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Abstrakt

Bakalaiska prace se zabyva moznostmi laboratorniho screeningu vrozenych vyvojovych
vad. Cilem préace je podat piehled o tom, co je vrozena vada, o screeningu v prvnim a druhém
trimestru té¢hotenstvi a o biochemickych markerech, které¢ jsou povazovany za indikatory
mozného tehotenstvi s vrozenou vyvojovou vadou. Budou popsany dalsi neinvazivni
1 invazivni metody prenatdlniho testovani. Dale bude struéné¢ popsan klinicky obraz
nejcastéjSich syndromd, které lze laboratornim screeningem zjistit, coz jsou syndromy
Downtiv, Edwardstv a Patautiv. Budou zminény i1 zakladni principy genetické konzultace
s klinickym genetikem v piipad¢ pozitivniho screeningu. Na zavér teoretické Casti jsou
uvedeny nejnovej$i sméry — neinvazivni prenatalni testovani, u néhoz lze ocekavat, ze
v budoucnu nahradi invazivni techniky testovani. Cilem prace v praktické casti je piehled
statistickych informaci o vyskytu tfech vySe zminovanych syndromi, a to v letech 2006 az

2015 a bude uveden prichod gravidni Zeny napfi¢ zmiflovanymi vySetfenimi.

Klicova slova

Prenatalni screening; vrozené vady; biochemické markery; Downtiv syndrom; laboratorni

screening.



Abstract

The thesis deals with the possibilities of laboratory screening of congenital defects. The
aim of the work is to give an overview of what a birth defect is, of screening in the first and
second trimesters of pregnancy, and of biochemical markers that are considered as indicators
of a pregnancy with a possible congenital defect. Other noninvasive and invasive methods of
prenatal testing are listed. A brief description of the most common clinical syndromes, the
Down's, Edwards' and Patau's syndromes, is provided. These syndromes can be detected by
laboratory screening. Basic principles of genetic counseling with a clinical geneticist in case
of positive screening will be mentioned. At the end of the theoretical part, the latest trends
are presented, i.e. the noninvasive prenatal testing, which can be expected to replace invasive
testing techniques in the future. The aim of the practical part is to provide an overview of
statistical information on the occurrence of three of the above-mentioned syndromes,
between 2006 and 2015, and a pregnant woman’s passing through the mentioned

examinations will be described.

Keywords

Prenatal screening; congenital defects; biochemical markerks; Down's syndrome;

laboratory screening.
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1 UVOD

Vybér tohoto tématu jsem zvolila hlavné pro jeho velky vliv na budoucnost a zivot
kazdého jedince. Je to téma, které nikdy nepfestane byt aktualni a jehoz rozvoj mtize byt
pfedpokladdn snad i navzdy. Prenatalni diagnostika jako takova je v dnes$ni dobg,
predevsim diky rozvoji genetiky, velmi diskutovanym tématem. To plati nejen pro rovinu
veédeckou, ale 1 etickou, jelikoz zasahy do procesu zplozeni i zrozeni je v rozporu s virou
u veétsiny nabozenstvi. Otazka etiky také vstupuje do pravni roviny, zdali je nenarozené

dité ¢lovek ¢i ne.

Biochemicky screening v prenatalni diagnostice je velkou ¢asti tspéchu pro zachyt
vrozenych vyvojovych vad. Dochdzi zde k neustalému rozvoji, jelikoz techniky
provedeni byly zjistény jako nejlep$i mozné, zejména diky jejich snadnému provedent,
pii kterém nedochazi k ohrozovani zivota matky i nenarozeného ditéte. Déle také diky
jejich zachytu, ktery sice neni stoprocentni, nicméné vhodnymi kombinacemi riiznych
téhotenskych markeri a za pomoci ultrazvuku se ke stoprocentnimu zéchytu lidstvo
nezvratné blizi. Vyvoj a objevovani v této oblasti jsou pro lidstvo dilezité, aby se
predeslo t€hotenstvim s vrozenou vyvojovou vadou. Dnesni doba jiz hodné pokrocila,
a jestlize lidstvo bylo schopno vyvinout takové metody, které mohou vrozenym vaddm
predchazet, popt. je fesit, jisté neni namisté tyto metody odmitat. Je tfeba si co nejlépe
promyslet, jestli pfi potvrzeni vrozené vady jsou etické otazky vhodné, a jestli i pies
otazku tykajici se prava na zivot, neni v nékterych situacich tieba fici ne. Na kazdém
¢loveéku v takove tiziveé situaci je rozhodnout se. Za jeho rozhodnuti by se nikdy nemél
nikdo stydét, povaZzovat své jednani jako slabé apod. Vrozena vyvojovéa vada je velké
bfimé pro postizeného €loveka a hlavné pro jeho rodinu, kterda mu musi vénovat cas
a péci. Je tedy bezesporu jasné, ze tento smér ve zdravotnictvi ma budoucnost, a to
nemalou. Rozvoj stanovovani biochemickych markerdt zkrve matky mulzeme
pfedpokladat i1 pfes trend rozvoje genetickych, cytogenetickych i1 molekuldrné
genetickych a v nékterych pifipadech i1 neinvazivnich vySetfeni, ktera se budou rozvijet
téz velmi rychle. Diivodem k zachovéni tohoto screeningu by mohla byt jeho niZsi cena,
rychlost 1 snadnéjsi provedeni oproti genetickym testiim a také mensi stres pro matky.
Dale na provedeni screeningu biochemickych markeri neni tfeba vysoce
specializovanych a drahych genetickych laboratofi se specialn¢ Skolenym persondlem,

ale je mozné ho provadét v biochemickych laboratotich, kterych je dnes v CR dostatek.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Vrozené vady

Vrozené (kongenitalni) vady, jinak také malformace ¢i anomalie jsou poruchy
odliSujici vyvoj jedince od normalniho vyvoje. Rozezndvame vady strukturni
(morfologické), funkéni (podminény mensi strukturdlni vadou), behavioralni
a metabolické. Celkové se udava, ze 4—-6 % déti trpi velkymi vrozenymi vadami, z nichz
polovina je diagnostikovana prenatalné€ nebo v obdobi kratce po narozeni. Druhé polovina
je diagnostikovana zhruba do péti let véku. V jedné pétiné jsou pticinou smrti ditéte. Dale
je uvadeéno, Ze 2,8 % embryi nepiezije 10. az 13. tyden t€hotenstvi, z nichz 45-70 % bude
mit néjakou chromozomovou aberaci [1], [2]. Jelikoz podle perinatilni mortality
a morbidity se sleduje kvalita zdravotni péce, ktera je dalezité jak pro kazdy stat, tak pro
Svétovou zdravotnickou organizaci, je snaha zajistit dostupnou kvalitni péci
o reprodukéni zdravi a prenatéalni i perinatalni obdobi. Déle je snaha snizovat t¢hotenské

ztraty [3].

2.1.1 Déleni vrozenych vad

Ve vrozenych vadach rozliSujeme anomalie a malformace. Anomalie jsou drobné vady,
vyskytujici se az u 15 % novorozenct. Tyto vady nijak neohrozuji na zivoté, v né€kterych
piipadech oviem mohou sniZovat jeho kvalitu. Casto viak jejich vyskyt miize byt spojen
s vyskytem malformaci — velkych vyvojovych vad. U jedné malé vady se udava riziko
velké az 3 %, u dvou je to az 10 % a u tii a vice uZ potom 20 % pravdépodobnost. Tyto
malé vady nds proto mohou dovést k diagnostice skrytych velkych vad. Nejcast¢jSimi

malymi vadami, které naznacuji skrytou velkou vadu, byvaji vady ucha [1].

Vrozené vyvojové vady (VVV) dale délime dle mechanismu vzniku na disrupce,
deformace, malformace a dysplasie. Deformace vznikaji, pokud na plod je kladena
mechanické sila, ktera ptisobi del§i dobu [1]. Disrupce jsou zpisobeny destrukénimi
procesy, které zasahly do norméalniho vyvoje a nejsou tedy dédi¢né, ale vznik a vyvoj
destruk¢niho procesu dédi¢ny byt mize. Malformace je odchylka od normalniho vyvoje
a vznikla v samém pocatku a dysplasie je poruSené uspotradani bunck, které tvoii urcitou
tkan ¢i organ [5].
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Dalsi déleni VVV je dle komplexnosti a Cetnosti, a to na izolované vady, asociace,
sekvence a syndromy. [zolované vady jsou vady, jez nesouvisi s jinymi vadami. Asociace
jsou VVV, které¢ vznikaji spolecné s jinymi urCitymi VVV a vznikaji tak typické
kombinace [4]. , Sekvence jsou mnohocetné vady, které vznikaji jako nasledek
patologické kaskady deéjii, zapricinéné primarnim patologickym zasahem. * [4] Syndrom

je soubor fenotypovych znaki, které souvisi s urcitou diagnézou [4].

2.1.2 Pric¢iny vrozenych vad

Pfi¢iny vrozenych vad jsou znamé jen ve 40—60 %. Nejvétsi vliv ma kombinace
zevnich a genetickych faktorii neboli multifaktoridlni dédi¢nost, ddle mutace genl
a chromozomové abnormality, poté faktory zevniho prostfedi a nakonec dvojcata [1].
Poskozeni jedince zacind na urovni jedné buiiky, a rozviji se ve tkanich i organech [5].
Obor, ktery se zabyva pfi€inami, mechanismy i vzorci téchto vrozenych anomalii se

nazyva populacni teratologie [3].

Uvadi se, ze v dnesni dobé je desetina vrozenych vad zplsobena ovlivnitelnymi
faktory, kam patfi hlavné¢ konzumace alkoholu, koufeni, infekéni onemocnéni matky,
malo vitaminQi a stopovych prvki, pfedev§im kyseliny listové a v neposledni fadé
onemocnéni matky, kterd jsou chronickd a jsou spojena s uZzivanim 1€ka, které pro

t€hotenstvi znamenaji ohrozeni [5]. Zbylé faktory pak oznacujeme za neovlivnitelné [3].

VVV vznikaji v dobé&, kdy dochazi k formovani sktruktur — velka ¢ast vznika mezi

3. a 8. tydnem gestace [6].

2.1.3 Teratogeny

Teratogeny jsou zevni faktory, které ptisobi na matku béhem téhotenstvi a v roce 1941
byla prokazana jejich souvislost s vrozenymi vadami. Mohou byt pfimou pfi¢inou VVV
anebo zvySovat pravdépodobnost jejich vzniku. Vztahem mezi teratogenem a vrozenou
vyvojovou vadou se zabyva obor zvany zaklady teratologie. Byly odvozeny jako obecné

zékonitosti. Prvni poznatek je o dilezitosti matefského genomu, genotypu zarodku
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a o zpusobu genetické interakce s okolim. Druhym poznatkem je fakt, Zze teratogeny
pusobi v kazdém vyvojovém stadiu v jiné mife. Z tohoto hlediska je embryo nejvice
ohroZeno v obdobi embryogeneze. Dal$i poznatek mluvi o mife abnormalniho vyvoje.
Ta je zavisla na mnozstvi a dobé plsobeni teratogenu [1]. ,, Ddle teratogeny oviiviiuji
zakladni mechanismy vyvoje, a narusuji tak proces embryogeneze. Piisobeni teratogenii
muze zahrnovat inhibici specifickych biochemickych nebo molekularnich pochodii
a projevuje se zmenami rozsahu proliferace bunék, apoptosy, migrace bunék a jejich
integrace. Mezi projevy abnormalniho vyvoje patii odumreni plodu, malformace, ristova

retardace a funkcni poruchy. * [1, str. 129]

Dulezité je zdiraznit, ze existuji faktory, které ovliviiuji miru plisobeni teratogent.
Patii sem faktor davky, kdy malé davky nemusi viibec ptisobit VVV nebo miize vzniknout
mensi poskozeni. Nasledné faktor ¢asu, kdy celkové nejcitlivéjsi obdobi je prvni trimestr,
dale hovotime o tzv. kritické periodé, coz je obdobi, ve kterém dochazi k vyvinu ur¢itého
organu a tento organ je citlivy na vliv urcitych teratogent. A faktor genetické vybavy
a druhu, jenz je postaven na tom, Ze kazdy organismus jako geneticky unikatni jedinec je

citlivy na jiny teratogen a v jiné mife [7].

Mezi teratogeny se fadi napiiklad infekéni agens. Mezi rizikové pak napiiklad
zardénky, vici kterym je dnes imunnich okolo 85 % Zen, a to diky vakcinaci. V této dob¢
povazujeme za hlavni hrozbu cytomegalovirus, ten je ¢asto u dospélych Zen latentni.
Pro plod jsou ovSem nasledky devastujici. Déle byvaji Casto diskutovany onemocnéni
virem Herpes simplex, varicelou, HIV, toxoplasmosou, syfilis apod. Teratogenni je

1 samotnd hypertemie [1].

Dale sem fadime radiaci. lonizujici zafeni (RTG, gama zareni) je pro vyvoj velmi
nebezpecné, nebot’ zabiji buiiky v proliferaci. Nebezpecna je 1 radiace po jaderné explozi.

Do této skupiny fadime i vysokou teplotu ¢i mechanické teratogeny [1], [7].

Chemické latky a 1éky jsou v dnes$ni dobé& velmi diskutovanym teratogenem. Jako
teratogenni byla prokazana naptiklad latka zvana thalidomid. Uzival se jako hypnotikum
a antiemetikum. Jako dalS§i byvaji Casto uvadény napfiiklad cytostatika, nékterd
antibiotika — tetracyklin, antiepileptika — fenytoin, diazepam, heparin, warfarin nebo
aspirin. Co se ty¢e navykovych latek, teratogenni vliv byl prokazan u kokainu, alkoholu,
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kouteni apod. Mimo 1é¢ivych ptipravkii a ndvykovych latek do této skupiny patii i latky
z prumyslu a zeméd¢lstvi jako jsou t€zké kovy, organickd rozpoustédla, polychlorované

bifenyly aj. [1], [7].

Byl dokézan i teratogenni vliv hormonti. Tyka se to predevsim synteticky vyrobenych,
jako je naptiklad diethylstilbestrol androgen, ktery byl vyrabén pro podporu té¢hotenstvi
a jako prevence potrati. Pozd¢ji se vSak ukézalo, Ze u Zenskych plodi dochazi
k maskulinizaci zevniho genitalu. V soucasné dob¢ se pozornost obraci i k estrogentim

ze zevniho prostiedi nebo kortisonu [1].

Dalsim takovym vlivem je i onemocnéni matky jako je diabetes mellitus nebo

fenylketonurie, nutri¢ni deficience, obesita a hypoxie [7].

Vsechny uvedené teratogeny souvisi pouze s matkou. Mezi paternalni pfiiny rizika

patii naptiklad vystaveni chemickym latkam, fyzikalnim faktortim, kouteni i alkohol [1].

2.14 HlaSeni vrozenych vyvojovych vad

V Ceské republice je od 1. 1. 1964 zavedeno hlageni vrozenych vad u déti, které se
narodily zivé, mrtvé anebo zemiely na oddéleni novorozenych. O rok pozdéji se tato
hlaseni zacala dé€lit do dvou skupin. Jednu skupinu tvoti déti, které se narodily mrtvé nebo
zemiely do 7 dnti a ve druhé skupiné€ byly déti s VVV, které prvnich 7 dn Zivota prezily.
Za zakladatele neoficidlnich registraci VVV povazujeme MUDr. Jifiho Kuceru CSc.,
ktery piisobil v Ustavu pro pééi o matku a dit&, a o shromazd'ovéani t&chto informaci se
pokousel uz od konce padesatych let. V soucasné dobe se hlasi VVV dle 10. revize
Mezinarodni klasifikace nemoci. Ta tikd, Ze jsou shromazd’ovany informace o vrozenych
vadach, deformacich a chromozomalnich abnormalitach, které se objevily u plodu pfi
prenatalni diagnostice, u potratl, které¢ probéhly samovolné u plod s hmotnosti nad 500
grami, u déti mrtveé narozenych, u déti, které dovrsily 15 let véku. Tyto informace spravuje
Narodni zdravotnicky informaéni systém pod Ustavem zdravotnickych informaci

a statistiky Ceské republiky [5].
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2.2 Preventivni opatfeni

Nékterym rizikim vzniku vrozenych vad se da predejit. Prevence je dilezitd uz
v obdobi pied pocetim [1]. Velkou vahu mé informovanost matek o riziku VVV a jejich
rodicovstvi a stejné dulezity je 1 vék jak matky, tak otce [5]. Dale sem patii jodovani soli
a vody, uzivani kyseliny listové, zdravad vyziva s dostateCnym mnozstvim vitaminl
1 stopovych prvki, abstinence alkoholu, drog, aktivniho i pasivniho koufeni. Velmi
dalezitou roli hraje i 1ékat, ktery zené predepisuje léky. M¢l by byt obezietny 1 pii
indikovani medikace zenam, které jsou v reprodukénim véku a mozné t€hotenstvi je tedy
pravdépodobné [1]. Jak jiz bylo zminéno v piedchozi kapitole, hraje zde vyznamnou roli
i chronické onemocnéni zeny a jejich kompenzace, zde se mluvi o prekoncepcéni
a postkoncepéni péci napf. pii epilepsii, diabetu mellitu, poruchich S$titné zlazy,
fenylketonurii. Dllezita je kooperace mezi obory — gynekologii, porodnictvim, 1ékatskou
genetikou, interni medicinou, hygienou a epidemiologii, vefejnym zdravotnictvim apod.

[5].

2.3 Prenatalni diagnostika

Prenatalni diagnostika vyzaduje mezioborovou kooperaci tykajici se porodnictvi,
ultrazvukové diagnostiky 1 I¢karské genetiky. Vzhledem k tomu, Ze integrace takovych
oboril je nelehkd, k provadéni prenatalni diagnostiky se pouzivaji multidisciplinarni
centra. Hlavnim tkolem prenatalni diagnostiky je objevit graviditu, kdy ve vyvoji fetu je
nalezena odchylka. Déle pak poskytnout informace partim, kterym bylo u plodu zjisténo
zvysené riziko VVV a dat jim moZnost volby ohledné¢ dalSich krokti, podporovat rodice
v tiZzivé situaci, hlavné u vysokych rizik. Prenatdlni diagnostika také poméha parim,
kterym hrozi v ptipadé gravidity vysoke riziko ditéte s VVV, jelikoz diky metodam, které
prenatalni diagnostika nabizi, 1ze zjistit VVV jesté pied narozenim ditéte. Matkam, které
maji plod s potvrzenou VVV, poméhaji v oblasti vedeni t€hotenstvi, porodu i postnatalni
péce. A v neposledni fad¢ také v nékterych piipadech zavést prenatalni 1éCbu, kterd je

mozna pouze v malém procentu piipadi [5].

Pro v€asné zjistovani vrozenych vad i t€hotenskych komplikaci pouzivame prenatalni

diagnostiku. Diky rliznym metoddm je mozné pozorovat pribéh téhotenstvi. Mezi tyto
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metody fadime aminocentézu, kordocentézu, ultrazvukové vySetieni, vysetfeni krevniho
séra matky a odbér choriovych klkii. Tato vySetfeni jsou délena na invazivni a neinvazivni
techniky. V pfipad¢ norméalniho vyvoje t€hotenstvi se u matek provadi pouze vySetfeni
neinvazivni, tedy vySetfeni séra a ultrazvukové vySetfeni. Amniocentéza, kordocentéza
a odbér choriovych klki jsou metody, k jejichz uziti dojde v piipad¢ rizikového
téhotenstvi, genetickych predispozic vyvojovych vad apod., jelikoz jsou fazeny mezi
metody invazivni. Pfi invazivnim vysetieni se odebiraji vzorky pro cytogenetické nebo
molekuldrné genetické vysetieni, kdy je snaha o kultivaci bun¢k a ziskani karyotypu
plodu [1], [8]. Vysetfeni ziskanych bunc¢k se provadi nejcastéji metodou FISH
(fluorescencni in situ hybridizace) nebo PCR (polymerazova fetézova reakce). VSeobecné
plati, ze provadéné invazivni vySetieni musi mit rovné nebo vyssi riziko postiZeni fetu,

nez je riziko potratu, které pfi tomto vySetieni hrozi [5].

Mezi indikace, které vedou k invazivni prenatdlni diagnostice ftadime tyto
ptipady: pozitivni vysledek pfi téhotenském screeningu nebo abnormalni nalez na
ultrazvuku, onemocnéni matky, které miize ovlivnit zdravi plodu/vystaveni klastogennim
ucinkiim v dobé téhotenstvi, v€k matky nad 35 let (tato hranice je stanovena proto, Ze
vtomto véku matku je zhruba stejné riziko samovolného potratu souvisejiciho
s vySetfenim, jako vznik chromozomalni aberace u plodu), u otce nad 45 let, rizikova
rodina (tykajici se vyskytu vyvojové vady/dédicné choroby v rodiné — u takového
onemocnéni, které 1ze vyloucit nebo potvrdit prenatalni diagnostikou a u X vazanych
onemocnéni, predchozi t€hotenstvi s VVV, strukturalni chromozomalni vada u nékteré¢ho
z rodict). Invazivni prenatalni vySeteni neni povinné. Povinnosti Iékafe je vSak Zené tuto
moznost nabidnout a vysvétlit vSechny pfinosy a rizika. V pfipadé, Ze se Zena rozhodne
screening podstoupit, musi podepsat pozitivni revers. V opaéném piipadé pak revers
negativni, kde Zena toto vySetfeni odmita [5], [8]. Také by mélo byt brano v potaz, pokud
matka v pfipad¢ potvrzeni VVV nesouhlasi s feSenim (ve vétSin€ ptipadi ukoncenim
téhotenstvi). V takovém ptipad¢ nema cenu, aby byla zatézovana diagnostickymi testy,

kdyz s jejich vysledkem neni mozné pracovat [9].

2.3.1 Ultrazvuk

Ultrazvuk je bézn€ pouzivanou technikou screeningu. Jeho hlavni vyhodou je jeho

bezpecnost. Pfi ultrazvukovém vySetieni se vysokofrekvencni ultrazvukové viny odraze;ji
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od tkani, ¢imz vytvaii jejich obraz. Jsou rozliSovany dva postupy — transabdomindlni
a transvaginalni, pficemz transvagindlni zajistuje vyssi rozliSeni. Diky pokroku se
ultrazvukem stanovuje prutok krve velkymi cévami, tekutiny v pridusnici, praduskach

a pohyb chlopni srdce plodu [1].

V Ceské republice mize téhotna Zena absolvovat prvni vySetieni hned na zadatku
té¢hotenstvi v 6. tydnu, kdy se jim prokazuje té¢hotenstvi. Zde mohou byt diagnostikovana

viceCetna t¢hotenstvi [1].

Zjisténi gestacniho stafi se provadi mezi 12.-14. tydnem téhotenstvi, poté
v 18.-20. tydnu, kdy lékat uréi mnozstvi plodové vody, uloZeni placenty, pocet plodi,
vitalitu, biometrii, hodnoti nepfimé zndmky vrozenych vad plodu a v tydnu 30.-32., kdy
se opét kontroluje rust plodu, ulozeni placenty i mnozstvi plodové vody. Ultrazvukovym
vysetfenim se tedy sleduje celkovy prubéh téhotenstvi — stafi a rust plodu, zjisténi, zda
plod netrpi vrozenou vadou, stav délozni tekutiny, umisténi placenty a proudéni

imbilikdlni krve, ptfipadné diagnostika mnohocetného té¢hotenstvi [1].

Pro urceni stafi plodu se uziva ur€ovani temenokostréni délky (CRL) (11+0 az 13+6
tydnu téhotenstvi). [10] Poté je pouzito vice méfeni, jako je délka femuru, obvod bficha

nebo biparietalni rozmér lebky [1].

Ultrazvukovym vySetfenim mohou byt detekovany vady jako je defekt nervoveé
trubice, anencefalie, spina bifida, defekty bfiSni stény, koncetinové vady, srdecni
malformace 1 obli¢ejové defekty. Z tohoto dlivodu musi byt sledovana hodnota nuchalni
translucence, coz mize provadét pouze Skoleny sonografista, ktery obdrzel certifikat od
Fetal Medicine Foundation v Londyné. Tento certifikat je nutné obnovovat. Pro odhaleni
Downova syndromu se sleduji jesté tyto parametry: nosni kustka, trikuspidalni
regurgitace, pratok ductus venosus aj., pfi¢emz vysetfujici sonografista miize uZzit pouze

téch markerti, na néz ma licenci [1, 10].

Mezi vady, které se daji zjistit pfi ultrazvukovém vySetieni okolo 20. tydne t€hotenstvi,
patii rozstépové vady obliceje a stény bfisni, vrozené vady srdce a urogenitalni soustavy,

defekty neuralni trubice, koncetin 1 jiné strukturni vrozené vady [5].
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2.3.2 Amniocentéza

Amniocentéza je invazivni vysetieni, pii kterém je matce odebirana amniova tekutina
o objemu 20-30 ml skrz bfisni sténu z amniové dutiny pomoci spinalni jehly. Cely odbér
probiha pod ultrazvukovym dohledem. Toto vySetfeni je mozno provadét az
od 16. do 18. tydne gravidity, jelikoz odbér potiebného objemu do 16. tydne by byl
nebezpecny v disledku nizkého mnozstvi plodové vody, kdy hrozi poskozeni plodu.
Je nutné pied vySetfenim zjistit ulozeni placenty, mnozstvi amniové tekutiny, provést
zakladni binometrii plodu, diagnostikovat délozni myomy a najit polohu pupec¢niku

a stievni kli¢ky, kterym je nutno se vyhnout. [1], [11].

Odbértim provadénym mezi 10.—14. tydnem tchotenstvi se fika casna aminocentéza.

Uvadéné riziko abortu je v hodnotach od 0,5 % az do 1 % [11], [5].

Z amniové tekutiny se diive stanovoval alfa-fetoprotein (AFP) a acetylcholinesterasa.
Dnes ale probihd pouze kultivace bunék, které byly odlouceny do plodové vody. Diky
témto bunikam je mozné stanovit karyotyp. Kultivace probiha 8—14 dni na buné¢né kultuie
s mitogeny. Jako nejlepsi médium je uvadéno Changovo, skladajici se ze zakladnich
slozek kultivaénich médii, a navic zinzulinu, trijodtyroninu, glukagonu,
hydroxykortizonu, testosteronu, estradiolu a progesteronu. Jako dal$i velmi vhodné
médium je uvaddéno GPM3E obsahujici 0,5 % rustové promocnich proteinti. Tento
kultivaéni produkt mize byt pozorovan ve svételném mikroskopu, kde mohou byt vidény
translokace, zlomy, trisomie i monosomie chromozomi. Kultivaci je moZno uskute¢nit
v kultiva¢nich nadobkéch s otevienym nebo uzavienym systémem. Po barveni specidlni
smési Giemsa a trypsinisace ziskavame prouzkovani chromozomd, které je mozné dale
hodnotit. Pro sekvenaci lidského genomu ovSem muzeme pouzit i senzitivnéj$i metody
jako je PCR nebo genotypizace. Dnes je mozné na toto stanoveni pouzit metodu QF-PCR

(kvantitativni fluorescencni PCR) [1], [11], [12].

Bunky, které se do placenty odloucily, jsou z velké Casti z pokozky plodu. Jedna se
tedy o jednovrstevny kubicky epitel. Mezi dalsi pfitomné buniky se tadi fibroelastoidni
buitkky mezodermalniho plivodu a buiiky z ektodermu amnia. Mohou se zde vyskytovat

i bunky z urogenitalniho vyvodu, dutiny uUstni, jicnu, respiraéniho traktu, nosohltanu,
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pridusnice i pradusek. Odhaduje se, ze v 1 ml amniové tekutiny se naléza pouze 10 bunék

schopnych formovat kolonie [11].

Pokud se ve vzorku nalézaji bunky, které rychle vyrostly, zfejmé jde o fetus
s rozStépovymi vadami centralni nervové soustavy (CNS). Pfi diagnostice je mozné
narazit na buiiky fetalniho stresu, které znaci fetus s intrauterni ristovou retardaci (IUGR)

¢1 abortus imminens [11].

Pti odbéru plodové vody hrozi jeji kontaminace mikroby, plisnémi, kvasinkami
1 kontaminace sekundarni pti dlouhodobé¢ kultivaci. V ptipadé ptimési velkého mnozstvi
krve je vysledek ohrozen, jelikoZ riistova aktivita fetalnich bunék je krvi utlumena. Dale

je dilezité dodrzet stabilni kultivaéni teplotu i pH [11].

2.3.3 Odbér choriovych klki

Odbér choriovych klki (CVS) je invazivni metoda vySetfeni provadénd jiz mezi
11. a 13. tydnem té¢hotenstvi. Zakladem je odbér bunék z placenty z choriové tkané. To
probihd pomoci jehly, kterd je zavedena transabdomindlné nebo transvaginalné a vse je
pod dohledem ultrazvuku. Z téchto bun€k se pomoci trypsinisace izoluji mezenchymové
bunky stromatu klku. Ty jsou déle kultivovany po dobu 2—3 dni. Kratsi doba kultivace je
oproti aminocentéze zplisobena pritomnosti vét§iho mnozstvi bunck. Idedlné€ by mélo byt
odebrano 10-20 mg klka. Pfi men$Sim mnoZstvi neZ 10 mg klkid hrozi neuspéSna

diagnostika. Provadét toto vySetfeni je mozné od 10. tydne téhotenstvi [1], [11].

V nyné;jsi dobé€ je mozné se stale Castéji setkat s metodou QF-PCR, kterd dokéaze rychle
zjistit nejpocetnéj$i chromozomové aberace a to z divodu, Ze bunky plodu nemusi byt
kultivovany. VySetieni pak trva 12-26 hodin, nejvySe 48 hodin a na statim je mozné
vysledek ziskat jiz za 5 hodin. Mimo trisomie touto metodou mohou byt stanoveny
1 aneuploidie chromozomu X a'Y, triploidie, a zjiSténo pohlavi plodu. Dal§i mozné vyuziti

je k priikazu otcovstvi ¢i dizygozity dvojcat [12].

Riziko abortu dosahuje stejnych hodnot jako u aminocentézy, a to 0,5-1 % a je Gsp&sné
u vice jak 99 % [5]. Nékteré zdroje uvadi, ze CVS miiZze byt pfi¢inou vzniku vrozenych

vyvojovych vad [1].
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Mozny je i kombinovany odbér choriovych klk s aminocentézou, a to z jednoho
vpichu transplacentarné. Ke kombinovanému odbéru muze dojit napt. kvili nejasnému
vysledku po CVS nebo AMC, vrozenym vadam véazanym na chromozom X nebo
opozdénému vysledku biochemického screeningu. Provadi se ve druhém nebo tietim

trimestru téhotenstvi [11].

Potiebnym kultivaénim médiem je AMNIOMAX, ktery se postupné¢ nahrazuje
GPM3E, u kterého dochazi k postupnému snizovani obsahu teleciho séra, které je

ptitomno [11].

2.34 Kordocentéza

Kordocentéza je také invazivni metoda, provadéna od 18. tydne gestace. V porovnani
s ostatnimi metodami se tato metoda provadi pozde, jeji vysledky jsou vSak zndmé za dva
az tfi dny. Jde o pfimy odbér krve plodu z pupecniku pomoci preheparinizované jehly

a vysledkem je karyotyp z lymfocytt fetalni krve. Riziko abortu je do 1 % [11].

2.3.5 Moderni metody molekularni cytogenetiky

Dnesni doba podporuje rozvoj téchto metod, hlavné z hlediska jejich citlivosti. Patii
sem metody microarray, které jsou pouzivany pii ndlezu na ultrazvuku (UZ). Dale metody
FISH, které mohou slouZit k rozeznani strukturalni aberace nebo mozaiky. Tato metoda
je relativné levna, ale ma vysokou chybovost, navic nejsme schopni zkontrolovat kazdy
chromozom. Dale molekularné genetické vySetfeni na monogenni onemocnéni —
naptiklad Smithiv-Lemliho-Opitziiv syndrom a metody NGS (sekvenovani nové
generace), které v dnes$ni dobé zaZivaji rozvoj [13]. Kvantitativni fluorescenéni PCR je
vySetieni, které se stejn¢ jako metoda FISH nezabyva celym karyotypem a do 24 hodin
je umoznéno zjistit zmény poctu chromozomil vyskytujici se nejcastéji — a to pro
chromozom 13, 18, 21, X, Y. Jako prednost tohoto vySetieni je uvadéna nizka faleSna
pozitivita i negativita a rychlost, diky niz ma pacientka vice ¢asu a prostoru na rozhodnuti

v ptipad€ pozitivniho néalezu [14].
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2.4 Prenatalni screening vrozenych vyvojovych vad

Screening VVV obecné by mél rozeznat téhotenstvi, u kterého je zvysSené riziko
vyskytu vyvojové vady. Neurcuje, zda je plod postizen, ale urcuje pouze zvysené riziko.
Takovy test by mél byt snadny, i co se tyce provedeni, mél by mit vysokou specifitu (co
nejvice te¢hotenstvi bez vady vyhodnotit jako negativni) i senzitivitu (najit co nejvice
VVV), co nejvyssi prediktivni hodnotu (zadna falesna pozitivita) a co nejmensi negativni
prediktivni hodnotu (zddna faleSna negativita). Ideal takového testu je vSechny tyto
podminky mit v hodnoté 100 %. Takovy test v§ak neexistuje a snaha je se mu co nejvice
priblizit. Dale by screening mél byt ekonomicky dostupny pro kazdého a nesmi zatézovat
ani matku ani plod. Existuji rGzné screeningové programy. Stale ale neni jeden test
schopny odhalit v§echna onemocnéni a vrozené vady, proto se pouzivaji riizné navazujici
screeningové testy. Sem se fadi screening chromozomalnich aberaci, kombinovany
screening v L. trimestru téhotenstvi, biochemicky screening v II. trimestru t€hotenstvi,

ultrazvukovy screening v II. trimestru [5].

Screening chromozomalnich aberaci se provadi pro Downtliv syndrom, Edwardstv
syndrom a Patauiv syndrom. Pro spolehlivou diagnostiku provadime cytogenetické

vySetfeni karyotypu ziskané odbérem AMC ¢i CVS [5].

Screening biochemickych markerti je provadén v prvnim i druhém trimestru
téhotenstvi. Zakladni biochemicky screening je wukazatelem moznosti poruchy
prenatalniho vyvoje plodu. Spolu s ultrazvukovym vySetienim pomaha diagnostikovat
zvySené riziko VVV nebo ho vyvratit. [11] Zde je rozdil mezi screeningem
a diagnostickym testem, jelikoZ screening pouze poukazuje na zvySené riziko, kdezto
diagnosticky test slouzi k tomu, aby se pii pozitivnim screeningu, tzn. zvySeném riziku,

VVYV potvrdila ¢i vyvratila definitivné [9].

Tento screening je provadén pro zjisténi defektd kryti fetu kizi (defekty neuralni
trubice, rozS§tépy biiSni stény), trisomie chromozomt 21,18,13, metabolickych
vad — Smith-Lemli-Opitziv syndrom, vady srdce a komplikaci t€hotenstvi. Pro provedeni
screeningu je nutné vysetfit t€hotnou UZ Skolenym sonografistou. Gravidni Zena musi
podepsat informovany souhlas (mluvi o faleSné negativité a pozitivité screeningu),

absolvovat odbér krve pro biochemické markery v urcitém obdobi t€hotenstvi a nasledné
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samotné vySetieni v laboratofi s akreditaci za pouziti validované metody urceni rizika

a naslednou péci genetika [15].

Screening v prvnim trimestru

Prvotrimestralni screening probiha v prvnim a ¢asném druhém trimestru téhotenstvi
(od 11. do 13. tydne gravidity). Markery, které jsou ke stanoveni doporuceny, jsou
PAPP-A, volné podjednotky hCG v séru (odbér provést nejlépe 9+1 az 11+3 tyden
gravidity), popf. PIGF (odbér doporucen na 11+0-13+6 tyden gravidity).
K biochemickému screeningu v prvnim trimestru byva pfirazen i ultrazvukovy screening
v 11.-13+6. tydnu téhotenstvi, kde se stanovuje nuchalni translucence a nosni kistka, dale
pak omfalokéla, megavesika ¢i abnormalni nalez v pritoku ductus venosus, trikuspidéalni
regurgitace. Ultrazvukovy a biochemicky screening se dohromady nazyva kombinovany
screening 1. trimestru. Citlivost na Downiv syndrom se v piipadé prvotrimestralniho
screeningu udava na 82—-87 % s 5 % faleSnou pozitivitou. Tento screening neni hrazen

pojistovnou. Pacientce je pouze doporucen [11], [12], [10], [14].

V ptipadég, Ze pti téchto vySetfenich ma lékat podezieni na VVV, gravidni Zena ma

mozZnost podstoupit invazivni vySetfeni prenatalni diagnostiky [11].

Ptipadné je mozno testovat kontingen¢nim testem, kdy jsou gravidni zZeny rozdéleny
dle rizika do skupin: riziko vétsi nez 1:50, mezi 1:50 a 1:1000 a niz8i nez 1:1000. Dochazi
zde kjinému zhodnoceni a vyuzije se dalSich ultrazvukovych vySetieni. Invazivni
vySetieni pomoci CVS je zde nabidnuto pouze Zenam s rizikem vétSim nez 1:50, kdy se
zachyti 85 % plodi s Downovym syndromem. U Zen s rizikem menSim nez 1:1000 Zen se
pak na ultrazvukovém vySeteni mezi 20.-22. tydnem gravidity sleduji eventudlni mozné
vady a u rizikové skupiny mezi 1:50 a 1:1000 se ultrazvukové vySetfeni rozSifuje
o doplnkové markery (nosni kiistka, tok na trikuspidalni chlopni, dopplerovské vySetieni

ductus venosus) [11], [12], [10], [14].

Falesnd negativita u prvotrimestralniho screeningu je 1 %. V soucasné dob¢ lze
provadét screening pomoci molekularné diagnostickych metod, a to z periferni krve
matky, kdy se vySetfuje DNA plodu, které koluje v krevnim feciSti matky. U toho
stanoveni v pfipadé¢ Downova syndromu je mozny zachyt mezi 98-99 % [11], [12], [10].
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Screening v druhém trimestru

Druhotrimestralni screening probiha mezi 15.-20. tt (tyden t&hotenstvi) a testuje se
hCG/volné beta-hCG, AFP a nekonjugovany estriol v séru (odbér proveden idealné
15.-17. tyden téhotenstvi), takzvany triple test, popt. quadruple test s inhibinem A [12].
Quadruple test je zndm hlavné ve svéte, jelikoz u nés neni hrazen pojistovnou. Déle je
mozné setkat se s tzv. double testem, u které¢ho se nevysetiuje nekonjugovany estriol, coz
plati asi u tfetiny ceskych laboratoii [9]. Provadi se Zenam, které nepodstoupily screening
v prvnim trimestru t€hotenstvi. U Downova syndromu ma tento test v jeho triple varianté¢
zachyt do 69 % s 5 % faleSnou pozitivitou a v ptipadé pridani inhibinu A se hodnoty

zachytu zvysuji na 81 % [14].

Jako tzv. sérum integrovany test nazyvadme pouze biochemicky screening v prvnim
a druhém trimestru, kdy jsou méteny hodnoty PAPP-A, volny beta hCG v prvnim
trimestru a v druhém AFP a nekonjugovany estriol. Vysledky jsou potom hodnoceny
dohromady v druhém trimestru t€hotenstvi. Tento zptsob kontroly pouzivame v ptipadé,
kdy nebylo provedeno ultrazvukové vySetieni v prvnim trimestru sonografistou, ktery je
zapojen do kontroly kvality [12]. Jeho zachyt dosahuje aZ 88 % s 5 % faleSnou pozitivitou
u Downova syndromu. V pfipad€, Ze Zena vySetfena sonografistou je a mé oba dva

biochemické screeningy, hodnota zachytu stoupa az na 94-96 % [14].

U nas se pouziva rozdélené hodnoceni, aby se v ptipadé potvrzeni VVV mohlo
zakroCit co nejdiive [9]. Za pozitivni screening se povazuje hodnota rizika mezi
1:250 — 1:300 [11], [12]. Pouziti tohoto screeningu samostatné mé zachyt 70 % a faleSnou
pozitivitu do 6 % [9]. Plati, Ze Downllv syndrom se vyznacuje snizenymi hodnotami AFP,

zvySenymi hodnotami hCG a snizenymi hodnotami uE3 [11].

Jesté je znam tzv. sekvencni integrovany test, kdy Zena s vysokym rizikem
podstoupeni kombinovaného testu dochazi na konzultaci a Zeny s rizikem nizkym
podstupuji vySetieni v druhém trimestru triple testem.  Pak dochazi k jednotnému
zhodnoceni, coz slouZi k odhaleni vysokého rizika pro méné zavazné, ale stabilné

odliSujici se zmény markert aneuploidii [9].
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U Downova syndromu by mél byt pouzit takovy screening, jehoz zachyt bude nad
90 % a faleSna pozitivita do 3 %. Nasledn¢ pfi pozitivnim screeningu by mél byt proveden
1 diagnosticky test s vysokou detek¢ni schopnosti. Je nutné zajistit externi kontrolu
kvality pro toto vySetieni. Ta by se méla tykat jak biochemické Casti, tak 1 ¢asti klinické.
EHK zajistuje SEKK z CR, popt. zahraniéni spoleénosti jako je UK NEQUAS nebo RfB
[9].

2.5 Biochemické parametry screeningu vrozenych vyvojovych
vad

2.5.1 Alfa-fetoprotein

Tento sérovy onkofetalni glykoprotein o molekulové hmotnosti 70 kDa je svou funkci
1 strukturou podobny albuminu [14]. Syntéza probihd ve Zloutkovém vaku,
v gastrointestinalnim traktu (hlavné v jatrech), velmi nizkd syntéza probiha i v ledvinach

a v placenté a je mozno ho prokazat uz od 29. dne od poceti [11].

Ulohou AFP v dobé t&hotenstvi je imunoregulaéni funkce, kdy diky nému je chranén
plod pied reakci imunitniho systému matky. Déle funguje v urcité dobé t¢hotenstvi jako
nahrada albuminu — jeho transportni funkce a onkotickoosmotickou funkci. Také je
schopen regulovat rist normalnich i nadorovych bun¢k, dokaze kontrolovat buiky, které
tvoii tkan a organy pii ontogenezi. U negravidnich Zen nedostatek alfa-fetoproteinu

souvisi se syndromem polycystickych ovarii [16].

K jeho prudkému nartistu dochazi v 10.—13. tt. Po 16. tt a 32.-34. tt, kdy je nahrazovan
albuminem, pak jeho hodnoty strmé klesaji. Zobrazeni hladiny Ize vidét na obr. 1. Hladiny
alfa-fetoproteinu rozliSujeme v plodové vodé a v matefském séru. Do plodové vody se
dostava z ledvin plodu do jeho moce. Jeho hodnota je imérna vyvoji syntézy u plodu.
V matefském séru hodnota roste do 28.—32. tt a od té doby prudce klesa. Jeho pokles je

zpusoben zvySujici se propustnosti placenty pro AFP v prubéhu téhotenstvi [11].
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Obrazek 1 — Hladiny AFP v matefském séru v tydnech gestace [17]

AFP je vprenatdlni diagnostice vyuzivan pro zjisténi patologicky zvySené
propustnosti fetoplacentarni bariéry. Pti diagnostice v druhém trimestru t¢hotenstvi jeho
sniZzené hodnoty upozoriuji na riziko t€hotenstvi s Downovym syndromem. Zvysené
hodnoty mohou souviset s poruchami vyvoje plodu (defekty neurdlni trubice a stény
btisni), fetus mortus, viceCetnou graviditou a jinymi abnormalitami plodu jako je ageneze
ledvin aj. Senzitivita alfa-fetoproteinu pii falesné pozitivité 5 % je 42 %. ZvySené hodnoty
AFP byly zjistény u trisomie 16. chromozomu s intrauterinni riistovou retardaci [11], [14].

Alfa-fetoprotein je jedine¢ny v tom, ze koreluje s poruchami vyvoje plodu i placenty [17].

2.5.2 Lidsky choriovy gonadotropin — hCG

Lidsky choriovy gonadotropin je fazen mezi glykoproteiny skladajici se ze dvou
podjednotek — alfa a beta. Kazda z nich jé kédovana jinym poctem gend. Alfu koduje
jeden gen a podjednotka je shodna s podjednotkou LH, FSH, TSH. Jeho syntéza lehce
stoupapo celou dobu gravidity. Podjednotku beta koduje 6 genti. Jeji hladina stoupa do
10. tydne, poté do 22. tydne klesa. Do 32. tt se hodnota opét lehce zvySuje a poté znovu
klesa az do porodu. Jeho molekulova hmotnost je 38 kDa [14]. Syntetizovén je v placenté
v syncytiotrofoblastu. Jak Ize vidét na obr. 2 jeho hladina nejprve roste, a to do 11. tt.
Od té doby klesne o 80 %. Nasledné je tato hladina udrzovana az do porodu. Mnozstvi
vzniklého hCG je ukazatelem kvality trofoblastu a hlavné stavu pritoku krve

v uteroplacentarnim systému [11].
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HCG je dulezity pro udrzeni zlutého téliska hlavné v pocatcich téhotenstvi. V ném
stimuluje tvorbu progesteronu a estrogenu. Dava védet t€lu matky, ze v jeji déloze doslo

k nidaci embrya [18].

|.U. HCG per ml. serum

T T T T T T T T
12 16 20 24 28 32 36 40
Weeks of pregnancy

o -

Obrazek 2 — Hladiny hCG béhem tydni t¢hotenstvi [19]

Pro diagnostiku jsou dilezité degradacni produkty hCG, piedevsim jeho podjednotka
beta. Nejprve vznikd tzv. nicked hCG, a to Castenym rozevienim fetézce. Vyslednym
produktem rozpadu je tzv. beta-core hCG, kdy podjednotka beta pozbyde velkou cast
molekuly. Stanoveni tohoto degrada¢niho produktu ma velkou vahu pii vySetfeni
chromozomalné¢ podminénych VVV, ale 1 pifi diagndéze karcinomu testes C¢i
choriokarcinomu. Podjednotka alfa je uzivana pti diagnostice poruch vyvoje trofoblastu

nebo karcinomd, které nepochézeji z trofoblastu [11].

Hladina hCG muzZe byt zjiStovana ze séra, ale 1 z moci gravidnich Zen. Pfi stanoveni
ale I¢kar musi brat zietel na faktory, které mohou zménit vysledky. Mezi takové faktory
patii naptiklad vyskyt latek, které jsou hCG podobné. Lidsky choriovy gonadotropin také
muze interferovat s riznymi latkami, jako je imunoglobulin G, luteiniza¢ni hormon apod.

Dal8imi faktory mohou byt i Spatné datovani gravidity a patologie placenty [11].

U volnych beta-podjednotek hCG je brana v potaz sniZzena i zvySend hodnota, a to

vséru 1 v moci, kterd indukuje zdvazné poruchy téhotenstvi. SniZzena hladina muize
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znamenat potrat, Edwardsiv syndrom ¢i ektopickou graviditu. ZvySend hladina
u neté¢hotnych Zen poukazuje na riziko vyvoje karcinomu. U té¢hotnych miize znamenat
vyvin plodu s Downovym syndromem. Volna beta-hCG v druhotrimestralnim screeningu
je zvySena hlavné pfi Downové syndromu, ale i pii triploidiich. Snizené hodnoty
nachdzime u trisomie 18 i1 13. Stanoveni volné beta-hCG muze mit az 77 % zachyt
pfi falesné pozitivité 5 %, a to mezi 14.—16. tydnem. U beta-hCG mutze dojit k faleSné

zvySenym hodnotdm i v disledku Spatné ptepravy krevniho vzorku [11].

V druhém trimestru jsou pfitomny vysoké hladiny hCG a jeho degradacnich produktt
také u plodi postizenych Downovym syndromem, poruchami uzdvéru bfisni stény,
IUGR, hydropsem, Noonatovym syndromem, trisomii 16. chromozomu, abortem
1 u gravidnich matek s hypertenzi. Hodnoty jsou snizené u abortus imminens nebo

gravidnich matek s diabetem [11].

Kromé volnych podjednotek beta-hCG a hCG s jeho degradacnimi produkty ze séra
se stanovuji 1 degradacni produkty v moci. Konkrétné€ se jedna o beta-hCG a beta-core
fragment. Beta-hCG je pouzivdno pro detekci aneuploidii. Vysokéd hladina vypovida
0 Downoveé syndromu a nizk4 o Edwardsové 1 Patauové syndromu. Stejné€ by bylo vhodné
mluvit o beta-core fragmentu. Mezi 17.—19. tydnem dosahuje diagnostického maxima,
a to 80 % zachytu pii 5 % falesné pozitivité. Je tedy jednim z nejcitlivéjSich testi.
Nicméné pii jeho aplikaci hrozi kontaminace mikrobidlni florou z okoli uretry matky,

tudiz je tieba k moci ptidavat antibiotika a skladovat ji pti teploté -20°C [11].

U sledovani hCG je nutno dodrZet disledné vSechna pravidla pro zpracovani séra
akrve, jelikoz hCG se na svétle rozpada. Je tedy dulezité brat ohled i na tyto faktory, které
by mohly vysledky ovliviiovat [11].

Jeho vyuZiti nachdzime pfi uzivani té€hotenskych testl, které jsou volné prodejné. Zde
se méfi pravé hodnota hCG v moci. Tyto testy jsou snadno dostupné a zvladne je provést
kazda Zena. Nevyhodou miize byt delsi doba od poceti pottebna k detekci. U Iékare pak

vvvvvv

doby [20].
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2.5.3 Pregnancy-associated plasma protein A — PAPP-A

PAPP-A neboli pregnancy-associated plasma protein A je bran jako jeden
hmotnost dosahuje az 700 kDa [14]. Jeho syntéza probiha také v syncitiotrofoblastu [11].

Je jednim z PAPP a kromé& PAPP-A jsou znamy jesté druhy B, C, D. C je lidsky placentarni
antigen a D je SP1[12].

Jeho hlavni funkci je $tépit IGFBP (insulin-like growth factor binding protein),
uplatitujici se v usmérnovani lokalnich prolifera¢nich reakci, coz vede k aktivaci

rustovych faktort [12].

Jeho hodnota stoupa mezi 5. a 18. tt a nejvyssich hodnot dosahuje na konci ttetiho

trimestru [11], [12]. Hodnoty mezi 10. a 14. tydne gravidity jsou na obr. 3.
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Obrazek 3 — Pribéh hladin PAPP-A mezi 10. a 14. tydnem téhotenstvi [21], upraveno

Snizeni hodnot PAPP-A v prvnim trimestru téhotenstvi je pfitomno u ploda
s Downovym syndromem. Pokud jsou vzaty v potaz rizikové faktory — jako zvySeny vek
matky, screening miize odhalit az 78 % gravidit s Downovym syndromem. Tento marker
je tedy jednim z nejpovazovangjSich v prvnim trimestru gravidity. Dale také diky jeho
snizenym hodnotdm po celou dobu gravidity mlZe byt odhalena trisomie

13. a 18. chromozomu, chromozomu X a triploidii, nebo mohou znamenat hrozici potrat
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[11], [12]. Dale také mize slouzit jako ukazatel akutniho korondrniho syndromu

u negravidnich [22].

Plati, Ze ¢im mensi jsou hodnoty PAPP-A a vyssi hodnoty volné beta hCG, tim se

zvysuyje riziko vzniku Downova syndromu [5].

2.54 Nekonjugovany estriol — uE3

Nekonjugovany estriol je velmi mala molekula, molekulovou hmotnost ma okolo
0,3 kDa [14]. Tvofi v ptipad¢ normalniho pribéhu te¢hotenstvi jednu desetinu celkového

estriolu. Jeho vétSina je totiz konjugovana v jatrech matky a vznikd z cholesterolu

(obr. 4) [11].
cholesterol
matky
PLACENTA
pregnenolon
NADLEDVINKY "
PLODU -
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DHEA p——
JATRA PLODU
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(yroxyncy) PLACENTA estriol

Obrazek 4 — Metabolismus estriolu v té¢hotenstvi [23]

Nekonjugovany estriol jako jediny ukazuje metabolickou aktivitu fetoplacentarni
jednotky, kde vznika. V téle se podili na zméekceni cervixu pred porodem a uvadi se, ze

je soucasti reakci, ve kterych se pfipravuje mlécna Z1aza na laktaci [14].

Jeho hladina od 8. tt stoupa az do porodu [24].
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V ptipad¢ nizkych hodnot pfi screeningu v prvnim trimestru mtize byt diagnostikovan
Downitiv syndrom, hypofunkce nadledvin a anencefalie. Jeho hodnota je snizend kvuli
nedostatecnému vyvinu nadledvin a jater plodu. Diagnostika mtze probihat jak z moce,
tak 1 ze séra. Zachyt mize byt az 32 % pii 5 % fale$Sné pozitivité, pokud jsou uvazeny
rizikové faktory. V druhém trimestru jsou jeho hladiny snizené pii Downové syndromu.
Bylo zjisténo, Ze zeny, kterym se narodi dit¢ postizené Downovym syndromem, maji
snizenou produkci estriolu. Snizené hodnoty také poukazuji na Edwardstiv syndrom.

Nekonjugovany estriol je bran jako nejcitlivéjsi ukazatel tohoto syndromu [11].

2.5.5 Placentarni ristovy faktor — PIGF

Placentarni riistovy faktor patii mezi vaskularni endotelidlni riistové faktory a tvoii se

pfedevsim v placentdrnim trofoblastu [25].

Dtlezitou roli hraje PIGF v angiogenezi a lymfogenezi v obdobi vzniku a vyvoje

embrya, nicméné jeho pfesnd tloha v téchto procesech neni zatim znama [26].

Hladiny PIGF stoupaji v prvnim a druhém trimestru té¢hotenstvi a poté do porodu
klesaji. Jeho hodnoty se snizuji se zvySenym rizikem preeklampsie i s Downovym
syndromem. Screening PIGF nehradi pojiStovna a je na pacientkéach, zdali se pro n¢j
rozhodnou, jelikoz pfi jeho pouZiti se standartnim screeningem se zachyt zvysi aZz o 6 %.

[25].

Zvysené hladiny u negravidnich mohou souviset s kardiovaskularnimi onemocnénimi
jako mikro/makrovaskularni aterosklerdza a patologické angiogeneze. Vysledné hodnoty
jsou vypocteny dle rovnice se stanovenim solubilniho tyrozinkindzového receptoru typu

1 [27]. Pro jeho stanoveni je idealni odbér v 24. tydnu gravidity [28].

2.5.6 SP1 — Schwangerschafts Protein 1

SP; se vyskytuje ve formé SPi-alfa a SPi-beta. SPi-beta je charakteristicky pro
téhotenstvi a jeho hmotnost je 90 kDa. Tento glykoprotein je syntetizovan

v syncytiotrofoblastu béhem téhotenstvi [11].

Jeho uloha zatim neni znama [29].
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Od 12. do 34. tt jeho hodnota stoupa v zavislosti na riistu hmoty aktivniho trofoblastu.

Stanoveni probiha v séru, ale nalézt ho miizeme 1 v plodové vodé. Zde je hodnota
stokrat niz$i. V piipad¢ snizené hodnoty SP; v pocatcich téhotenstvi poukazuje na hrozbu
potratu a vyvoj plodu s Downovym syndromem. V dalSich fazich téhotenstvi miize
poukazovat na intrauterinni ristové retardace plodu. Prudké snizeni hladiny SP; muze
znamenat vyvoj plodu s Edwardsovym syndromem. Pti zvySenych hladinach je moznost
tézkych postizeni trofoblastu ¢i opét mize indukovat Downtv syndrom. U screeningu
v druhém trimestru pii bézné diagnostice neni pouzivan, jeho snizené hodnoty se ale
vyskytuji u IUGR, u déti s nizkou porodni hmotnosti a pfi hrozicim potratu. Zvysené

hodnoty byly zjistény u té¢hotenstvi s poruchou vyvoje trofoblastu [11].

2.5.7 Inhibin A

Inhibin m4 dvé formy — A a B, odliSujici se podjednotkou beta [14]. Tento protein ma
strukturu heterodiméru s molekulovou hmotnosti asi 21 kDa. Vznika v hypofyze,

vajecnicich a placenty u zen. U muzi je jeho vznik pfipisovan Sertoliho buiikam [11].

Jeho funkci je inhibice syntézy a uvoliiovani folitropinu v hypofyze. Béhem gravidity
ovSem jeho funkce neni zndma, ale s velkou pravdépodobnosti mé vliv na embryogenezi
a ve tfetim trimestru gravidity potlacuje tvorbu GnRH (gonadotropiny uvoliiujici hormon

releasing) [11], [14].

Jeho hodnoty se zvySuji do 7. tt, poté se do 10. tt hladina sniZuje a zGstava nizka

do poloviny gravidity. Nasledné¢ se opét zvySuje az do ukonceni téhotenstvi [11].

Jeho zvySena hodnota poukazuje na Downlv syndrom, a to uz v prvnim trimestru
téhotenstvi. Do 11. tt ovSem neni zajiSténa UspéSnost diagnostiky. Pii vyvoji plodu
s Downovym syndromem jsou hodnoty inhibinu A v druhotrimestralnim screeningu

zvysené [11].

30



2.5.8 Nadorové vyuziti fetalnich antigeni

V dneSni dobé je tada fetdlnich antigenii vyuzivdna v onkologii. Naptiklad
alfa-fetoprotein, ktery se ve zvySené koncentraci muze nachdzet naptiklad
u hepatocelularniho karcinomu, germinalnich nddort vaje¢nikt a varlat. Pokud je AFP
stanovovdno monoklondlnimi protilatkami, je nutné védeét, Zze mezi nadorovym
anenadorovym AFP je rozdil v cukerné slozce, tudiz by tato protilatka neméla s cukernou

slozkou reagovat [12].

Dal8im pouzivanym nddorovym markerem je karcinoembryonalni antigen, nachéazejici
se ve tkani plodu i v epitelidlnich tkdnich dospélych. Jeho hodnoty se razantné zvySuji
pfi kolorektalnim karcinomu, thyreoiddlnim karcinomu i u jinych karcinomi — prs, plic
aj. Oproti tomu v§ak mtze byt nalezen zvySeny u mnoha nemalignich onemocnéni i stavii
jako je stafi, kouteni apod., tudiz nema velky diagnosticky vyznam. Jeho pouziti je

omezeno na sledovani prognézy a monitoring pacientli s kolorektadlnim karcinomem [12].

Lidsky choriovy gonadotropin je nadorovy marker pro karcinom varlete,

choriokarcinomd, ¢asto u mola hydratosa [12].

2.6 Metody stanoveni biochemickych parametri prenatalniho
screeningu

Stanoveni probiha pomoci citlivych imunochemickych metod, jak kvalitativnich, tak
kvantitativnich. Kvalitativné stanovujeme pomoci imunochemickych prouzkidi z moci

(hCG) a kvantitativné pomoci metod uvedenych nize [30].

TRACE - Time resolved ampified cryptate emission

TRACE metoda patii k jedné z nejmodernéjSich. Zde se na antigen ¢i specifickou
protilatku navaze kryptat vzacné zeminy. Jedna se napiiklad o europium. Vyhodou je jeho
dlouhodobéjsi fluorescence. Mimo fluorescenci ho lze detekovat i pomoci transferu

energie mezi donorem a akceptorem svételného signalu [31].
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IRMA - imunoradiometricka analyza

Zde je pouzivano znaceni protildtek pomoci radionuklidi a jedna se o nekompetitivni
metodu. Stanovovany antigen reaguje s radioaktivné znacenou protilatkou, kterd je
v nadbytku. Nevyhodou je u této metody i u RIA prace s radioaktivnimi latkami a nutna

specialni likvidace radioaktivniho odpadu [31].

RIA - radioimunoanalyza

Jedna se o metodu kompetitivni, ve které se uzivaji radioizotopem znacené antigeny.
Vzorek obsahujici antigen soutézi o omezeny pocet mist k navazani spolu s antigenem

znac¢enym radionuklidem [32].

Chemiluminiscen¢ni metody

Tyto metody vyuzivaji latek, které jsou schopné emitovat zafeni diky probihajici
chemické reakci. UZzivaji se zde latky zvané lumionofory, to je napfiklad luminol,
izoluminol, sulfonamidy apod. Emitace zafeni je pouze na kratkou dobu, je proto nutné
provést méteni ithned [31]. Z chemické reakce se vznikne reakéni intermediat, ktery je
v excitovaném stavu a poté dojde k navratu do zakladniho stavu, ¢imz dojde k vyzareni

energie ve formé fotonu [33].

Elektrochemiluminiscen¢ni metody

Metody jsou od chemiluminiscenéni rozdilné vtom, Ze spousStéfem
chemiluminiscence je elektricky impuls. Reakce probihd na magnetickych
mikrocasticich, kde je navdzan streptavidin, na n€¢ se pak vaze antigen (diky biotinylu)
nebo vychytavajici protilatka. Detek¢ni protilatku oznacuje rutheniovy komplex. Dojde
k reakci a smés se nasaje do métici buniky, kde se navazi magnetické castice diky magnetu
a jsou promyty pufrem. Nasledné¢ je vyslan elektricky signal, ¢imz dojde ke spusténi
reakce, pfi které se oxiduji ionty ruthenia. Ty se vzapéti opét redukuji a vznikla energie

se vyzari [31].
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Tabulka 1 — Preanalytické pozadavky [10]

Analyt | Odebirany | Stabilita | Stabilita | Stabilita | Doporuc¢ené metody
material séra séra séra
(plasmy) | (plasmy) | (plasmy)
+20 az | pfi +4 az | pfi
25°C +8 °C -20°C
Volny B | Plndkrev | 6h 1d It TRACE, IRMA,
hCG chemiluminiscencni a
elektrochemiluminiscenéni
metody
hCG Plnakrev |12h 3d It RIA, IRMA, TRACE,
chemiluminiscen¢ni,
fluorescen¢ni a
elektrochemiluminiscenéni
metody
AFP Plnd krev |12 h 7d Ir IRMA, TRACE,
fluorescencni,
chemiluminiscen¢ni a
elektrochemiluminiscenéni
metody
Volny Plnd krev | 6h 1d Ir RIA, chemiluminiscenéni
estriol metody
(uE3)
PAPP-A | Plnakrev |[12h 3d Ir TRACE, ILMA, IRMA,
chemiluminiscencni
metody a
elektrochemiluminiscenéni
metody
PIGF Plnakrev |12h 1d Ir TRACE, ILMA, IRMA,

chemiluminiscenéni
metody a

elektrochemiluminiscencéni

metody
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Pro kazdy analyt plati pravidlo verifikace jednou za rok a musi mit opakovatelnost
do 6 % a reprodukovatelnost do 10 %. Validaci zatizuje vyrobce, a jiné nez validované
metody nejsou piipustné. Je uvedena rozSifena nejistota méfeni dle doporuceni
odbornych spolecnosti. Mezi systémy, které jsou vhodné pro externi kontrolu kvality pro
prvni trimestr, pati: RfB, INSTAND, SEKK, UK NEQAS. Pro druhy trimestr pak RfB,
SEKK, UK NEQAS [10].

DalSi udaje o jednotlivych analytech:

Volna beta-hCG podjednotka lze vySettit statimové a u netéhotnych je hladina nulova.
Celkova hCG lze také na statim. Referencni meze pro negravidni jsou do 5 1U/I
a 5-20 1U/1 jsou hodnoty hrani¢ni. U t¢hotnych Zen hodnoty stoupaji dle délky gravidity
az do 12. tydne s rozmezim 10 000 — 100 000 1U/1 a nasledné klesd aZz k hodnotdm
3000 — 50 000 1U/1 v tfetim trimestru. Alfa-1-fetoprotein se li§i pro stanoveni jako
nadorového markeru, markeru pro graviditu a pro jeho stanoveni pro v plodové vodé.
Statimové¢ toto stanoveni lze provést [34]. Fyziologické rozmezi pro AFP je do 7 nh/mL
[35]. Nekonjugovany estriol nelze vysetfit na statim a vysledky se neuvoliiuji samostatné,
ale pouze jako riziko v pocitaCovych programech. PAPP-A stanoveni se provadi i na
statim [34]. Referen¢ni rozmezi pro negravidni je do 7,15 mlU/I [36]. Vysledky PIGF se

uvadéji v poméru s sFlt-1. Tento pomér by nemél presahnout 38 [37].

2.7 Syndromy, jeZ lze zachytit biochemickym screeningem

2.7.1 Downiiv syndrom

Jedna se o nejcastéji diagnostikovanou chromozomalni vadu. Jedna se o trisomii
21. chromosomu. Vyskyt se pohybuje okolo 1 ditéte na 750-1000 narozenych déti.
Ve vétsing pripadl jde o volnou trisomii 21. chromozomu jako disledek nondisjunkce,
ve zbylych ptipadech se pak jedna o translokaci nebo o mozaiku. Mezi charakteristické
rysy Downova syndromu patii epikantus, plochy oblicej, mongoloidni o¢i, kofen nosu je
ulozen hluboko, boltce usi dysplastické, kratké ruce i prsty, makroglosie (zvétSeny jazyk),
kratka Sije s volnou kiizi, svalova hypotonie, ¢asté poruchy sluchu, §titné Zlazy a dalsi

[38], [5]-
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Tyto osoby jsou zdvazné mentdlné zaostalé a potfebuji neustalou asistenci v Zivotg,
coz znamena znacné omezeni pro okolni rodinu. K Downové syndromu se casto
pridruzuji jiné vady, zvlasté srde¢ni, coz byvaji pfi¢iny smrti u postizenych osob, ve valné
vetsing do 40 let. Tato vrozend vada se neda 1é€it, je mozné pouze podstoupit chirurgickou
operaci napt. srde¢nich vad. Proto je v dne$sni dobé mozné, po diagnostice trisomie
21. chromozomu, podstoupit interrupci [38]. Diagnostikovany prenatalné jsou zhruba 2/3

ptipadu [5].

2.7.2 Edwardsiv syndrom

Jedna se o trisomii 18. chromozomu. Vyskyt se udava na 1 dit€ z 8000 narozenych
a Castgji se rodi postizené divky. Ve valné vétSin€ ptipadl jde o volnou trisomii, kdy
ptebyvajici chromozom je z 93 % mateisky. Mezi zakladni znaky Edwardsova syndromu
patii maly vzrast, vyklenuté celo, mongoloidni o¢i, Casté rozstépy v obliceji, uizka lebka,
zmenSend dolni celist 1 ustni otvor, hypoplasie nehtil, Castecnd syndaktylie, kratké
sternum, kratké a dorzalné flektované palce u nohou, tzv. kolébkové nohy, vystupujici
patni kost, flek¢ni kontraktury kloubt prsti. Jedinci maji vyrazné¢ posSkozeny
psychomotoricky vyvoj, trpi kie€emi, svalovou hypertonii. IQ nedosahuje 30. Postizené

déti umiraji do jednoho roku, 5 let se doziva pouze 15 % dévcat [5].

2.7.3 Patauiiv syndrom

Patauliv syndrom je trisomie 13. chromosomu s vyskytem u 1 narozeného z 10000.
Pro postizené jedince je typickd hexadaktylie, nizky vzrist, velmi vysoké postizeni
psychomotorického vyvoje, mikrocefalie, byvaji pfidruzeny jiné anomalie — srde¢ni vady,
vady ledvin, mozku apod., oblicej s ustupujicim celem, mongoloidni oci, rozstépy
vobliceji 1 mald dolni Ccelist, vystupujici patni kost, kapildrni hemangiomy,
kryptorchismus. Tato trisomie v9 z10 pfipadli vznikd jako nasledek meiotické
nondisjunkce, ve zbylych ptfipadech jde o Robertsonovu translokaci. VétSinou je

pfebytecny chromosom mateisky a volny. PostiZzené déti v 85 % umiraji do 1 roku [5].

2.7.4 Preeklampsie

Preeklampsie znamena riziko tchotenskych komplikaci. Preeklampsii lze délit

na ¢asnou a pozdni, kdy u ¢asné dochézi k ptfedCasnému porodu, a to do 34. tt a pfitomno
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je v0,5 % ptipadech tc¢hotenstvi. Pozdni preeklampsie zvySuje riziko mortality
a morbidity plodu pied narozenim. V piipad¢€, Ze jsou gravidni zeny s timto rizikem
vyhledany, Ize zabranit zavaznym komplikacim pomoci antihypertenziv nebo napf.
vyvolat porod predcasné. Pro odhaleni preeklampsie se sleduji parametry jako rasovy
puvod, hmotnost matky, ptipadné piechozi preeklampsie. Jako dalsi mozné parametry lze
pouzit tlak krve, primérny index uterinni arteridlni pulsatility, PAPP-A v séru. Graviditu
s preeklampsii je mozné stanovit z sFlt-1 a PIGF. PIGF hladina je niz§i oproti normalni
gravidité a sFlt-1 hladina je zvySena, z vytvofeného poméru sFlt-1 ku PIGF muze byt

odhaleno t¢hotenstvi s preeklampsii [9].

2.8 Geneticke poradenstvi v prenatalni diagnostice

Genetické poradenstvi v prenatalni diagnostice je velmi dalezitou soucasti klinické
genetiky, zabyvajici se rizné smérovanym poradenstvim, jako je pomoc paru, ktery ma
problémy s ot¢hotnénim (véetné opakovanych potratll), pozitivni screening/ultrazvukovy
nalez, prenatalni/postnatalni diagnostika zavazné vrozené vyvojové vady, vékové a jiné
predispozice, stanoveni genetického rizika v pfipadé nosiCstvi patologického genu,
postizen¢ho €lena rodiny VVV, popt. po predchozim pieruseni t€hotenstvi kvili VVV
plodu nebo vystaveni teratogennim latkam. MiiZe ho vyuzit kazdy, kdo trpi onemocnénim
nebo vyvojovou vadou, ktera je geneticky podminéna, predispozici k ni a nebo patii
do rodiny, ve které je takto postizeny jedinec, a jeho rodina tim nese genetické riziko.
Jeho hlavnim vyznamem je patfi¢né informovat jedince/par, ktery o poradenstvi zada,
a uvést vSechna moZna feSeni tykajici se jejich problému, se vSemi vyhodami
1 nevyhodami [11], [8]. Dulezité je, Ze toto poradenstvi se nesoustfedi pouze na
nemocného jedince, ale 1 na ostatni ¢leny rodiny, ktefi by mohli byt ohrozeni, vétSinou
narozenim potomka s VVV. Krom¢ diagnostiky, prognézy a prevence by genetické
poradenstvi mé¢lo poradit klientim, jaké je riziko opakovani choroby/VVV a zdali je
dédi¢né [5]. Podstatny je zde tzv. nedirektivni ptistup, jehoZ principem je nechat par zvolit
si jakékoliv z nabizenych mozZnych feSeni, pfi jejichz ptredkladani 1ékat uvadi pouze
pravdiva, srozumitelnd a objektivni fakta. Mimo znalosti odborné lékaiské genetiky,
vrozenych vyvojovych vad a klinicko-genetickych problémi musi 1ékat, jenz takové
poradenstvi provozuje, byt empaticky a schopny dorozumivat se s obéma partnery tak,

aby byli zcela informovani. Klicovym krokem ke zjisténi miry genetického rizika je

36



pfesné rozpoznani vrozené vyvojové vady nebo choroby. Diulezitd je také geneticka
prevence jest¢ pred pocetim, popt. v brzké dobé po poceti, napt. v podobé podadvanim
riznych vitamind. Velkou vahu ma i poradenstvi po porodu ditéte s VVV, kdy je cilem
pomoci rodin€ vyrovnat se s velkym psychickym stresem a také ji poradit, jak se zachovat

pfi planovani dal$iho ditéte [11].

Hlavnim postupem je zjisténi genetické situace a diagndzy, nasledné vyhodnoceni
genetické a klinické progndzy pro kazdého ¢lena z rodiny a nabidka moznosti genetické
prevence. Zakladem vyhodnoceni genetické situace je vytvoieni osobni a rodinné
anamnézy. Anamnéza je vytvofena pomoci rodokmentl. Osoba, kvili které je rodokmen
tvofen, se nazyva proband. Za pouziti grafického zndzornéni klinicky genetik zapisuje
vztahy v roding, pficemz rodokmen by mél byt co nejsirsi i co nejhlubsi. Z rodokmenu
naslednou logickou tivahou fesi, jak se dana zkoumana geneticka choroba/vyvojova vada
prenasi. Dale pouzivame cytogenetické nebo molekularné genetické vysetfeni, kde se

hodnoti karyotyp [8].

Kromé wuziti v prenatalni diagnostice je mozné€ pouzit genetické poradenstvi
v presymptomatické diagnostice. To je diagnostika chorob, u kterych jesté¢ nedoSlo

k manifestaci pfiznakd, tudiz ma pacient Sanci na delsi, ¢i alespon kvalitngjsi Zivot [8].

2.9 Interrupce

Pokud interrupci nebrdni Zadna zdravotni rizika matky, 1ze ukoncit téhotenstvi
z jakéhokoliv divodu do 12. tt. V piipad€ potvrzeni VVV, popiipadé je riziko VVV
vysoké, zena miize pozadat o ukonceni t€hotenstvi z divodu genetické indikace. Z tohoto
divodu je moZné téhotenstvi ukoncit az do 24. tydne té€hotenstvi. V pfipadé, Ze je
postiZeni velmi vazné a dité€ by nepfeZilo narozeni, je mozné t¢hotenstvi ukoncit kdykoliv
[8]. Tato ustanoveni se tykaji Ceské republiky. Dle statistik se u nas uméle pierusilo

téhotenstvi v 82 % ptipadech gravidity s trisomii 21. chromozomu [9].
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2.10 Neinvazivni prenatalni testovani

V roce 2011 bylo zavedeno tzv. neinvazivni prenatalni testovani, které je zalozeno
na sekvenovani volné cfDNA z matCiny krve pro zjiSténi chromozomalnich aberaci
plodu. Vysetfeni je mozné provadét od 10. tydne gravidity [10]. Fetalni DNA je v krvi
matky ptfitomna vSak jiz ve 4. tydnu gravidity [9]. Rozdil mezi ostatnimi metodami
ametodou s pouzitim sekvenace je ten, ze u béznych screeningli hleddme parametry, které
souvisi s postizenim plodu. Sekvenovani poskytuje zhodnoceni celkové genetické
vybavy plodu. Prestoze NIPT zatim neni brano jako diagnosticka metoda, nabizi Zendm
do budoucna velké moznosti v prenatalnim screeningu se snadnym provedenim, pfesnym
vysledkem a bez obav zinvazivity testu. Stanoveni probihd zcfDNA, coZz je
mimobunécnd DNA z placenty, ktera je pfitomna v plazm¢ matky, kde je v zastoupeni
od 4 % do 25 % a je zde ve formé& malych fragmentt o délce 150 az 200 bp vyjadiujicich
celou genetickou informaci [10]. VySetfeni lze provadét jako zékladni screening
u nizkorizikové populace, ¢i pro ovéteni pozitivniho screeningu jako tzv. kontingenéni

rezim [9].

Jelikoz tyto fragmenty jsou velmi malé, je nutné jich ziskat velké mnozstvi. Cilem
NIPT je poznat nartst v zastoupeni fragmentl urcit¢ho chromozomu v piipadé jeho
aneuploidie. Kli¢ ke stanoveni tohoto nariistu je v metodach kvantifikujicich mnoZzstvi
fragmentt, které jsou zurceného chromozomu [39]. Pficemz je znamo relativni

zastoupeni fragmentil v jednotlivych chromozomech [9].

2.11 Pozadavky na laborator, ktera provadi screening VVV
v prvnim ¢i druhém trimestru téhotenstvi

1. Laboratoft, kterd ma byt zafazena mezi laboratote, které provadéji screening VV'V,
musi splilovat podminku provedeni minimalné 1000 screeningovych vySetieni za rok pro

kazdou stanovovanou latku [10].

2. Takova laboratof musi mit zaméstnance, jenZ ponese zodpovédnost za realizaci
téchto vySetfeni a za systém vnitini 1 externi kontroly kvality. Pracovnik musi byt
vysokoskolsky vzdélany se specializovanou zptisobilosti v klinickém laboratornim oboru
[10].
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3. Laboratof musi mit vlastni platné ptislusné certifikdty nebo osvédceni. Dale je
tteba, aby se zlcastiovala, a to minimaln¢ dvakrat za rok, kontrolnich cykla pro kazdy
z uzivanych systému screeningu v ramci externi kontroly kvality a pouzivala ucinny

systém vnitini kontroly kvality [10].

4. 'V laboratofi musi byt uveden postup pro preanalytickou fazi vzorku v souladu

s pozadavky (odbér, transport, skladovani vzorku) [10].

5., Laborator musi spolupracovat s genetickym pracovistém i s oSetiujicim
gynekologem.  Vysledky stanoveni kazdého analytu musi laborator vydat
do nejpozdéji tri dnii od prijeti vzorku. Vysledek se vydava jako riziko vypocitané
validovanym softwarem (obvykle screening ve druhém trimestru) nebo v absolutnich
hodnotach nameérenych biochemickych markeri, kdy je riziko dale vypocitano
gynekologickym nebo genetickym pracovistéem (obvykle screening v prvnim trimestru
tehotenstvi). Za dalsi postup je zodpovédné gynekologické pracovisté, které pozadovalo

vysledek. [10]

6. Pro aktudlnost hodnoceni vysledkll screeningu se kazdorocné konad odborna

seSlost odpoveédnych pracovnikll vSech laboratofi [10].
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3 CIL PRACE

V experimentalni ¢asti prace budou zpracovana data vztahujici se ke tfem
nejcastéj$im syndromlim, které lze diagnostikovat pomoci zminénych téhotenskych
markerd. Jsou to syndromy Downtiv, Edwardsiiv a Patautiv. K t¢émto syndromiim budou
zpracovana data mezi léty 2006 a 2015. Bude analyzovan vyskyt téchto vad v populaci,
pocet diagnostikovanych vad pomoci prenatalniho screeningu i celkovy pocet narozenych

deéti.
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4 METODIKA

4.1 Screening v prvnim trimestru téhotenstvi

Téhotnd Zena ma moznost si vybrat zmoznosti screeningu téhotenstvi.
V provotrimestralnim screeningu se jedna o stanoveni markertt PAPP-A, free beta-hCG.
Dale ultrazvukové stanoveni §ijového projasnéni. Ke zhodnoceni déale pouzivame tyto

udaje spolu s vékem a hmotnosti matky a tydnem gravidity [40].

Laboratorni doporuceni pro prvotrimestralni screening je jeho provedeni v 10+0 a 13+6
tydnu te€hotenstvi. Odbér je proveden do zkumavek bez ptidanych latek, tedy srazliva
krev (sérum) a do 8 hodin by zkumavka méla byt dodana laboratofi za skladovéani

v chladu [34].

Kombinovany test

Pti uziti tohoto testu jsou brany v potaz markery PAPP-A, volna beta-hCG, nuchalni
translucence a vék t€¢hotné. Pfi tomto vySetfeni se zaroven urcuje gestacni stafi a ovétuje
se Cetnost t€hotenstvi. Detekce je uvadéna az 90 % s faleSnou pozitivitou do 5 %

pro Downtliv syndrom [41].

Kontigen¢ni test

Tento test, stejn€ jako kombinovany, bere v ivahu biochemické parametry (PAPP-A,
free beta-hCG), vék i hodnotu nuchélni translucence. Zeny jsou rozdéleny do tii skupin
dle rizika. S rizikem 1:50 jsou Zeny odeslany na invazivni prenatalni vySetfeni. U Zen
s rizikem od 1:51 do 1:1000 jsou dale brany v ivahu dal$i ultrazvukové markery
pro Downiv syndrom, které se nepovazuji za tolik dilezité. Jedna se naptiklad o nosni
kuastku, pratok ductus venosus, trikuspidalni regurgitace a jiné. Gravidity s rizikem
mens$im nez 1:1000 jsou brany jako negativni screening. Schématické zobrazeni pro toto
vySetfeni je mozné vidét na obr. 5. Dal$i moZnosti zhodnoceni je vySetfeni vSech
ultrazvukovych markert u kazdé t€hotné. Tento test ma zachyt okolo 95 % pro Downtv

syndrom pii falesné pozitivit€ 2—3 %. [41]
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kombinovany test
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Obrézek 5 — Kontingencni test [42]

4.2 Screening v druhém trimestru téhotenstvi

Odbér je proveden mezi 14.-16. tydnem t¢hotenstvi. Mezi stanovované biochemické

markery patii AFP, uE3, hCG a inhibin A.

Laboratorni doporuceni pro tento screening je odbér srazlivé krve (zkumavka
bez aditiv) — séra a jeho doruceni laboratofi do 8 h od odbéru za skladovani v chladu.
Odbér by mél byt proveden mezi 14+6 a 18+0 tydnem tchotenstvi. Tento vzorek je
skladovan po dobu 3 mésici od odhadovaného terminu porodu ve zmrazeném stavu.
V ptipadé, Ze pacientka absolvovala i prvotrimestralni screening, vysledky podavame

integrované [34].

Double test

U tohoto testu kromé véku vyuzivame biochemickych markeria AFP a hCG. Takovyto
test ma zachyt 55-60 % pii faleSné pozitivité do 5 %, pokud test zahrnuje celou molekulu
hCG. Pokud zahrnuje volnou podjednotku beta-hCG, zachyt se zvysi o 5 % [41].

Triple test

K markeriim AFP, hCG a véku se zde ptidd jest¢ nekonjugovany estriol. S celou
molekulou hCG je zachyt 60—-65 % pti 5 % falesné pozitivité, pokud free beta-hCG,
stoupa zachyt opét o 5 % [41].
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Quadruple test

vvvvv

pii fale$né pozitivité 5 % udava az 81 % [14].

Integrovany test

Tento test integruje vysledky prvotrimestralniho testu a druhotrimestralniho testu.
Zhodnoceni pak probihd najednou. Tento test je bran jako nejucinnéjsi, neni vsak ptilis
vyuzivan. VétSina part chce byt informovana hned po provedeni screeningu v prvnim
trimestru. To muze byt naptiklad kvuli vySSimu stupni té€hotenstvi pii pfipadné
diagnostice Downova syndromu a nasledné interrupci. Jeho velkou vyhodou je ovSem
velmi malé procento fale$né pozitivity, diky hodnoceni NT 1 péti biochemickych markerii

[41].

Sekvencni test

Tento test sleduje stejné parametry jako integrovany test. Rozdil mezi nimi je ovSem
ten, Ze po ziskdni pozitivniho vysledku z prvotrimestrdlniho screeningu je matce
nabidnuto invazivni prenatdlni vySetfeni a u negativnich vysledkll je Zena nasledné
odeslana na druhotrimestralni screening. Vysledky mohou byt zhodnoceny integrované
s vysledky v prvnim trimestru ¢i nikoliv. Cut-off hodnota pro pozitivu v prvnim trimestru

je 1:10 — 1:100 [41]. Tento screening ma nejlepsi zachyt [10].

Sérum integrovany test

Sérum integrovany test ve svém testovani zahrnuje pouze biochemickou cast, nikoliv
ultrazvuk. Testovany jsou markery PAPP-A v prvnim trimestru a hCG, AFP a inhibin A
v druhém trimestru a v€k. Zachyt je zde az 86 % pfi faleSné pozitivit€¢ 5 % u Downova

syndromu [41].

Kontingen¢ni test jako kombinace testii v prvnim a druhém trimestru

téhotenstvi

U tohoto typu vySetfeni existuje vice variant. Spolecné maji rozdéleni
po prvotrimestralnim screeningu do tii skupin dle rizika, stejné jako u kontingen¢niho
testu v prvnim trimestru, Zendm s vysokym rizikem se pak provadi invazivni vySetfeni,

u Zen se stfednim rizikem je proveden jesté¢ screening v druhém trimestru a pro Zeny
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s nizkym rizikem vySetfeni prvotrimestralnim screeningem kon¢i a dale se nevySetiuji.
Jednotlivé varianty mezi sebou se li§i v markerech, které se k vySetfeni pouzivaji
a v jakém obdobi se stanovi, dale se lisi v cut-off hodnoté v prvnim trimestru t€hotenstvi.
Hodnota cut-off reguluje mnozstvi invazivnich vySetfeni a tim i faleSnou pozitivitu, ktera

muze byt od 1:9 do 1:30 [41].

Zhodnoceni individualniho rizika
Po pfichodu Zeny na gynekologii dojde k potvrzeni t¢hotenstvi. Dale nasleduje
vySetfeni pomoci jednoho z vyse uvedenych testii. Vysledek je udan jako hodnota rizika

VVV [11].

Biochemicky screening probiha neinvazivng, kdy se odebird matfino sérum,
popi. moc¢. Jsou udany zasady, které jsou obecné platné, jimiz se diagnostika tidi, aby se
dosahlo co nejlepsi spolehlivosti [11]. Pro provedeni screeningu je nutny informovany
souhlas matky, kde je sezndmena s rizikem fale$né pozitivity i negativity. Na screeningu
pracuji jak gynekologové s jejich persondlem, biochemickd laboratot, tak i geneticka

pracoviste. Jedna se tedy o mezioborovou spolupraci [9].

Pro spravné vyhodnoceni individudlniho rizika je dillezité znat mnoho informaci
tykajici se rodinné anamnézy tc¢hotné Zeny, jejiho veku i pocet plodl, pficemz velmi
dilezitd je informace o gestaénim stafi plodu, kterou lze zjistit ultrazvukem na zaklad¢
hodnoty CRL. Pro ziskdni co nejpfesnéjsi hodnoty rizika ma velkou véhu piesnost
takového méfeni 1 kvalita uzivanych diagnostickych prostfedkil. Spravnost UZ méteni
zajiStuji mezinarodné uznavané standardy i postupy meéteni a pro biochemické testy jsou

vytvofena doporuceni odbornych spolecnosti [14].

Byly vytvoieny rtizné validované pocitatové programy (napt. program ALPHA), které
21.,18. a 13. chromozomu — Downilv, Edwardstv a Patauitv syndrom a defekty neuralni
trubice ve druhém trimestru. Pro Downilv syndrom v prvotrimestralnim screeningu se
v programu pro zpracovani pouziji hodnoty PAPP-A, volné beta-hCG, udaje o zen¢ (vek,
hmotnost matky, zplisob koncepce, etnicky plvod, koufeni, ptfedchozi gravidita
s trisomii) a hodnota §ijového projasnéni. Pii zadani téchto tidaji program vyhodnoti
individualni riziko. Po této upravé se hodnoty udavaji v MoM — ndasobcich stfedni
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hodnoty a znaci vysi odchylky od normy. Vysledky se mohou udévat také v podobé
percentilti, kdy dojde ke srovnani individudlnich hodnot s referenénimi hodnotami
populace. Tyto programy pracuji pomoci regresnich kiivek, které zavisi na gestaCnim staii
a dilezity je jejich tvar. Pro rozliSeni hranice mezi negativnim a pozitivnim screeningem
jeudéavana hodnota cut-off, ktera se nejvice podoba idedlu, tzn. nejvyssi mozna senzitivita
pfi dané hodnoté fale$Sné pozitivity. V piipad¢, Ze je screening pozitivni, tedy hodnota
rizika prevysSuje hodnotu cut-off, znamena to, Ze riziko plynouci z invazivnich vySetfeni
je niz§i nez riziko aneuploidie plodu. Tato hodnota byva mezi 1:250 a 1:350. Zené je tedy
doporuceno invazivni vySetfeni a konzultace na klinické genetice [11], [12], [14], [17], [42].
Vyhodnoceni screeningu v prvnim trimestru je uvedeno na obr. 6 a vyhodnoceni pro

druhy trimestr je zobrazeno na obr. 7.

Pocet ploda: 1
UZ proved|(a) MUDTr. Jifi Hyjanek, Ph.D. dne 5.6.2015 na pistroji Voluson E8 Expert.
Referenéni gestaéni stafi pfi vysetieni: (13+4) dleCRL, (12+3) dle PM

Ultrazvuk )  ((ww + d) Biochemické vysetreni
CRL: 75,30 mm {13 <& 4. ) PAPP-A: 6,39 mIU/ml = 2,12 MoM
BPD: 24,40 mm (13 + 1) FRhCG: 190,00 ng/ml = 3,99 MoM
NT: 2,30 rmm = 1,29 MoM Odebrano: 25.5.2015 ( 12 + 0

Hmotnost: 62 Kg.
Nosni kost: pritomna
FHR / z-skére: 157 bpm / -0,06
Pulsace Ductus venosus: normalni
Tricuspiddrni regurgitace: nepifitomna

Zavér SCREENING NEGATIVNI

Kombinované riziko T21 z vysledkd v |. trimestru: 1 /2 250 (v terminu).
Kombinované riziko T 13+18 z vysledkl v I. trimestru: 1 /50 000 (v terminu).

Poznamky

Ptitomnost nosni kosti snizuje stavajici riziko aneuploidie pfiblizné 3x.
Optimalni termin k odbé&ru krve v II. trimestru je mezi 18.6.2015 a 2.7.2015.
20. tyden zac¢ina dnem 20.7.2015.

Riziko T21 a priori dle véku 1/1 100 .

Vizualizace dobra.

Obrazek 6 — Vysledna zprava o screeningu v prvnim trimestru [43]
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MUDx Sadilek Jan
CGynHelp s.r.a.
Tenisovd 981
102 00 Praha 10
SCREENINGOVE CENTRUM GENNET
SYNLAB/ GENNET
Kestelni %, 170 00 Praha 7
Tel: 222 3135 000, www.geanet.cr, Infoddgennetcz

SKRINING VAD NEURALNI TRUBICE A DOWNOVY CHOROBY  Datum zprivy 07 10 13

Pirimeni

)

BALKOVA

-

U Pro2em M

M - 906,13
Temmin 160514
Dt odbdru - 28.08.13
Datum 1L, odbéru c 031015
Cislo vwietiend . BD11408024

Pojisovnn : 207
MNosnd kost v piiomes
VEX malky v temminu pocoda )
UZ wySetteni(CRL) : T3 mmdoe 110913
Gest, sl pil 1.0dbém ¢ 11 wden 3 den (podie PM)

L1 t9den 3 den (dle CRL)
Giest. stdlf péi 2.odbéra o 16 wden 4 den (podie PM)

16 t9den 4 den (die CRL)
Olhasd gestao: : Odbad die UZ {CRL)
Viha r Tk
Hodnoea MS-AFP : 342 upl v 103 MaoM
Hodnota o2 A T v L0 MoM
Hodnoea Tosal hOG ¢ 27,7 kil v 1,27 MaM
Hodnota PAPP-A : 226wl i 2,10 MaM
NT momér : 19mm v L9 MaM
Visledek L Skrining negstived
Rrako M. Down : 1z 39000 (v termipa)
Rizko NTD v Lz LEo00
Poanamky ¢ Rizike M.Down ofekdvané powse vzhledem k wEku matky je (1 =

870y

Zkontrolovsl SCREENINGOVE CENTRUM GENNET
(RS This in ma Alphe report

Obrazek 7 — Zprava o screeningu ve druhém trimestru t¢hotenstvi [44]

Komplikace vypo¢tu rizika

Mezi komplikace, které ovliviiuji ¢i uplné znemoznuji vypocet rizika VVV patii
napft. viceCetné tehotenstvi, mola hydratosa zptsobuje velmi nizké ¢i velmi vysoké
hodnoty AFP, redukce plodii po umélém oplodnéni zvysuji hodnoty AFP i hCG, dale

zamlkly potrat nebo smrt plodu in utero, kdy hodnoty biochemickych markeri jsou
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nezvykle vysoké a nasledné klesaji a darované vejce, hlavné od mladSich darkyn, se

Spatné hodnoti z hlediska hmotnosti matky [45].
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5 VYSLEDKY

Uvedena data poskytl MUDr. Antonin Sipek, CSc., piisobici v centru PRONATAL

a mimo jiné je od roku 2002 ptedsedou rady Narodniho registru vrozenych vad

vedeného v Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky (UZIS) CR. Uvedena data jsou

z Ceské republiky z let 2006 az 2015.*

Tabulka 2 — Celkovy podet Zivé narozenych déti v CR

Rok Pocet

2006 105831
2007 114642
2008 119570
2009 118348
2010 117153
2011 108673
2012 106614
2013 106751
2014 109860
2015 110764

1 Data pro pocty narozenych déti do r. 2012 v¢etné incidence na 10 000 zivé
narozenych déti se také nachazeji na uvedeném odkazu [46].
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DOWNUV SYNDROM

Tabulka 3— Prenataln¢ diagnostikovano plodii s Downovym syndromem (DS)

Pocet diagnostikovanych DS
Rok prenatalné
2006 171
2007 196
2008 212
2009 207
2010 239
2011 230
2012 240
2013 252
2014 259
2015 264

Tabulka 4 — Déti narozené s Downovym syndromem

Rok Pocet narozenych déti s DS
2006 35
2007 59
2008 43
2009 49
2010 47
2011 55
2012 50
2013 46
2014 45
2015 43

49




Tabulka 5 — Pocet narozenych déti s Downovym syndromem a prenatalné
diagnostikované ptipady

Rok PoCet narozenych déti sDS +
prenataln¢ diagnostikované ptipady
2006 206
2007 255
2008 255
2009 256
2010 286
2011 285
2012 290
2013 298
2014 304
2015 307

Incidence na 10 000 Zivé narozenych déti

Tabulka 6 — Incidence na 10 000 Zivé narozenych déti

Rok Prenatélni Narozené déti Narozeni +

diagnostika DS s DS prenatalni diagnostika
DS

2006 16,16 3,31 19,46

2007 17,10 5,15 22,24

2008 17,73 3,60 21,33

2009 17,49 4,14 21,63

2010 20,40 4,01 24,41

2011 21,16 5,06 26,23

2012 22,51 4,69 27,20

2013 23,61 4,31 27,92

2014 23,58 4,10 27,67

2015 23,83 3,88 27,72
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EDWARDSUV SYNDROM

Tabulka 7 — Prenatalné diagnostikovanych plodia s Edwardsovym syndromem (ES)

Rok Pocet plodd s ES diagnostikovano
prenatalné
2006 52
2007 52
2008 41
2009 52
2010 71
2011 76
2012 57
2013 74
2014 110
2015 78

Tabulka 8 — Dé&ti narozené s Edwardsovym syndromem

Rok Pocet narozenych déti s ES
2006 9
2007 7
2008 2
2009 4
2010 10
2011 8
2012 7
2013 3
2014 3
2015 5
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Tabulka 9 — Pocet narozenych déti s Edwardsovym syndromem a prenatalné
diagnostikované ptipady

Rok PoCet narozenych déti sES +
prenataln¢ diagnostikované ptipady

2006 61

2007 59

2008 43

2009 56

2010 81

2011 84

2012 64

2013 77

2014 113

2015 83

Incidence na 10 000 zivé narozenych déti

Tabulka 10 — Incidence na 10 000 zivé narozenych déti

Rok Prenatalni Narozené Narozeni + prenatalni
diagnostika ES | déti s ES diagnostika ES

2006 4,91 0,85 5,76

2007 4,54 0,61 5,15

2008 3,43 0,17 3,60

2009 4,39 0,34 4,73

2010 6,06 0,85 6,91

2011 6,99 0,74 7,73

2012 5,35 0,66 6,00

2013 6,93 0,28 7,21

2014 10,01 0,27 10,29

2015 7,04 0,45 7,49
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PATAUUV SYNDROM (PS)

Tabulka 11 — Pocet prenatalné diagnostikovanych ptipadii s Patauovym syndromem

Rok Pocet plodi sPS diagnostikovano
prenatalné
2006 19
2007 18
2008 24
2009 15
2010 21
2011 22
2012 32
2013 27
2014 30
2015 25

Tabulka 12 — Déti narozené s Patauovym syndromem

Rok Pocet narozenych déti s PS
2006 3
2007 2
2008 3
2009 0
2010 1
2011 1
2012 1
2013 3
2014 2
2015 2

53




Tabulka 13 — Pocet narozenych déti s Patauovym syndromem a prenatalné
diagnostikované ptipady

Rok PoCet narozenych déti sPS +
prenataln¢ diagnostikované ptipady
2006 22
2007 20
2008 27
2009 15
2010 22
2011 23
2012 33
2013 30
2014 32
2015 27

Incidence na 10 000 Zivé narozenych déti

Tabulka 14 — Incidence na 10 000 zivé narozenych déti

Rok Prenatalné Narozenych Pocet narozenych déti
diagnostikované | déti s PS s PS + prenatalné
PS diagnostikované ptipady

2006 1,80 0,28 2,08

2007 1,57 0,17 1,74

2008 2,01 0,25 2,26

2009 1,27 0,00 1,27

2010 1,79 0,09 1,88

2011 2,02 0,09 2,12

2012 3,00 0,09 3,10

2013 2,53 0,28 2,81

2014 2,73 0,18 2,91

2015 2,26 0,18 2,44
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Z vySe uvedenych grafii je mozné vidét vyskyt Downova, Edwardsova a Patauova
syndromu za uvedené casové obdobi (2006-2015). Z tabulek 3, 7 a 11 mizeme vidét pocty
diagnostikovanych pifipadi v prenatdlni diagnostice. Srovnani lze vidét na grafu

uvedeném nize. (Obr. 8)

Srovnani poctu prenatalné diagnostikovanych ptipada

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Rok

EDS ®mES mPS

300

N
a1
o

20

e
g o u
O O o o

o

Pocet prenataln¢ diagnostikovanych

Obrazek 8 — Srovnani poctu prenatalné diagnostikovanych ptipad

U Downova syndromu miizeme vidét pozvolny nartst prenatalné diagnostikovanych
pripadl. Z uvedenych dat je ziejmé, ze Downliv syndrom je nejcastéji se vyskytujici
zuvedenych syndromt. Primérn€¢ se prenatdlné diagnostikuje 227 ptipadi.
U Edwardsova syndromu je mozné pozorovat lehké kolisani hodnot. Primér téchto
hodnot je 66,3, coz je 3,42x mén¢ nez u Downova syndromu. Patauiv syndrom se
napiiklad prave vyssi imrtnosti plodl v obdobi gravidity. Primérné se diagnostikuje 23,3
plodl s timto syndromem, to je 9,74x mén¢ nez Downlv syndrom a 2,91x mén¢ nez

Edwarstiv syndrom.

Z tabulek 4, 8 a 12 1ze vidét pocty narozenych déti s jednotlivymi syndromy. Graf pro

srovnani je uveden nize (obr. 9).
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Srovnani poc¢tu narozenych déti

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Rok

mDS ®=mES mPS

(o2}
o

50

N
o

=N
o O

Pocet narozenych déti
w
o

o

Obrazek 9 — Srovnani poctu narozenych déti narozenych s jednotlivymi syndromy

Z grafu je opét patrné, ze nejcetnéjsi vyskyt ma Downliv syndrom i mezi narozenymi
détmi. Hodnoty jsou kolisavé, nicméné¢ od roku 2011 hodnoty narozenych déti
s Downovym syndromem klesaji. Primérné za rok se narodi 47,2 déti. U Edwardsova
syndromu je z grafu patrné kolisani hodnot, tyto hodnoty vSak neptfesahuji 10 narozenych
déti s Edwardsovym syndromem za rok. Primémé se narodi 5,8 ditéte za rok
s Ewardsovym syndromem. To je 3,34x méné nez s Downovym syndromem. Cetnost
narozenych déti s Patauovym syndromem se od roku 2006 drzi pod hranici 5 narozenych
déti za rok. V roce 2009 se dokonce nenarodilo zddné dité postiZzené timto syndromem.
Za rok se primérné narodi 1,8 ditéte, coZz je 26,22x méné neZ narozenych déti
s Downovym syndromem a 8,14x méné nez pocet narozenych déti s Edwardsovym

syndromem.
Jako dalsi tabulky (tab. 5, 9, 13) jsou uvedeny piipady prenatalné diagnostikovanych

syndromil v souctu s po¢tem narozenych postizenych déti. Porovnani je na grafu pod

textem. (Obr. 10)
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Srovnani souctu po¢tu narozenych déti a prenatalné
diagnostikovanych ptipadi

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Rok
mDS ES mPS

320

= N
(] (2] S
o o o

o

Pocet narozenych déti + prenatalné
diagnostikované piipady

Obrazek 10 — Srovnani souctu prenatalné diagnostikovanych ptipadii a narozenych
déti

Z tohoto grafu je mozné u Downova syndromu pozorovat lehky nariist v celkovém
poctu piipadii. Primérmé za rok se celkové prenatalné€ diagnostikuje, v€etné narozenych
déti s Downovym syndromem, 274,2 plodii. Diky grafu je dobfe viditelny fakt, o kolik je
niz§i zastoupeni Edwardsova i Patauova syndromu. Celkové se prenatalné diagnostikuje
a narodi déti s ES v priméru 72,1 za rok, coz je 3,8x mensi poCet neZ u Downova
syndromu. Primérnd hodnota u Patauova syndromu je jesté nizsi, ta dosahuje 25,1.
Vyskyt tohoto syndromu je 10,92x nizsi nez vyskyt Downova syndromu a 2,87x nizsi nez
vyskyt Edwardsova syndromu. Hodnoty u Edwardsova i Patauova syndromu jsou

kolisavé, u Edwardsova syndromu je vSak patrné, Ze tyto hodnoty stoupaji.

Vobr. 11 miZzeme vidét grafické porovnani pocti prenatdln€é diagnostikovanych

ptipadii na 10 000 Zivé narozenych déti.
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Prenatalné diagnostikovane piipady, incidence na 10 000
30,00 ziveé narozenych déti
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Prenatalné diagnosstikovanych piipad

Obrazek 11 — Grafické zndzornéni porovnani jednotlivych syndromt tykajici se
prenataln¢ diagnostikovanych ptipadi na 10 000 zivé narozenych déti

Z grafu vySe je opét patrny rozdil ve vyskytu Downova syndromu oproti Edwardsovu
a Patauovu syndromu i v prenatalni diagnostice. Na 10 000 Zivé narozenych déti ptipada
v pruméru 20,36 diagnostikovanych ptipadti s Downovym syndromem. U Edwardsova
syndromu je tento prumér vyrazné nizsi, a to 5,97 prenataln¢ diagnostikovanych ptipada
na 10 000 ziveé narozenych déti. Patauiiv syndrom ma tento prameér jesté nizsi, zde je to

2,10 ptipady diagnostikovany prenatalné na 10 000 Ziv€ narozenych déti.

Dalsim grafem je zobrazeni po¢tu narozenych déti s danym syndromem na 10 000 zive

narozenych déti. (Obr. 12)
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Pocty narozenych déti s danym syndromem, incidence na
10 000 zivé narozenych déti
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Obrazek 12 — Grafické zobrazeni porovnani poctu narozenych déti na 10 000 zive
narozenych déti

Na obr. 12 jsou k vidéni velké rozdily tykajici se incidence na 10 000 Ziv€ narozenych
déti. Hlavn€ je moZné pozorovat nemaly rozestup mezi Downovym syndromem a dvéma
ostatnimi syndromy. Na 10 000 Zzivé narozenych déti pfipadd primérné 4,22 déti
s Downovym syndromem ro¢né. U Edwardsova syndromu je to prumérné¢ 0,52 ditéte
na 10 000 zivé narozenych déti za rok a u Patauova syndromu na 10 000 Zivé narozenych

déti za rok ptipadne v priméru 0,16 ditéte.

Na obr. 13 jsou zobrazeny soucty prenatalné diagnostikovanych ptipadi a narozenych

déti s danymi syndromy, incidence na 10 000 narozenych déti.
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Prenataln€ diagnostikovane piipady v souctu s narozenymi
détmi s danym syndromem, incidence na 10 000 zivé
30,00 narozenych déti
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Obrazek 13 — Grafické znazornéni porovnani souctu prenatalné diagnostikovanych
syndromi a narozenych déti s timto syndromem, pocet ptipadi na 10 000 zive
narozenych déti

Na obr. 13 je grafické znazornéni porovnani jednotlivych syndromi. Porovnavana byla
data tykajici se prenataln¢ diagnostikovanych ptfipadii s danym syndromem v souctu
s narozenymi détmi s timto syndromem. U Downova syndromu tento soucet piipadne
primérné na 24,58 piipadl z 10 000 Zivé narozenych déti. Tento primér u syndromu
Edwardsova je 6,49 piipadi na 10 000 zivé narozenych déti a u Patauova syndromu je
pramér 2,26 piipady na 10 000 zivé narozenych déti. Priméry pro Patautiv a Edwardstv

jsou opét vyrazné nizsi nez pro Downliv syndrom.

60



6 DISKUZE

Prvnimi metodami v prenatdlni diagnostice bylo pouziti stetoskopu a palpace.
Na pocatku 20. stoleti se objevilo pouziti RTG. V 50. a 60. letech nasledné bylo mezi
metody v prenatalni diagnostice zafazeno pouziti ultrazvuku v druhém trimestru
tdhotenstvi. V roce 1966 se podaiilo poprvé kultivovat plodovou vodu ve svété a do Ceské
republiky se tento pokrok dostal o 4 roky pozdé¢ji. To vedlo k prvni Gspésné diagnostice
Downova syndromu prenatalné. Deset let na to se podafila prvni CVS [47]. Nasledné
doslo k velkym objeviim v oblasti biochemie — zacind se uzivat biochemicky screening
pomoci markeri AFP, nekonjugovaného estriolu, lidského choriového gonadotropinu.
Zend pii vysokém riziku vyskytu plodu s Downovym syndromem byla nabidnuta

aminocentéza [48].

Kombinovany screening v prvnim trimestru ma nékolik vyhod i nevyhod.
Mezi vyhody patii naptiklad moZznost brzkého feSeni v piipad€ potvrzeni vrozené vady.
Pro Zeny je tento screening psychicky pfijatelngjsi, zvlasté pak jeho pifipadné feSeni
pii potvrzeni diagnozy [40]. U rizikovych pacientek je mozné dfivé€jsi informovani
ateSeni situace. Dal$i vyhodou je také presnéjsi urCeni gestacniho stafi v prvnim trimestru

a moznost diagnostikovat vicecetna t€hotenstvi [49].

Nevyhodou miiZe byt fakt, Ze plody napt. s Downovym syndromem jsou v nékterych
pfipadech jsou samovolné potraceny mezi 10.—13. tt [2]. Tento screening odhali n¢které
z téchto ptipadi, coz vede ke zvySeni stresu pro matku. Dalsi nevyhodou je, Ze v tomto
screeningu neni zahrnuto AFP, tudiz screening pro defekty neurélni trubice Zena absolvuje
az pti ultrazvukovém vySetieni v druhém trimestru (20. tyden), a navic je tedy potieba,
aby toto vySetieni bylo provedeno ve velmi vysoké kvalité. Jako dalsi nevyhoda je riziko
fale$né pozitivniho vysledku pii nasledném odbéru choriovych klkd, a to kviili mozaikdm
pfitomnym ve vzorku tkan€ placenty. Nevyhoda je i v ekonomickém sméru, tento

screening neni hrazen pojistovnou [50].
Vyhodou biochemického screeningu v druhém trimestru je, diky sledovani markeru
AFP, odhaleni defektl neuralni trubice v 16. tydnu, tedy dfive nez ve screeningu v prvnim

trimestru. Jako dal$i vyhodu je tfeba zminit jeho vyuziti v pfipadech téhotenstvi, které
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byly zjistény pozd¢€. Tento screening je pojistovnou hrazen, coz pro nékteré pacientky

muze byt vyhoda [50].

Nevyhodou biochemického v druhém trimestru je velky psychicky natlak u zen
s pozitivnim vysledkem screeningu. Nasledné feseni pii potvrzeni vrozené vyvojové vady
byva pro zenu také velkym stresem, jelikoz je jiz v pokrocilejSim stadiu teéhotenstvi
oproti prvnimu trimestru. Tento screening také nedisponuje tak dobrym zachytem

jako prvotrimestralni screening i je pfitomna vysoka faleSna pozitivita [50].

U integrovaného testu je vyhodou velmi dobry zachyt, dale i nizka falesna pozitivita.
Dale také tento screening obsahuje vySetfeni AFP, dochézi tedy k casnéjSimu zjisténi
defekt neuralni trubice. Nevyhodou mize byt ale vysoka hladina stresu pro matku,
jelikoz prvni vySetfeni absolvuje jiz v prvnim trimestru, nasledné¢ musi dlouhou dobu

¢ekat na testy v druhém trimestru. Na tento test je tfeba doplacet [47], [50].

U sekvencniho testu je vyhodou vysoka spolehlivost. V pfipadé vysokého rizika dojde
k diagnostikovani vrozené vady jiz v prvnim trimestru t€hotenstvi. Dale tento test ma opé&t
zaintegrovan marker AFP, tudiz dochazi k diivéjSimu diagnostikovani defektti neuralni

trubice. Nevyhodou muiZe byt jeho vyssi cena [50].

Kontingenéni testovani jako kombinace screeningu v prvnim a druhém
trimestru — toto testovani ma nesporné vyhody v tom, Ze diky rozdéleni dle rizika do tii
skupin provadime u nejvice rizikovych pacientek invazivni vySetfeni jiZ v prvnim
trimestru. Dal$i vyhodou je moZnost vyuZziti k vySetfeni vSech dostupnych markerd.
rizikem, kterych je velka cast, se testuji jenom v prvnim trimestru a pak uz ne.
V neposledni fadé je vyhodou také vysoky zachyt, a to az 95 % a nizka faleSna pozitivita,
pohybujici se do 3 %. Mezi nevyhody mizeme zaradit fakt, ze u Zen se stfednim rizikem
se piipadné invazivni testy odsouvaji az do druhého trimestru. Dal§im problémem je, Ze
ncékteré matky se po vyhodnoceni testu jako stfedné rizikové jiz nedostavi na

druhotrimestralni screening. Odhaduje se, ze téchto Zen je az 5 % [41].

V ¢lanku Jaroslava Louckého a Michala Zemanka je porovnana pozitivni prediktivni
hodnota kombinovaného screeningu, integrovaného screeningu a NIPT. Z vysledki
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v tabulce 15 je patrné, Ze neinvazivni prenatdlni testovani je nejvhodnéjSim moznym
testovanim nejen z hlediska senzitivity, ktera dosahuje az 99 %, ale i z hlediska pozitivni
prediktivni hodnoty. Neinvazivni prenatalni testovani by tedy mohlo usetfit spoustu Zen,
které maji screening pozitivni, ale ve skute¢nosti pozitivni neni, coz se zjisti az invazivni
diagnostikou, kterou musi podstoupit, pokud chtéji znat vysledek. Dalsi velkou vyhodou
je testovani nejen tfi nejcastéjsich trizomii, ale i dalSich aneuploidii jako je Turnerav,
Klinefelterv syndrom, Supermale i Superfemale. Velkou nevyhodou je ovSem velka cena
tohoto testu, ktera je v fadech tisici korun, ¢imz se stava nedostupnym pro vyznamnou
¢ast zen. Dale by mélo byt brano v tivahu procento neinformativnich vysledkt [51].
Velmi dilezity na této tabulce je fakt, ze zkoumanou populaci tvofi zeny s prevalenci
Downova syndromu 1:500. Neni tudiz jasné, zdali 1 u zbytku populace toto testovani

doséhne stejnych vysledki.

Tabulka 15 — Porovnani kombinovaného screeningu, integrovaného screeningu a
NIPT pfi ptedpokladu 100 000 t€hotnych Zen, prevalence Downova syndromu 1:500
[10], upraveno

Typ screeningu Pocet Pocet  falesné Pozitivni
identifikovanych pozitivnich prediktivni hodnota
plodi s D.S. vysledk testu

Kombinovany 180 4.991 1z 28 (3,57 %)

test (90 %

senzitivita,

5 % faleSna

pozitivita)
Integrovany test 180 1.996 1212 (8,33 %)
(90 % senzitivita,

2 % faleSna

pozitivita)
DNA test (99 % 198 200 (199,6) 122 (50 %)

senzitivita, 0,2 %

fale$na pozitivita)

V tabulce €. 16 pak se pak porovnavala faleSna pozitivita a vytiZzenost, kterd se tykala

zékladnich screeningli. Rozmezi, které je u faleSné pozitivity, zavisi na tydnu gravidity
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pfi provedeni testu [10]. Zuvedenych vysledkl tedy vyplyvd, Ze nejvhodnéjsi ze
screeningll je integrovany/sekvencéni test. Tato tabulka potvrzuje ndzor, Ze testovani
biochemickych parametri PAPP-A, volny beta-hCG, popt. PIGF a NT v prvnim trimestru
a jejich nasledné zhodnoceni, rozdéleni Zen podle rizika na skupinu s vysokym rizikem,
kterd pokracuje na invazivni prenatdlni testy, zbytek Zen pak na screening v trimestru
druhém a jeho nasledné vyhodnoceni, je nejlepsi moznou variantou v prenatdlni

diagnostice, ktera je dostupna.

Tabulka 16 — Fale$na pozitivita a vytizenost [10]

Falesna pozitivita pii Vytizenost pti 5 %
85 % vytiZzenosti falesné pozitivité
Integrovany/sekvenéni 0,8-1,2% 94 %
test
Sérum integrovany test 2,7-52% 85 %
Kombinovany test 3,8—6,8% 85 %
Triple nebo double test 93-14% 69 %

Z dat uvedenych v kapitole 5 je patrné, ze v posledni letech doSlo k menSimu nérastu
prenatalné diagnostikovanych ptipadli Downova syndromu. To lze pfipisovat napt. trendu
otc¢hotnéni az ve vy$sim veéku, kdy se rapidn€ zvysuje riziko Downova syndromu s vékem
matky. Coz potvrzuje i literatura — viz tabulka 17. dale také jednou z pfi¢in mlze byt
vznik dokonalej$ich metod, zajiSt'ujici lepsi zachyt a tim vyS$$i procento ptipada. Dale by
také bylo moZné uvazovat o neustale se snizujici vékové hranici prenatalnich screeningt,

ty se provadéji diive, nez tomu bylo pfed nékolika lety.

64



Tabulka 17 — Riziko vyskytu Downova syndromu v zavislosti na véku matky [52]

Vék matky (let) Riziko Downova syndromu

ve 12. tydnu za porodu
20 121070 121530
25 12950 121350
30 1z 630 12900
32 1z 460 1z 660
34 1z 310 12450
35 1z250 1z 360
36 12200 12280
38 12120 12170
40 1z70 1z 100
42 1z40 1z55
44 1220 1230

Dale z graft vyplyva, Ze Downlv syndrom je nej€astéji vyskytujicim se syndromem
jak v prenatdln¢ diagnostikovanych ptipadech, tak v poctech narozenych déti. Tento
relativné vysoky vyskyt je zplsoben naptiklad s nejvyssi slucitelnosti se zivotem, tim

1 mensi pocet ptipadli samovolnych potratli u Zen oproti ostatnim syndromtm.

Je mozZné vidét, Ze hodnoty u Downova syndromu tykajici se narozent, se nijak rapidné
neméni v poslednich deseti letech, tudiZ neni moZzné mluvit o vétSi mife potrati
z genetickych diivodi v poslednich letech. Nicméné lehky pokles mlzeme ptipsat
napiiklad sniZzujicimu se procentu véticich Zen, které odmitaji interrupci z ndbozenskych
divodl a nardstajicimu ateismu ¢i méné ortodoxni vife. Déle tento pokles je mozné

pripsat lepsi diagnostice 1 zachytu, a hlavné klesajicimu procentu faleSné negativity.

Pocty narozenych déti s PS jsou velmi nizké. Je nutno dodat, Ze Patautiv syndrom je
natolik tézké postizeni s ¢etnymi komplikacemi, tudiz rozhodnuti matky o pokracovani

v te€hotenstvi je ve vétSing ptipada z nabozenského presvédcend.

ZvySeny nariist v poctu prenatdlné diagnostikovanych piipaddi v souctu s poctem

narozenych déti s Downovym syndromem lze pfipsat napt. jiz zminéné zvySujici se

65



pfesnosti diagnostickych metod, snizeni faleSné negativity i pozitivity, a i zvySeni
dostupnosti jiz uvedenych testl, coz se tyka i prvotrimestralniho testovani. Dale také
téhotenstvi ve vyssim veéku, zvlasté pak t¢hotenstvi po dosazeni 35 let véku a Casty vyskyt

prvorodicek, které presahly hranici 30 let véku.

V ptipadé potvrzeni vrozené vyvojové vady ma pred sebou Zena i jeji partner velmi
tézké rozhodnuti. Klinicky genetik ji nabidne moznost pokracovat v t€¢hotenstvi, ale
1 moznost t¢hotenstvi z genetickych divodua ukoncit. Zde nardzime na velky eticky
problém a na otdzku, zdali je nenarozené dité jiz clovek, a tudiz ma pravo na Zzivot.
Na druhé stran€ je zde rodina postizeného ditéte, ktera by méla mit moznost volby, zdali
chce postizené dit€¢ vychovavat ¢i nikoliv, jelikoZz pro blizkou rodinu je to obrovska
starost. Takovy ¢lovék potfebuje péci 24 hodin denné. Méla by tedy mit pravo takovou
zatéz odmitnout. Dal§im aspektem je také mira postizeni ditéte. Pokud se narodi velmi
tézce postizené dite, které bude zit v neustalé bolesti a za kratko nejspis zemie, je otazkou,
zdali je pravo na zivot vic nez utrpeni, které si pak bude muset prozit. Nazory na toto
tétma se velmi li§i. Velkym odpircem interrupci jsou nékterd néaboZenstvi

(napt. kiestanstvi). V nékterych zemich, kde je velké procento véficich jsou potraty

vymezeny na ur€ité situace, nebo dokonce zakazany tplné.
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7 ZAVER

V této praci bylo cilem zmapovat informace o biochemickych markerech vyuzivanych
v laboratornim screeningu VV'V. Dale bylo tkolem podat piehled o prenatalni diagnostice
jako takové, o invazivnich i neinvazivnich metodach prenatalniho testovéani, o vrozenych

vadach.

V praktické casti bylo popsano vyhodnoceni individualniho rizika i shrnuti
jednotlivych forem prenatalniho testovani, ze kterych méa Zena moZnost volby. Uveden
byl chronologicky postup jednotlivych vySetfeni. Nasledné byla zpracovana statisticka
data, ze kterych vyplynulo, Zze Downtiv syndrom je nejcastéji diagnostikovany syndrom
jak v obdobi prenatilnim, tak po porodu. Jeho vyskyt byl né€kolikandsobné vyssi nez
vyskyt Edwardsova 1 Patauova syndromu. Déle bylo z dostupné literatury zjiSténo, Ze
nejlep$i moznou variantou bézné dostupného prenatalniho screeningu je varianta

sekvenéniho/integrovaného testu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFP
CRL
CVS
DS

ES
FISH
GnRH
IGFBP
IRMA
IUGR
PCR

PS
QF-PCR
RIA
TRACE
tt

Uz
\AAY

— alfa-fetoprotein

— crown-rump lenght (temenokostréni délka)

— chorionic villus sampling (=odbér choriovych klkit)
— Downiiv syndrom

— Edwardsiiv syndrom

— fluorescencni in situ hybridizace

— gonadotropiny uvolfiujici hormon releasing

— insulin-like growth factor binding protein

— imunoradiometricka analyza

— intrauterni rtstova retardace

— fetézova polymerazova reakce

— Patautiv syndrom

— quantitative fluorescent polymerase chain reaction
— radioimunoanalyza

— Time Resolved Ampified Cryptate Emission

— tyden tehotenstvi

— ultrazvuk

— vrozené vyvojové vady
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