak AMA stanoven na 35. rok
veéku matky v dobé porodu (EUROCAT, 2010).

V ptipad¢ indikace invazivnich technik, by mél byt vzdy kazdy ptipad posuzovan
individudlné s ohledem na stadium téhotenstvi a rizikovost vykonu. Kazdé indikaci k
invazivnimu testovani piedchazi geneticka konzultace, jejimz cilem je na zaklad¢é ziskanych
informaci poskytnout rodindm informace o riziku, moznostech prevence a dostupnych
vySetfovacich postupech. Konzultace by méla byt vedena nedirektivng, tzn. rodiné¢ by mély
byt poskytnuty veskeré potfebné informace k tomu, aby se sama rozhodla, jak bude dale
postupovano. Vysledkem konzultace je souhlas, eventudlné nesouhlas s potupem, tzv.
informovany souhlas (Ioannides A., 2017; Than N. G. et al., 2017).

Pocet indikaci k invazivni prenatalni diagnostice kazdorotné klesa. Maxima bylo
dosazeno v roce 2007, kdy bylo indikovano cca 20000 vykond. V minulém roce (2019)
pak pocet indikaci vyrazné klesl k cca 7 500 vykoni (Obr. 4). Nejéast&jsi indikaci v CR
je pozitivné hodnoceny screening, v mensi mite pak pozitivni UZ screening ¢i AMA (Obr. 5).

Invazivni prenatalni diagnostika v Ceské
republice, 1994 - 2019
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Obrazek 4: Pocet provedeny invazivnich vykonii v ramci prenatilniho testovani v letech
1994-2019 (Pfevzato z: www.vrozene-vady.cz, prezentace Prenatalni diagnostika
chromozomovych aberaci CR, Gregor V., Sipek A. Jr., Sipek A., 2020)
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Vn;z;né Indikace k (pozitivni) invazivni prenatalni diagnostice
vady v prubéhu ¢asu
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Obrazek 5: Zastoupeni jednotlivych indikaci k invazivnimu testovani v CR (Pfevzato z:
www.vrozene-vady.cz, prezentace Prenatalni diagnostika chromozomovych aberaci CR,
Gregor V., Sipek A. Jr., Sipek A., 2020)

1.2.2 Metody odbéru vzorku

Mezi invazivni metody ziskani vzorku plodu patti choriocentéza (CVS), amniocentéza
(AMC) a kordocentéza. Jednotlivé metody se li§i pfedevsim v Casovém vymezeni, kdy se

doporucuje jejich provedeni.

1.2.2.1 Choriocentéza

Choriocentéza neboli odbér choriovych klkii se vyuZiva v prvnim trimestru
téhotenstvi. Choriové klky jsou soucésti extraembryondlni tkané€ tzv. trofoblastu. Odbér se
provadi nejdiive od 10. tt. (Wapner R. J. et al., 1997; Tabor A. et al., 2010; Ghi T. et al.,
2016). Existuji dvé moznosti odbéru, a to odbér transcervikalni (TC-CVS) a transabdominalni
(TA-CVS). Samotny odbér je vzdy provadén pod ultrazvukovou kontrolou. Mezi vyhody
CVS patii ziskani vétSitho mnozstvi tkané, a predevS§im cCasnd diagnostika snizujici miru
stresu. Stejné tak jsou popsany nevyhody a rizika spojena se CVS, kterymi jsou riziko
maternalni kontaminace, placentarni mozaicizmus, infekce, krvaceni, pfedCasny porod a
riziko potratu. Riziko potratu u CVS je pak obecné stanoveno na 0,2-2 % (Hogge W. A. et al.,
1985; Williams J. et al., 1987; Collins SL. et al., 2012; Niederstrasser SL. et al., 2017;
Chevreau J. et al., 2019; Martins AT., et al., 2020).
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1.2.2.2 Amniocentéza

Amniocentéza neboli odbér plodové vody je provadén v druhém trimestru téhotenstvi,
nejcastéji od 15. tt. (Ghi T. et al., 2016). Odbér plodové vody v 15. - 16. tt. byl v pocatcich
prenatalni diagnostiky povazovan za tzv. zlaty standard. (Delisle M. F., Wilson D. R., 1999).

Plodova voda (PV) je za normalnich okolnosti ¢ird tekutina, ktera pro plod vytvari
optimalni podminky. Amniova tekutina se sklada zfady latek, jako jsou proteiny,
aminokyseliny, steroidni hormony, mastné kyseliny, mocovina, kreatinin, kyselina mocova a
predevsim pak epitelidlnich bun¢k plodu, diky kterym je plodova voda vhodnym materialem
pro prenatalni genetickd vySetfeni (Kudela M., 2008; Hajek Z., 2014). Mnozstvi plodové

vody se béhem tehotenstvi méni s maximem ve 38. tt. (Tab.2).

Tabulka 2: MnozZstvi plodové vody v zavislosti na stadiu téhotenstvi (Hajek Z., 2014)

Tyden téhotenstvi Objem plodove vody
(ml)
8 10
12 50
16 150
38 900-1000
40 800-900
> 42 300

Poprvé prezentoval provedeni transabdominalni amniocentézy Prochownick, Von
Schatz a Lambl. Roku 1919 pak byla provedena tzv. 1é¢ebna amniocentéza z divodu rozvoje
polyhydramnionu u té€hotné pacientky. Pokrok ve vyuziti amniocentéz nastal roku 1956,
kdy Reis-Fuchs vyuzili buniky plodové vody k uréeni pohlavi. V témze roce byla vyslovena
hypotéza o moznosti vyuZziti bun¢k PV v diagnostice dédicnych onemocnéni. Nejvétsi pokrok
byl zaznamenan roku 1966 kdy se Steelovi s Bregem podafilo poprvé kultivovat bunky
plodové vody s naslednym vySetienim karyotypu. Tento poznatek vedl k masivnimu rozvoji
vyuziti amniocentéz v prenatalni diagnostice (Riis P., Fuchs F., 1960; Steele MW., Berg WR.,
1966; Sahitya R. R., 2018). V Ceské republice byla aminocentéza zavedena
MUDr. Miroslavem Biestakem na pocatku sedmdesatych let 20. stoleti letech (Stembera Z.,
2004). Odbér PV se provadi punkéni jehlou pies bfisni sténu (transabdominaln¢) (Obr. 6),
eventualné ptes dé€lozni Cipek (transcervikalng). Pied vlastnim odbérem je provedena UZ
kontrola polohy plodu s vybérem vhodného mista vpichu. Za stalé kontroly UZ se jehlou
pronikne do amniového vaku a pomoci odbérové soupravy se odebere pozadované mnozstvi

plodové vody (Roztocil A., 1998).
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Obrazek 6: Zpiisob provedeni transabdominalni AMC (Mcclane S., 2015)

Fyziologicky se jedna o ¢irou, lehce nazloutlou tekutinu. Zména barvy miize indikovat
patologické stavy. Cervena svédéi o Eerstvém krvaceni, které mize byt zpiisobeno poranénim
placenty. Tmaveé hnédé zabarveni vznika v dusledku star$iho krvaceni nebo pfi odumieni
plodu. Nitrod€lozni dechova tisenn mtize byt nasledovana vypuzovanim smolky a tim zbarvit
plodovou vodu do zelena (Kudela M., 1996).

AMC ma své vyhody, nevyhody a rizika. Nevyhodou AMC je doba zisku tkéanové
Kultury z deskvamovanych bunék a jeji nasledné zpracovani pro cytogenetické ucely. Nutna
doba Kk ziskani vysledki je zhruba 3 tydny. Z Casovych divodiu néktera pracovisté
upiednostiiuji ¢asnou aminocentézu, ktera se provadi diive nez v 16.tt. Brzka amniocentéza je
v§ak dle mnoha studii rizikovéjsim ukonem z hlediska moznych komplikaci. Byla-li AMC
provedena diive nez v 15. tt., byly komplikace pozorovany u 7,3 % Zen, zatimco u Zen, které
podstoupily AMC po 16. tt., byl vyskyt komplikaci 2,8 % (Simpson N. et al., 1976).
U brzkych amniocentéz se také prodluzuje doba kultivace a riziko neuspésné kultivace je
zvysené, s ¢imz souvisi Casto i nutnost opakovat odbér PV (The Canadian Early and Mid-
Trimester Amniocentesis Trial (CEMAT) Group, 1998; Delisle M. F., Wilson R. D., 1999).
U brzkych amniocentéz byla naopak pozorovana mens$i mira kontaminace maternalni tkani
(Penso CA., Frigoletto FD., 1990).

Mezi dalsi rizika spojena s odbérem PV patii rozvoj infekce, tzv. amnionitidy, odtok
plodové vody, poSkozeni plodu pii odbéru, pfedcasny porod a riziko potratu. Riziko potratu

je jednim z nejdiskutovanéjsich témat mnoha studii (Tab. 3). Obecné je riziko potratu spojené
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s AMC publikovano jako < 1% (Ghi T. et al., 2016). Riziko potratu je vSak dulezité posuzovat
stejné jako v pripadé CVS individualné s piihlednutim k dal§im faktordm tzv. pozadi rodicky
(v€k matky, tt., opakované potraty, komplikace v té¢hotenstvi). Papantouniou N. E. et al., pak
popisuji zvySeny vyskyt potratii u skupiny rodicek ve vékové skupiné > 40 let, oproti vékové
skupiné 20-34 let (Papantoniou N.E. et al.,2001; Theodora M. et al., 2015). Amniocentéza
provadéna u vicecetného t€hotenstvi mé vyssi riziko potratu oproti jednocetnym graviditdm.
Proto musi byt aminocentézy u dvojcat provadény v piisn¢ indikovanych piipadech. (Hajek
Z.,2004).

Tabulka 3: Priklady studii zaméienych na vyjadieni % rizika potratu

Studie Riziko potratu
Simpson N. E. etal., 1976 2,3%

NICH 1976 3,5%

Tabor A. etal., 1986 1,7%
Papantoniou N. E., etal., 2001 | 0,7-0,9 %
Mujezinovic F., et al., 2007 06-19%
Towner D. et al., 2007 0,46 %

Mezi dalsi nevyhody AMC patfi riziko kontaminace maternalmimi bunikami. Z tohoto
hlediska je doporuceno, aby n¢kolik prvnich kapek odebrané PV nebylo pouzito (Ferguson-
Smith M. A., 1984). Zhlediska vyskytu mozaicizmu piedstavuje PV mensi riziko.
Bylo prokazano, ze na rozdil od CVS, je riziko mozaicizmu u vySetfeni PV 10x mensi.
Nehled¢ na fakt, ze prikaz mozaicizmu v choriovych klcich po CVS je indikaci k odbéru
plodové vody (Tabor A., Alfirevic Z., 2010).

1.2.2.3 Kordocentéza
Kordocentéza (CC) neboli odbér krve z pupecni Zily se provadi nejdiive po 20. tt.

Poprvé tuto metodu popsal Valenti C. vroce 1973 (Valenti C., 1973). Priméarni vyhodou
kordocentézy oproti CVS a AMC je rychlost zisku karyotypu plodu (1-3 dny), a tim i
diagnostika chromozomalnich abnormalit. Jakykoli piinos v§ak musi byt zvazen s ohledem na
riziko kordocentézy. Riziko potratu u CC je predmétem zajmu mnoha studii a pohybuje se
v rozmezi od 0,3 % az po 4,8 % (Daffos et al., 1985; Tongsong T., et al., 2001; Acar A., et al.,
2007). Dal§imi riziko jsou — krvaceni z mista vpichu, amnionitida ¢i vzacné se rozvijejici se
sepse a syndrom respiracni tisné (Daffos et al., 1985; Bovicelli L., et al., 1989; Wilkins 1., et
al., 1989)
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1.3 Cytogenetické a molekularné cytogenetické metody

1.3.1 Kultivace

Kultivace bun¢k je nezbytnou soucasti predchazejici vlastnimu cytogenetickému
vysetieni. Kultivace umoziuje ziskat bunky, nachazejici se v metafazi bunécného de€leni, kdy
jsou chromozomy nejlépe hodnotitelné. Pro kultivaci buné¢k v umélych podminkach se
pouziva termin in vitro (z latiny ,,ve skle“)(Schwarzacher H. G., Wolf U., 1974). Pro kultivaci
jsou nezbytna tzv. zivna média, kterd poskytuji nejvhodné€jsi podminky. Do zivného média se
také ptidavaji antibiotika, aby se zabranilo bakteridlni kontaminaci. Bunécné kultury se
uchovavaji v umélohmotnych nadobkach v termostatu pii teploté 37 °C a zvysené tenzi oxidu
uhli¢itého. Pfi praci s bunécnymi kulturami je potiecba dodrzovat zasady sterilni prace
(pouzivani laminéarnich boxt, germicidnich lamp).

Rust bun€k je mozné sledovat pomoci inverzniho mikroskopu (Nadler H. L. et al.,
1969). Buiiky rostou v urCitych fazich, které znazornuje ktivka fazového rastu (obr. 7).

Lag faze je fazi, kdy se bunky adaptuji na kultivaéni prostfedi a zacinaji se d¢lit.
V logaritmické fazi pocet bunc¢k exponencidlné roste. Ve stacionarni fazi rychlost ristu klesa
a projevuji se inhibi¢ni mechanismy. Posledni fazi je faze ubytku, kdy dochazi k odumirani

bunék (Kocarek E. et al, 2010)

log N S
9 stacionarni faze

ubytek
log

lag
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Obrazek 7: Rustova kiivka bunééné kultury (Kocarek E. a kol, 2010)

Ve stacionarni fazi bunky pokryji povrch nadoby a dostanou se do vzajemného
kontaktu, ¢imz dochazi ke kontaktni inhibici. V této fazi je nutné bunky pienést do nové
kultivacni nadoby s zivnym médiem. Tomuto procesu se fika pasazovani. Podle toho,
jakym zpasobem buiiky rostou v kultufe a zptsobu pasdzovani, Ize buniky délit na adherentni

a suspenzni (Peterson, Carol A., et al., 1996). Adherentni buiiky jsou ptisedlé na kultiva¢ni
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povrch. Adhezi bunék usnadiiuji proteiny jako je napiiklad kolagen, fibronektin nebo laminin.
Kuvolnéni bunék ze dna nadobky se pouzivd proteolyticky enzym, naptiklad trypsin.
Suspenzni buriky rostou naopak dispergované v médiu (Peshwa, Madhusudan V. et al., 1993).
K zastaveni déleni bunck se pouziva kolcemid. Kolcemid je syntetickym derivatem
kolchicinu. Plivodem se jedna o rostlinny alkaloid, ktery je schopny zadrzet buiiky v metafazi
mitotického déleni (Rodman T. C., Flehinger B. J, Rohlf F. J., 1980).

Mezi nejcastéji kultivované bunky patii lymfocyty periferni krve. Tyto bunécné
kultury se fadi mezi tzv. kratkodobé kultury. Déleni lymfocytii je stimulovano rostlinnymi
lektiny, znichz je nejbézngji vyuzivan vytazek z fazoli — fytohemaglutinin (PHA). Pro
kultivaci lymfocyt se odebiraji 2-3 ml krve do zkumavky s heparinem. Krev se kultivuje v
Zivném médiu v termostatu pti 37 °C, 72 hod. Mitotické dé€leni je ukonceno ptidanim
kolcemidu (Fedorenko B. eat al., 2001). V ramci prenatalni diagnostiky se kultivuji buiky
plodové vody (amniocyty) ¢i buiiky trofoblastu (choriocyty) (Nadler H. L. et al., 1969). Tyto
kultivace se oznacuji jako dlouhodobé. Tyto kultivace s sebou nesou riziko kontaminace, a
proto se musi pracovat za piisné sterilnich podminek. Plodovd voda je po odebrani
zcentrifugovdana a k vlastnimu nasazeni kultury se pouZivd sediment. Sediment je
resuspendovan v Kultivacnim médiu a pienesen do kultivac¢nich lahvicek. Supernatant lze
vyuzit k biochemickému vySetteni. Amniocyty se kultivuji v termostatu pii 37 °C v atmosféte
5 % COz. VétSinou 5. — 7. den kultivace se provadi mikroskopicka kontrola kultury a zaroven
prvni pasdzovani. V pribéhu dalSich dnii se provadéji kontroly riistu. Po vhodném nariastu
nasleduje blokace bunééného cyklu kolcemidem (Nadler H. L. et al., 1969). V pfipadé¢
kultivace tkan¢ choriovych klki se odpreparujji piimésy mateiské tkané a krve. Poté je
biologicky materidl resuspendovén v kultivacnim médiu a nasazen do kultivacnich lahvicek.

Kultivace probih4 za stejnych podminek jako kultivace amniocyta.

1.3.2 Karyotyp

VysSetfeni karyotypu patii mezi zakladni cytogenetické metody. Spociva
Vv chromozomové analyze bunék v metafazi bunéfného déleni (Michalova, 1999).
Po zastaveni bunééného déleni v odpovidajici fazi je nutné buiky hypotonizovat
0,75 M (molarni) roztokem KCI (chlorid draselny) (Renne, 1989). Pti hypotonizaci dochazi
k pfechodu vody z extracelularniho do intracelularniho prostfedi coz vede k rozestoupeni
chromozoml (Schrek R., 1945).
Nasleduje fixace pomoci fixa¢niho roztoku, ktery se sklada ze smési metanolu a kyseliny

octové v poméru 3 : 1. Takto zpracovana bunécna suspenze je takto pfipravena pro piipravu
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vlastniho preparatu tzv. kapani, kdy dojde k prasknuti bunétné membrany a ,vyliti“
chromozomli (Renne, 1989). Nasleduje barveni chromozomii. Existuje celd fada barvicich
technik. Prvnim typem je klasické neboli konvenéni barveni pomoci Giemsova barviva.
Timto zplisobem se chromozomy zbarvi homogenné. Toto barveni se pouziva pii hodnoceni
chromosomit v celkovém poc¢tu nebo hodnoceni zlomid (Rooney D.E., Czepulkowski,
B.H.,1992). Dalsim typem barveni jsou tzv. techniky pruhovéni — G-, R-, C-, Q-.
Nejpouzivangjsi metodou v klinické praxi je G-pruhovani. Barveni je zalozeno na plisobeni
trypsinu s naslednym obarvenim Giemsovym roztokem, Kombinace téchto ¢inidel vytvoii na
chromozomech tmavé (G+, heterochromatinové) a svétlé (G-, euchromatinové) pruhy (Obr.
8). Tyto pruhy jsou pro kazdy chromozom charakteristické a slouzi k ptesné identifikaci

jednotlivych chromozomi. (Holmquist, 1989).
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Obrazek 8: Chromozomy barvené technikou G-pruhovani (Alma Ganezer, 2019, web:
https://www.flandershealth.us/cytogenetics/gbanding-quinacrine-banding.html)

Dalsi technikou je R-pruhovani neboli reverzni pruhovani. Technika vyuziva zahrati
vzorkill Snéslednym barvenim. Vysledkem jsou pak opét svétlé a tmavé pruhy, které jsou
reverzni ke G-pruhovani. (Comings D. E., 1978). Dalsi technikou je Q pruhovani vyuzivajici
fluorescen¢ni barvivo, chinakrin (Sumner A. T., 1990). Technika selektivniho barveni
heterochromatinu okolo centromer se nazyva C-pruhovani, zalozené na degradaci chromatinu
pomoci hydroxidu barnatého. Jediné, co odolava degradaci, je konstituéni heterochromatin,

ktery se jako jediny obarvi Giemsou.
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Vysledkem chromozomové analyzy je karyotyp (Obr. 9) — soubor vSech chromozomi
v bunce. (Holmquist, 1989). Na chromozomu rozlisSujeme nékolik oblasti — centromera,
telomery, kratka raménka (p) a dlouhd raménka (q). Podle délky ramének a uloZeni
centromery, rozliSujeme v lidském  karyotypu chromozomy —  metacentrické,
submetacentrické a akrocentrické (Obr. 10) (Kocarek E. et al., 2006).
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Obrazek 9: Normalni muzsky karyotyp (Zdroj: vlastni meterdly UBLG 2.LF UK a FN
Motol)
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Obrazek 10: Druhy chromozomi - A: metacentricky, B: submetacentricky, C:
akrocentricky (vlastni obrazek)

Jadro lidské buiiky obsahuje fyziologicky 23 parti, neboli 46 chromozomil. Chromozomy
se déli na autozomy a gonozomy. Autozomy jsou chromozomy somatickych bun¢k a jsou
o¢islovany (1-22). Gonozomy jsou pohlavni chromozomy, které se oznacuji pismeny X a Y.
Zena méa 22 part autozomtl a 2 pohlavni chromozomy X. MuZ ma stejny poéet autozomd,

ale pohlavni chromozomy jsou zastoupeny jednim chromozom X a jednim chromozomem Y.
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(Ford, 1956). Chromozomy jsou dle tzv. Denverské klasifikace rozdéleny do 7 skupin
oznacenych pismeny A — G. Zapis vysledku karyotypu ma jasn¢ dana pravidla a zasady, které

jsou definované v ISCN (An international systém for human cytogenomic nomenclature).

1.3.3 Fluorescencni hybridizace in situ

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH, Fluorescent In Situ Hybridization) je
molekularné cytogenetickd metoda, kterd umoznuje lokalizaci a identifikaci specifickych
useki DNA na chromozomu. Metoda vyuzivd dvou zédkladnich postupli, a to procesu
denaurace a hybridizace (Obr. 11). Pti denaturaci dochazi k rozvolnéni dvouvlaknové
struktury DNA za vzniku jednovldknové DNA. Denaturace DNA probihd pii 75-80 °C
(Schwarzacher T., 2000). Nasledn¢ nastava tzv. hybridizace, kdy fluorescenéné znacena
sonda naseda na cilové specifické sekvence podle pravidla komplementarity. Hybridizace
probiha pii 37 °C (Bayani J. et al., 2004). Sonda je uméle ptipraveny tsek DNA, ktery slouzi
Kk detekci sekvenci vySetfované DNA. Sondy délime do tii skupin: centromerické, lokusové
specifické a celochromozomové. Centromerické sondy hybridizuji k oblasti centromer
lidskych chromozomi. Vyuzivaji se predevsim k diagnostice pocetnich odchylek. Lokusové
specifické sondy hybridizuji ke specifickym tusekim DNA. VyuzZivaji se predev§im
k diagnostice deleci, translokaci nebo amplifikaci. Celochromozomové sondy, hybridizuji
k mnoha oblastem na chromozmu a tim se oznaci cely chromozom (Liehr T., 2009). Sondy
jsou nejcastéji znaceny fluorescencné. Sonda mlize byt znacena piimo, pomoci fluorochromd,
nebo nepfimo pomoci haptenu. K hodnoceni preparati se pouziva fluorescencni mikroskop.
Hybridiza¢ni signal se pak jevi jako barevny bod, ktery identifikuje dany chromozom nebo

lokus.
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Obrazek 11: Princip cytogenetické metody FISH (Pfevzato a upraveno,
https://www.labmanager.com/sponsored/fish-fluorescence-in-situ-hybridization-22054)

1.4 Pocetni chromozomové aberace u prenatalni diagnostiky

Chromozomové aberace délime na pocetni a strukturni. Pokud chromozomalni aberace
neovliviiuji fenotyp, jsou oznaCovany jako balancované (napt. translokace, inverze).
Nebalancované aberace se naopak fenotypoveé projevi (napi. delece, duplikace) (Snustad D. et
al., 2009). Pocetni abnormality se oznacuji jako zmény ploidie organismu (z feckého slova
wploos“ — ,nasobny*). Organismy, které ve svych buinkach obsahuji nadbytecnou sadu
chromozomi, oznacujeme jako polyploidni. Pokud se méni pouze pocet jednotlivych
chromozomtl, pak tyto chromozomalni vady oznacujeme jako aneuploide. Mezi aneuploidie
patfi trizomie, coz je oznaceni pro existenci tii kopii t¢hoZz chromozomu. U ¢loveka jsou
nejznamngjsi trizomie: Downilv syndrom (trizomie chromozomu 21), Edwardsiiv sydrom
(trizomie 18. chromozomu) a Patauiv syndrom (trizomie chromozomu 13). Dal§im typem
aneuploidie je tzv. monozomie. Jedna se o ztratu jednoho chromozomu v karyotypu

diploidniho jedince. Jednou znejznaméjsi s Zivotem slucitelnou monozomii je Turnertv

syndrom (45,X)(Snustad et al., 2009).

141 Downuv syndrom

Downtiv syndrom (DS) je jeden z nejcastéjSich a nejznaméjsSich syndromi. Poprvé jej
popsal anglicky lékat John Langdon Down roku 1838 (Pueschel S. M., 1981). Pti¢ina DS
vSak byla objasnéné¢ az roku 1959, kdy LeJeune a Jacobs pfisli na to, Ze DS je zplsoben
trisomii 21. chromozomu (Korenberg J. R., Pulst S. M., Gerwehr S., 1992). Nejcastéjsi

formou DS je tzv. volna trizomie chromozomu 21. (Obr. 12). Trizomie vznika jako dasledek

29



chybného rozchodu chromozomi pii bunécném déleni — tzv. nondisjunkce (Antonarakis S. E.,
Petersen M. B. et al., 1992). Druhou nejcastéjsi formou je translokac¢ni forma DS. V tomto
piipadé je chromozom 21 translokovén na jiny, nejcastéji akrocentricky chromozom. Zlistava-
li geneticky materidl zastoupen dvémi kopiemi chromozomu 21, mluvime o balancované
translokaci a jedinec nesouci tento chromozom je pfenasSecem. Je-li chromozom 21 pfitomen
ve tfech kopiich, mluvime jiz o nebalancované formé, kterd se projevi jako DS. NejcastéjSim
typem translokace u DS je robertsonska translokace mezi kratkymi raménky 21. chromozmu a

chromozomu 14 (Muntau A. C., 2009).
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Obrazek 12: Karyotyp s trisomii 21. chromozomu (Downiiv syndrom) (Zdroj: vlastni
materaly UBLG 2. LF UK a FN Motol)

Méng¢ Casto se DS vyskytuje v tzv. mozaice. Znamena to, ze nadbyte¢ny chromozom
21 je pfitomen pouze V nékterych buiikach. Ostatni buiiky nesou fyziologicky pocet
chromozomt 21 (Niikawa N., Kajii T., 1984). Vysledny fenotyp jedince pak zavisi na podilu
euploidnich a trizomickych bunék (Selikowitz, 2005).

U jedinci s DS je popsan komplexni fenotypovy projev. Mezi typické fenotypové
znaky patii facialni dysmorfie (Obr. 13-A) zahrnujici mongoloidni smér o¢nich §térbin, nize
posazené usi, makroglosii, hypertelorismus, krat$i nos, $iroky kofen nosu, Brushfieldovy
skvrny na duhovce a mikrodoncie (Stark A., 1982; Selikowitz, 2005). Ruce jedincu s DS
byvaji vétsinou Siroké s kratkymi prsty. V souvislosti s prsty na rukou se mutze vyskytovat

i klinodaktylie. V dlani byva popisovana tzv. ¢tyfprsta ryha (Obr. 13-B). Nohy byvaji silné
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a na chodidle se vyskytuje tzv.: sandalova mezera mezi palcem a ukazovakem (Obr.13-C)
(Selikowitz, 2005).

A B C

Obrazek 13: Fenotypové projevy Downova syndromu. A — facialni dysmorfie, B —
Ctyiprsta ryha, C — sandalova mezera (Centers for Disease Control and Prevention, 2012,
dostupné z:  https://www.cdc.gov/ncbddd/birthdefects/DownSyndrome.html,  citovano
29.5.2020 ttps://kpcolmenares.wixsite.com/sindromededown/fenotipo-sndrome-de-down,
citovano 29.5.2020)

Psychomotoricky vyvoj byva opozdén. Typicka je mentdlni nedostate¢nost. U déti
s DS se také vyskytuji systémové vady (kardiovaskulérni, vady postihujici nervovy systém
nebo imunohematologické anomalie). Kardiovaskularni vady postihuji pfiblizné 40 % déti
s DS (Goodman R., Gortin R., 1983). Typickym ptikladem kardiovaskuldrni vady, kterd ma
vys8i prevalenci vyskytu u déti s DS je prolaps mitralni chlopné (Barnett M. 1. et al., 1988). U
déti s DS je dale zvysené riziko vyskytu akutni lymfocytarni leukemie (ALL). Mezi dalsi
anomalie patfi vady nervového systému. U mladSich déti se vyskytuje porucha motoriky a
koordinace. Po 35. roce zivota se mohou u mnoha pacientd vyvinout neuropatické zmény,

které jsou podobné jako u Alzheimerovy choroby (Wilson, M. D., 1994).

1.4.2 Edwardstliv syndrom

Trisomie 18. chromozomu, zndma téz jako Edwardsiv syndrom (ES), je druhou
nejcastej$i chromozomalni vadou hned po Downoveé syndromu. Porucha je zpiisobena
ptritomnosti tfetiho chromozomu 18. (Cereda A., 2012). Poprvé byl syndrom popsan roku
1960 (Edwards J. H. et al., 1960). Stejné jako v ptipadé¢ DS, i ES se muze vyskytnout ve
formé volné trizomie (Obr. 14), ve form¢ translokace nebo v mozaikové formé. NejCastéjsi

formou Edwardsova syndromu je volna trisomie chromozomu 18 vznikajici v dasledku
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nondisjunkce (Bugge et al., 1998). Dle studii je nadbyteény chromozomu 18 Ccast&ji
maternalniho piivodu (Kupke K. G., Miiller U., 1989).
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Obrazek 14: Karyotyp s trisomii 18 (Edwardsiiv sy.) (Zdroj: vlastni meteraly UBLG 2.
LF UK a FN Motol)

Typickymi znaky ES jsou poruchy rlstu, vady gastrointestindoniho traktu (GIT),
kardiovaskularniho a nervového systému, svalové a kostni malformace, zpomaleni ristu,
projevujici se jiz intrauteriné (IUGR, intra-uterine growth retardation), celkové vyvojové
opozdéni a facialni dysmorfie (malda usta, mikrognacie, dysplastické usi) (Obr.15-A)
(Sepulveda W. et al.,, 2010). Praimérna porodni hmotnost je velmi nizka, pohybuje se
v rozmezi 1700-1800 g (Embleton N. D. et al., 1996). Vétsina déti ma potize se sanim a
polykanim v souvislosti s ro$tépy rtu a patra a gastroesophagealnim refluxem (Baty B. J.,
Blackburn B. L., Carey J. C., 1994; Carey J. C., 2010). U 80-100 % jedincu s ES jsou
diagnostikovany vrozené srde¢ni vady (defekt komorového a siiového septa, oteviena
tepenna ducej, defekty chlopni) (Van Praagh R., 1989). Dale jsou popsany o¢ni vady, jako je
katarakta ¢i zakal rohovky (Calderone J. P., 1983). Z dalSich vrozenych vad se mohou objevit
deformity koncetin, napt. radidlni aplazie, hypoplazie prstl, pes equinovarus a typické
prekladani prsti, tzv. ,overlapping fingers® (Obr. 15-B), stitovity hrudnik, prominujici
sternum (Obr. 15) (Carey J. C., 2010). V ramci urogenitalniho traktu je typicky nalez tzv.
podkovovité ledviny (Staples A. J. et al., 1991). Typické jsou také strukturalni vady centralni
nervové soustavy (CNS) — mikrocefalie, cerebralni hypoplasie, hydrocefalus ¢i ageneze

corpus callosum (Kinoshita M. et al., 1989).
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mikrogndcie
zkraceni krku

Stitovity hrudnik

Obrazek 15: Fenotypové znaky Edwardsova syndromu. A - dysplastické usi, B-typické
prekladani prsti (Pivonkova, 2013, web: https://www.priznaky-projevy.cz/images/priznaky-
projevy/edwardsuv-syndrom-trisomie-18-priznaky-projevy-symptomy-3.jpg)

Ptezivani déti s ES je zkraceno. Jedinci umiraji vétSinou jiz v pribéhu porodu, ¢i tésné
umira do 1 roku véku (Weber W. W., 1967; Yamanaka M. et al., 2006, Carey J. C., 2010).
Prevalence Edwardsova syndromu se pohybuje v rozmezi 1:3600-1:10000 (Rasmussen S. A.
etal., 2003).

1.4.3 Patauuv syndrom

Pataultlv  syndrom, trisomie 13. chromozomu patii mezi tfeti nejcastejsi
chromozomalni aberaci detekovanou preantalné¢ (Wyllie J. P. et al., 1994). Je zpusoben
piitomnosti nadbyte¢ného chromozomu 13 (Ishikiriyama S. and Niikawa N., 1984). Patautv
syndrom poprvé popsal Dr. Patau v roce 1960 (Patau K. et al., 1960). Nejcast&jsi formou je
volna trisomie 13. chromozomu zpisobena nondisjunkci pifi meiotickém déleni (Obr.
16)(Wyllie J. P. etal., 1994).
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Obriazek 16: Karyotyp s trisomii 13. chromozomu (Patauiv syndrom) (Zdroj: vlastni
meteraly UBLG 2. LF UK a FN Motol)

Patauiiv syndrom se také miiZze vyskytovat ve form& Robertsonské translokace (Pérez-
Castillo A. et al, 1978). Mén¢ casto se Patauova syndromu vyskytuje
v mozaice (Petry P. et al., 2013).

Patauiv syndrom ma jasné definovatelné klinické projevy (Obr. 17). Typické jsou
neurologické, rozstépové a srdeéni vady, polydaktilie, kozni defekty a mentalni opozdéni
(Baty B. J. et al., 1994). Mezi defekty obliceje a hlavy patii naptiklad: mikrocefalie, zvétsena
velkéa fontanela, opozdény uzavér lebecnich $vi, tenké rty, rozstépy rtu a patra. Mezi vady
skeletu patii kratky krk, kyfoza, skolidza, hypoplazie zeber a panve. Kiize mize byt volna,
objevuji se kozni kapildrni hemangiomy a hypoplastické nehty. Mezi neurologické vady patii
tézké psychomotorické opozdéni. Z vad urogenitalniho systému se objevuji
napiiklad: polycystické ledviny, hydronefréza, mikropenis &i hypoplazie ovarii (Zizka J.,
1994). Studie uvadéji velice Spatnou prognodzu u trisomie 13. chromozomu. Jedinci s PS se
bézn¢ dozivaji 7-10 dni a 90 % déti se nedozije jednoho roku zivota (Peroos S. et al., 2012).
Prevalence Pataova syndromu je 1:5000 (Springett A., et al., 2015).
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Mala hlava
Absence
oboc¢i

Dysplasie ucha

Typické drzeni prsti,
polydaktylie
Nesestoupla testes

Obriazek 17: Fenotypové znaky Patauova syndromu (Santiago J., modern genetics, web:
https://moderngeneticsjavier.blogspot.com)
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2  PRAKTICKA CAST

2.1 Cile prace

Praktickd cast bakalatské prace je rozde€lena na dvé Casti. Prvni Cast se zabyva

vyhodnocenim dat, souvisejicich s odbéry plodové vody. Cilem této Casti je:

e vyhodnotit, ve kterém tydnu téhotenstvi byly AMC nejcastéji provedeny

e zhodnotit divody indikaci k AMC

¢ vyhodnotit vék matek v dob¢ t€¢hotenstvi v souvislosti s AMA

e vyhodnotit zachytnost chromozomovych aberaci pomoci metody

karyotypovani

Ve druhé casti bylo cilem prace u vzorkl s nalezem chromozomové aberace v Karyotypu,

ov¢tit nalez pomoci metody FISH a porovnat tyto vysledky.
2.2 Metodika

2.2.1 Soubor pouzitych dat

Vzorky pochazi z UBLG 2. LF UK a FN Motol. Celkem bylo za obdobi od ledna
2019 do btezna 2020 k prenatalnimu vySetfeni piijato 179 vzorka plodovych vod.

2.2.2 Pouzité sondy, spotiebni material, technické vybaveni

Technické vybaveni
e Automatické pipety
e Fluorescen¢ni mikroskop ZEISS Imager.Z1
e Vodni lazen BM302
e Systém na zpracovani sklicek Thermobrite TS 02
e Vyhftivana ploténka Stuart Heat SD 160
e Mikroskop MEOPTA DN 816 BI

FISH sondy
K vySetieni byly pouzity nasledujici komeréné vyrabéné sondy (Obr. 18):
e Aquarius FAST FISH Prenatal kits — probe set 1
o centromera X - Xp11.19g11.1 (DXZ1) — znacena zelenym fluorochromem
o centromeraY - Ypll.1q1l.1 (DYZ3) — zna¢ena oranzovym fluorochromem
o centromera 18 — 18p11.1g11.1 (D18Z1) — zna¢ena modrym fluorochromem
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e Agquarius FAST FISH Prenatal kits — probe set 2
o oblast chromozomu 13q14.2 - znacena zelenym fluorochromem
o oblast chromozomu 21922.13 — znac¢ena oranzovym fluorochromem
e Aquarius Subtelomere Specific Probes
o Subtelomericka oblast 2pter (D2S2983) — znacend zelenym fluorochromem

o Subtelomericka oblast 17qter (362K4) - znacena ¢ervenym fluorochromem
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Obrazek 18: Grafické znazornéni znaceni jednotlivych FISH sond

Reagencie a chemikalie:
e 2x SSC (roztok chloridu sodného a citronanu sodného)
e 0,4xSSC
e DAPI (diamidifenylindol)
e Alkohol (80%, 96%, absolutni)

DalSi material:
e laboratorni plastik
e mikroskopické podloZni sklicko
e kryci sklicko

o fixogum
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2.2.3 Zpracovani vzorku pro metodu FISH

Vlastni zpracovani vySetfovanych vzorkl bylo provedeno dle standardniho opera¢niho
postupu laboratore IISOP_UBLG 17/2013 - Analyza chromozomovych odchylek metodou
FISH.

1) Piiprava preparatu z bunééné suspenze

e na namrazené a vlhké podlozni sklo kdpneme 56 ul bunécné suspenze

e nechame oschnout na plotynce pti 75-80 °C

e zhodnotime kvalitu (hustota, pocet mitdz, kvalita jader a mitdz) preparatu
v mikroskopu

2) Aplikace sondy

e preparat ponofime na 2 minuty do roztoku 2xSSC (pii pokojové teploté)
e nechame oschnout
e odvodnime vzestupnou fadou alkoholi
e 80% alkohol — 2 minuty
¢ 96% alkohol — 2 minuty
e Absolutni alkohol — 2 minuty
e na kryci sklo aplikujeme definované mnozstvi sondy, fidici se velikosti
kryciho sklicka (sklo 15x15 mm — 2,9 ul sondy)
e na kryci sklo pfilozime podloZni sklo s pfipravenym prepardtem bunécné
suspenze
e okraje kryciho skla pfevrstvime lepidlem
e vlozime do pfistroje pro hybridizaci (Thermobrite) a navlhéime pasky
udrzujici vlhkost
e zvolime program 4 - teplota denaturace: 75 °C doba: 4 min, teplota
hybridizace: 37 °C doba: min 20 hod
3) Odmyti
e sundame lepidlo (nejlépe 1 se sklickem, pokud sklicko zistane, ponofime do
roztoku 2xSSC a jemné¢ stdhneme)
e oplacheme Vv roztoku 0,4 SSC piti 72 °C po dobu 2 min
e oplachenem roztokem 2xSSC pii 22 °C po dobu 30 s

e nechame oschnout
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4) Obarveni pozadi:

e na kryci sklicko aplikujeme dané mnozstvi DAPI
e pfiklopime podloznim sklickem s bunécnou suspenzi
e lakem pfelakujeme hrany sklicka
e vzorky uchovavame ve tme¢ a v lednicce
5) Odecet:
e odecitame pomoci fluorescencniho mikroskopu
e hodnotime alespon 10 mit6z a 30 jader (dle kvality preparatu)
e pomoci softwaru ISIS (MetaSystem) nasnimame nékolik mit6z a jader

e obrazky upravime pomoci softwaru ISIS (MetaSystem)

2.3 Vysledky

2.3.1 Duvody indikaci

Z celkového pocétu 179 indikaci byla nejcastéjsim diuvodem k AMC kombinace
nékolika rizikovych stavi a faktorti (40,2 %), jako naptiklad AMA + pozitivni screening, ¢i
AMA + pozitivni OA, RA). Druhou nejcastéjsi skupinu tvofily indikace z dvodu pozitivniho
screeningu (26,8 %). Pozitivni osobni (OA) ¢i rodinnd (RA) anamnéza byla divodem
indikace v 11,2 % ptipadi. Invazivni prenatalni testovani pouze z divodu AMA bylo
provedeno ve 23 ptipadech (12,8 %). Skupina jiné zahrnovala rizikové zaméstnani matky.

Pocetni a procentualni zastoupeni jednotlivych indikaci zobrazuje tabulka 4 a graf 1.

Tabulka 4: Duvody indikaci

AMA 23 12,8
Pozitivni screening 48 26,8
Pozitivni RA, OA 20 11,2
Kombinace rizik 72 40,2
VVV u plodu 15 8,4
Jiné 1 0,6
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Graf 1: Indikace k AMC

2.3.2 Veék rodicek v dobé odbéru

Za dané sledované obdobi tvotilo nejvice rodi¢ek vékovou skupinu do 34,9 let v poctu
97/179. Zhruba 45 % souboru ptedstavovaly zeny ve véku > 34,9 let. Ztéto skupiny
piedstavovaly vétSinu zeny ve veéku 35 — 39,9 let. V 15 piipadech se jednalo o Zeny ve véku
> 40 let. Primérny vék rodi¢ek za sledované obdobi byl 33,4 let. Pocdetni zastoupeni a

pramérny vék rodicek je uveden v tabulce (Tab. 5).

Tabulka 5: Vék rodicéek v dobé odbéru

do 34,9 98
35-39,9 66
nad 40 15
pramérny vék 33,42
rodicek

2.3.3 Tyden téhotenstvi v dobé odbéru

Ve sledovaném obdobi za rok 2019 a cast roku 2020 (1. Ctvrtleti) bylo provedeno
celkem 179 amniocentéz. U 14 pacientek byla provedena tzv. Casnd aminocentéza, tj. pred
16 tt. Nejvice amniocentéz bylo provedeno v 16. tt. (63/177) a 17. tt. (39/177) (Graf 2.). Poéty
AMC v jednotlivych tydnech téhotenstvi shrnuje tabulka 6.
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Tabulka 6: Pocet provedenych AMC v danych tydnech téhotenstvi

Tyden téhotenstvi pocet AMC
13. 1
14, 2
15. 11
16. 63
17. 39
18. 21
19. 12
20. 5
21. 11
22. 7
23. 4
24, 1
26. 1
33. 1
Soucet 179
Cetnost AMC dle tt.
70
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50
o
2 40
E 30
2
20
: I I I »
ol— - B W
13 14 15 16 17 18 19 >20
tt

Graf 2: Cetnost aminocentéz dle tt.

2.3.4 Zachytnost chromozomovych aberaci

Chromozomova aberace byla prokazana u 9 t€hotenstvi ze 179 (5,03 %). V péti
ptfipadech se jednalo o numerickou aberaci a u 4 nalezli se jednalo o strukturni aberaci.
V ramci numerickych aberaci se jednalo o trizomii 21. chromozomu (3/5), trizomii 13.

chromozomu (1/5) a trizomii 18. chromozomu (1/5). Ve skupiné strukturnich aberaci byly
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zastoupeny translokace a inverze (Tab. 7). Zachytnost chromozomovych aberaci v zavislosti

na vékové skupiné je uvedena v tabulce 8.

Tabulka 7: Chromozomové aberace detekované ve vzorcich ilodové vodi

50/19 46,XX,t(2;10)(p24.2;p11.2) Translokace mezi chromozomy 2 a 10
72/19 47 XX,+21 Trizomie chromozomu 21

97/19 46,XX,1(2;17)(937.2;921.2) Translokace mezi chromozomy 2 a 17
133/19 47 XX,+21 Trizomie chromozomu 21

134/19 46,XY,inv(4)(p12g12) Pericentrikca inverze chromozomu 4
10/20 47, XX,+18 Trizomie chromozomu 18

12/20 46,XY,inv(7)(p21933) Pericentricka inverze chromozomu 7
27120 47 XY ,+21 Trizomie chromozomu 21

35/20 47, XX,+13 Trizomie chromozomu 13

Tabulka 8: Zéchitnost chromozomovich aberaci v dané vékové skuiiné

Do 34,9 4 93 97 4,12 %
35-39,9 3 63 66 4,55 %
Nad 40 2 13 15 13,33 %

2.3.5 Ovéreni nalezti metodou FISH

U vzorkll s ndlezem chromozomové aberace bylo provedeno ovétfeni ndlezu pomoci

metody FISH. Pfed vlastnim vySetfeni vzorkli plodové vody byla provedena kontrola

funkénosti pouzité sondy FAST FISH. K ovéfeni byly pouzity dva vzorky plodové vody

s karyotypem 46,XX a 46,XY. Sondy byly zhodnoceny jako funk¢ni a vhodné k vySetfeni.

Ov¢éfteni bylo provedeno u 6 vzorkti z9 (Tab. 9). V jednom piipadé (vzorek 50/19)

nebylo mozné provést metodu FISH z divodu nedostatku bunécné suspenze. U vzorki

sinverzi - 134/19 a 12/20 nebyly k dispozici vhodné sondy pro ovéfeni nalezu.
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Tabulka 9: Ovéreni nalezii metodou FISH s metodou karyotypovani

Vzorek

Vysledek karyotypu
(ISCN zapis)

Vysledek FISH
(ISCN zapis)

S/NE/

50/19

46,XX,1(2;10)(p24.2;p11.2)

Nelze

NE

72/19

47,XX,+21

nuc ish Xcen(DXZ1x2), Ycen(DYZ3x0),
18cen(D1871x2),13q14.2(ITM2B/RB1/RCBTB2x2),
21922.13(DYRK1A/KCNJ6/DSCR4/DSCR8x3)

ish Xcen(DXZ1x2),
Ycen(DYZ3x0),18cen(D18Z1x2),
13q14.2(ITM2B/RB1/RCBTB2x2),21922.13(DYRK
1A/KCNJ6/DSCR4/DSCR8x3)

(Obr. 20)

97/19

46,XX,1(2;17)(937.2;921.2)

ish t(2;17)(D252983+,D2S52986-;D1752199+,
362K4-).
(Obr. 21)

133/19

47, XX, +21

nuc ish Xcen(DXZ1x2), Ycen(DYZ3x0),
18cen(D1871x2),13914.2(ITM2B/RB1/RCBTB2x2),
21922.13(DYRK1A/KCNJ6/DSCR4/DSCR8x3)

ish Xcen(DXZ1x2),
Ycen(DYZ3x0),18cen(D18Z1x2),
13q14.2(ITM2B/RB1/RCBTB2x2),21g22.13(DYRK
1A/KCNJ6/DSCR4/DSCR8x3)

(Obr. 22)

134/19

46,XYinv(4)(p12912)

Nelze

NE

10/20

47,XX,+18

nuc ish Xcen(DXZ1x2), Ycen(DYZ3x0),
18cen(D1821x3),13q14.2(ITM2B/RB1/RCBTB2x2),
21922.13(DYRK1A/KCNJ6/DSCR4/DSCR8x2)

ish Xcen(DXZ1x2),
Ycen(DYZ3x0),18cen(D1821x3),
13914.2(ITM2B/RB1/RCBTB2x2),21922.13(DYRK
1A/KCNJ6/DSCR4/DSCR8x2)

(Obr. 23)

12/20

46,XY,inv(7)(p21933)

Nelze

NE

27/20

47,XY,+21

nuc ish Xcen(DXZ1x1), Ycen(DYZ3x1),
18cen(D1821x2),13q14.2(ITM2B/RB1/RCBTB2x2),
21922.13(DYRK1A/KCNJ6/DSCR4/DSCR8x3)

ish Xcen(DXZ1x1),Ycen(DYZ3x1),18cen(D1821x2)
13q14.2(ITM2B/RB1/RCBTB2x2),21922.13(DYRK
1A/KCNJ6/DSCR4/DSCR8x3)

(Obr. 24)

35/20

47,XX,+13

nuc ish Xcen(DXZ1x2), Ycen(DYZ3x0),
18cen(D1871x2),13914.2(ITM2B/RB1/RCBTB2x3),
21922.13(DYRK1A/KCNJ6/DSCR4/DSCR8x2)

ish Xcen(DXZ1x1),Ycen(DYZ3x1),18cen(D18Z1x2,
13q14.2(ITM2B/RB1/RCBTB2x3),21g22.13(DYRK
1A/KCNJ6/DSCR4/DSCR8x2)

(Obr. 25)

S- shoda, NE- nelze/neprovedeno,N-neshoda
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Obrazek 19: Vysledek metody FISH u vzorku 72/19 — trizomie chr. 21
A- jadro/mitdza — 2x zeleny signdl pro chrom. X, 2x modry signal pro chrom. 18
B- jadro/mit6za — 2x zeleny signal pro chrom. 13, 3x ¢erveny signal pro chrom. 21
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Obrazek 20: Vysledek metody FISH u vzorku 97/19 — translokace chr. 2,17

Mitoza — 2x zeleny signal a 2x Cerveny signal (druhy ¢. signal na chr. 2)
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Obrazek 21: Vysledek metody FISH u vzorku 133/19 — trizomie chr. 21
A —jadro/mitoza — 2x zeleny signal pro chrom. X, 2x modry signal pro chrom. 18
B — jadro/mitdza — 2x zeleny signal pro chrom 13, 3x ¢erveny signal pro chrom. 21
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Obrazek 22: Vysledek metody FISH u vzorku 10/20 — trizomie chrom. 18
A —jadro/mit6za — 2x zeleny signal pro chrom. X, 3x modry signal pro chrom. 18
B — jadro/mit6za — 2x zeleny signal pro chrom 13, 2x ¢erveny signal pro chrom. 21
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Obrazek 23: Vysledek metody FISH u vzorku 27/20 — trizomie chrom. 21
A —jadro/mit6za — 1x zeleny signal pro chrom. X, 1x €erveny signal pro chrom. Y, 2x modry

signal pro chrom. 18

B — jadro/mit6za — 2x zeleny signal pro chrom. 13, 3x ¢erveny signal pro chrom. 21
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Obrazek 24: Vysledek metody FISH u vzorku 35/20 — trizomie chrom. 13

A —jadro/mitoza — 2x zeleny signal pro chrom. X, 2x modry signal pro chrom. 18
B — jadro/mit6za — 3x zeleny signal pro chrom. 13, 2x ¢erveny signal pro chrom. 21




2.4 Zaver adiskuze

Prenatalni diagnostika ptedstavuje vyznamnou roli v gynekologicko-porodnické péci.
V prib¢hu let se indikace k invazivnimu vySetfeni ménila. Zatimco vroce 1992 byl
nejcastéj$i indikaci K invazivni prenatalni diagnostice pokroc¢ily vék matky, v roce 2018
zaujal prvni pozici pozitivni screening (Gregor V. a kol., 2020). Mezi dalsi casté indikace
patii také pozitivni OA ¢i RA pro geneticky podminéna onemocnéni. V tomto pfipadé se
Castéji voli prekoncepéni testovani, zalozené na vySetieni paru, pfed vlastnim pocetim.
Vysledky prekoncepénich testi pak umoznuji paru volit nejvhodnéjsi postupy z hlediska
eliminace pfipadného geneticky podminéného onemocnéni. VéEtsina statlh maé jasné definovana
indika¢ni kritéria, ktera spliuji podminky daného statu. Tato Kritéria se ve vétSiné piipada
shoduji a zahrnuji ptedevs§im pozitivni OA ¢i RA, AMA ¢i nalez na UZ.

Screeningové testy béhem t&hotenstvi patfi mezi ruting provadéné metody nejen v CR
ale i v ostatnich statech. V CR jsou biochemické testy, jako sou¢ast prenatalniho screeningu,
nastavené jako nepovinné, ale doporucené. Obecné plati, Ze zena by méla béhem téhotenstvi
podstoupit alespont jeden trimestralni screening, stim, ze preferovany je spiSe test
prvotrimestralni. Pfi¢emz pravé pozitivné hodnoceny prvotrimestralni screening je jednim
z indika¢nich kritérii pro invazivni prenatalni testovani (Boyd PA. Et al., 2008; EUROCAT
2010; Skirton H. et al., 2014; CGPS CLS JEP, 2019; EUROCAT 2010; Skirton H. et al.,
2014). Prvotrimestrialni screening je preferovanéjs$i. Umoznuje v€asnou diagndézu VVV a
V porovnani s druhotrimestralnim biochemickym screeningem vykazuje niz§i miru fale$né
pozitivity (LEWIS C. et al., 2012; CSKB CLS JEP, 2018).

Dle statistik v Ceské republice kazdoroéng, od roku 2007, klesa pocet provedenych
invazivnich zakrokd (Obr. 25). Zatimco roku 2007 bylo indikovano zhruba 20 000 zakrokd,
v roce 2019 pocet klesl na zhruba 7500. Dlivodem jsou stile vice se rozvijejici moderni
metody zalozené na pfimé analyze volné DNA (cfDNA) piimo Vv krvi matky tzv. neinvazivni
prenatalni testovani (NIPT) (Allyse M. et al., 2015).
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Obrazek 25: Vyvoj poctu invazivnich metod prenatalniho testovani od roku 1994 do
roku 2018 (http://www.vrozene-vady.cz/prezentace/pdf/Sekluv_vecer_2020.pdf)

Ve sledovaném obdobi od ledna 2019 do biezna 2020 bylo provedeno ve FN Motol
celkem 179 AMC. Nejcastéji byla indikovana AMC v 16. a 17. tt. V téchto tydnech
téhotenstvi jsou dostate¢né oddéleny plodové obaly (chorion a amnion), coz je vyznamné pro
snizeni rizikovosti vykonu (Smidt-Jensen S. et al., 1995). Neéktera pracovisteé uptednostiuji
tzv. ¢asnou AMC, tedy AMC provedenou pied 16. tt. Ve sledovaném souboru byla ¢asna
amniocentéza provedena pouze ve 14 piipadech. Casna AMC byva indikovana nejdastgji
s cilem brzkého ziskani vysledku, ev. v odivodnénych ptipadech, jako je napf., gravidita
s vysokym rizikem vrozenych poruch metabolismu (Cutka K. a kol., 2007). Casna AMC vsak
s sebou nese dle studii vyssi riziko potratu a zaroven se prodluzuje doba nezbytna pro
kultivaci, eventualné kultivace selhava, s ¢imz souvisi nutnost opakovani odbéru (Simpson N.
et al., 1976; The Canadian Early and Mid-Trimester Amniocentesis Trial (CEMAT) Group,
1998; Delisle M. F., Wilson R. D., 1999). V soucasnosti se spiSe nahrazuje odbérem
choriovych klki (Obr. 26)
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Obrazek 26: Pocet provedenych AMC, CVS a CC za sledované obdobi 1998-2019
(Ptevzato z: http://www.vrozene-vady.cz/prezentace/pdf/Kapras_2020_Gregor.pdf,
prezentace Prenatalni diagnostika chromozomovych aberaci, Gregor V., Sipek A. Jr., Sipek A

AMC provedené po 20. tt. Ize povazovat z hlediska doby nutné pro ziskani vysledki a
naslednych postuptl, predeviim umélého ukonéeni téhotenstvi (UUT), za pozdni. V CR je
mozn¢é provést UUT do 24.tt. Ve tiech piipadech byla provedena AMC ve velmi pozdnim
tt. (24.1t, 26.tt. a 33 tt.) z divodu pozdniho zachytu VVV na UZ.

Vyznamnym trendem nejen v ramci CR, ale i celosvétové je zvysujici se praimérmny
vék rodicek 1 prvorodicek. Roku 2001 ¢inil primérny v€k matek 27,3 let a o 16 let pozd&ji
piekrocil 30 letou hranici (30,7 roku). Nejvyssi vék rodicek byl v hl. m. Praha, kde praimérny
veék ¢inil roku 2017 31,1 let. Ve sledovaném souboru tvofilo nejvice rodicek vékovou skupinu
do 34,9 let (celkem 97 Zen). Druhou nejpocetnéjsi skupinou byly zeny 35 — 39,9 let (66 Zen).
Primérny veék rodi¢ek v souboru byl nad v€kovou hranici 30 let (33,42 let), coz piiblizné
koreluje se statistikami pro rok 2017, kdy primérny vék pro celou CR ¢&inil 31,1 rok.

Chromozomové aberace byly prokazany celkem u 9 téhotenstvi. U péti plodii byla
detekovana numerickd aberace ve smyslu trizomie. Ve 4 piipadech se jednalo o nalez
strukturni aberace typu translokace a inverze. Zachytnost aberaci ve v€kové skupiné do 34,9
let a ve skupin€ 35-39,9 let se pohybovala okolo 4 %, zatimco ve vékové skupiné Zen nad 40
let byla chromozomova aberace detekovana u dvou z 15 ploda (13,33 %). Toto pozorovani

dokazuje, Ze AMA je rizikov¢jsi pro vyskyt chromozomovych aberaci.
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Z deviti zachyti byl tiikrat prokazan Downlv syndrom, jednou Edwardstv syndrom a
jednou Patautiv syndrom. Jedna se o tii nejéast&ji detekované chromozomové aberace v CR.

(Obr. 27)

Prenatélni diagnostika chromozomovych aberaci v CR, 2011-2016:
vady VSechny chromozomové aberace - Podrobné
Syndrom Klinefeltergy Syndrom XYY; Jiné
XXX; 42; T . .54:29%  28; 1%_\ / onosom.aberace; 48;
29 urneruv —
syndrom; 179;
6%

Inverze; 55; 2%

Balancované
translokace; 159; 6%

Delece autosomi;
139; 5%

Triploidie; 125; S%V

Marker chromosomy;
31;1%
Jiné a éast.trisomie _/

autosomu; 125; 4%

Downiiv syndrom;
1258; 45%

Patauiiv syndrom ;
137; 5%

Obrazek 27: Vyskyt chromozomovych aberaci 2011-2016 (Pfevzato z: www.vrozene-
vady.cz, Prezentace Historie, soucasnost i budoucnost prenatalni diagnostiky vrozenych vad v
Ceské republice, Sipek A. Jr., Gregor V., Sipek A.)

Metodou FISH bylo ovéfeno celkem 6 vzorkd z 9. U vsech Sesti vzorkt bylo dosazeno
shody s vysledkem metodou karyotypovani. Karyotypovani a FISH patfi mezi rutinné
pouzivané cytogenetické a molekularné cytogenetické metody, které¢ se liSi predevSim
v rozliSovaci schopnosti. Zatim co metodou karayotypovani je dosazeno rozliSovaci
schopnosti okolo 10 Mb, metoda FISH poskytuje vyssi rozliSeni, a to v zavislosti na typu
pouzité sondy (Nussbaum R. L. et al., 2004). Vyznamnou vyhodou metody FISH je ptesnéjsi
schopnost detekce mozaicizmu. Z hlediska Casové naro¢nosti jsou obé metody srovnatelné.
V ptipadé potieby rychlého vysledku je mozné provést vySetfeni bun€k plodové vody bez
nutnosti kultivace tzv. nativni FISH. V tomto piipadé¢ odpadd nutnost n€kolika denni az
tydenni kultivace a vysledky jsou zndmy zhruba do 48 hodin po odbéru PV. V piipadé
vySetieni nativni plodové vody vSak hodnotime pouze interfazni jadra, jelikoz mitdzy nejsou
ptitomny. Metoda je tedy vhodna pouze pro detekci numerickych, nikoli nebalancovanych

strukturnich aberaci.
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V soucasné dob¢ je metoda FISH nahrazena molekularné genetickou metodou
QF-PCR (kvantitativni fluorescencni polymerdzova fetézovd reakce), ktera poskytuje
rychlejsi vysledky s dostateCnou mirou piesnosti. Metoda FISH tak zlistava spiSe doplitkovou
metodou, vhodnou pro upfesnéni rozsahu mozaiky ¢i strukturnich aberaci (pfedevSim
translokaci).

Prenatalni diagnostika je nedilnou soucasti t€hotenstvi. I kdyz se v soucasné¢ dobé
pocet indikaci k invazivnimu prenatalnimu testovani snizuje, piedev$im z divodu rozvoje
novych neinvazivnich metod, stale predstavuji diilezitou roli v diagnostice chromozomovych
aberaci. A ackoli jsou v dne$ni dobé metody klasické i molekularni cytogenetiky, stale vice
nahrazovany modernimi molekularnimi metodami, stale ptfedstavuji zlaty standard metod

prenatalniho testovani.
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