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1. Abstrakt 

Tato práce se zaměřuje na prenatální neinvazivní diagnostiku založenou na vyšetření mateřské 

krve respektive plazmy a séra. Práce je rozdělena na dvě části. První část práce se zaměřuje na 

historii neinvazivní diagnostiky a na to, co je možné izolovat z mateřské krve, plazmy a séra. 

Tím míním buňky a nukleové kyseliny fetálního původu. Druhá část práce je zaměřena na 

konkrétní možnosti neinvazivní diagnostiky. To znamená určení pohlaví dítěte, RHD genotyp, 

chromozomální aneuploidie atd.  

 

2. Klíčová slova 

mateřský krevní oběh, fetální DNA, fetální buňky, preeklampsie, předčasný porod, 

intrauterinní růstová retardace (IUGR), pohlaví plodu, RHD genotyp plodu, trizomie 21 

 

3. Abstract 

Theme: The usage of the extracellular nucleic acids present in maternal circulation for the 

purpose of non-invasive prenatal diagnosis 

This work is focused on the noninvasive prenatal diagnostic based on the investigation of the 

maternal blood, plasma and serum, respectively. The work is divided in two parts. The first 

part is focused on the history of the noninvasive diagnostics and what is possible to isolate 

from maternal blood, plasma and serum. It means fetal cells and fetal nucleic acids. The 

second part discussed concrete possibilities of the noninvasive diagnostics, f.e. gender 

detection, RHD genotyping, chromosomal aneuploidy etc.  

 

4. Key words 

maternal blood circulation, fetal DNA, fetal cells, pre-eclampsia, preterm labour, IUGR, fetal 

gender, fetal RHD genotype, trisomy 21 

 

5. Úvod 

Prenatální péči a diagnostiku lze rozdělit do dvou skupin: invazivní a neinvazivní. Mezi 

invazivní metody patří např. AMZ (amniocentesis, odběr plodové vody), CVS (chorionic 
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villus sampling, odběr choriových klků) a PUBS (percutaneous umbilical blood sampling, 

odběr pupečníkové krve). Při těchto vyšetření stále zůstává nízké riziko poškození nebo ztráty 

plodu. Do skupiny neinvazivních metod se zahrnují např. fetální MRI (fetal magnetic 

resonance imaging), ultrazvukové vyšetření, ultrasonografie a analýza fetální DNA získané z 

mateřského krevního oběhu. Právě objevení fetální DNA v mateřském krevním oběhu dalo 

naději, že by mohly být diagnostikovány různé poškození plodu, dědičné choroby nebo 

komplikace během těhotenství bez rizika ztráty plodu. Průkopníkem v tomto oboru je  

Dr.Y.M. Dennis Lo, profesor chemické patologie působící na Chinese University of Hong 

Kong, jehož skupina jako první objevila přítomnost fetální DNA v mateřské plazmě. 

Prenatální neinvazivní diagnostika je rychle se rozvíjející odvětví vědy vzniklé na konci 

devadesátých let minulého století a stavící na poznatcích zjištěných u pacientů s nádorovým 

onemocněním. Mnohé metody prenatální neinvazivní diagnostiky byly zavedeny do klinické 

praxe a s úspěchem pomáhají při zlepšování péče o těhotné ženy   

 

6. Historie a možnosti použití fetálních nukleových  kyselin 

v mate řské cirkulaci 

První objev přítomnosti fetálních buněk v mateřské cirkulaci byl publikován v roce 1893 

německým patologem Schmorlem, který objevil trofoblasty v plicích ženy, která zemřela na 

eklampsii, (1,2) a objevení  volných nukleových kyselin v krevním oběhu se datuje do roku 

1948, kdy Mandel a Metais publikovali o přítomnosti nukleových kyselin v lidské krevní 

plazmě. V roce 1977 byla ukázána možnost využít přítomnost nukleových kyselin v oběhu 

pro diagnózu nádorových onemocnění. V krevním séru pacientů byla hladina cirkulující DNA 

před radioterapií zvýšena a po jejím absolvování se snížila. V následujících letech bylo 

potvrzeno, že v plazmě a séru pacientů s nádorovým onemocněním je možno detekovat 

nukleové kyseliny pocházející z nádorových buněk. (3,4) Tyto poznatky vedly k domněnce, 

že by volná fetální DNA mohla být přítomna v mateřské plazmě a séru, což bylo v roce 1997 

sérií výzkumů potvrzeno. Po potvrzení přítomnosti fetální DNA v plazmě a séru matky se 

začalo uvažovat, že tyto poznatky mohou být využity v prenatální neinvazivní diagnostice pro 

určení pohlaví plodu, RHD genotypu plodu, některých typů chromozomálních aneuploidií, 

dědičných chorob vázaných na pohlaví, těhotenských komplikací typu preeklampsie, IUGR a 

předčasného porodu. (4,5,6) Zdrojem extracelulární fetální DNA jsou apoptotická tělíska 

trofoblastu přítomná v mateřské plazmě a séru. Extracelulární fetální DNA je možno 
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detekovat i ve vzorcích poševního nebo děložního hlenu a v plodové vodě. (6) V mateřské 

plazmě a krvi  nebyla objevena jen přítomnost fetální DNA, ale i přítomnost fetální RNA a 

placentální miRNA a dále přítomnost fetálních krevních buněk, které jsou používány pro 

účely neinvazivní prenatální diagnostiky. (1,7,8) 

 

7. Fetální jaderné bu ňky v mate řské krvi 

Fetální jaderné buňky jsou dobrým zdrojem fetální DNA. Jejich procentuální zastoupení v 

mateřské krvi je však velmi nízké. (9) V mateřské krvi lze najít tři typy fetálních jaderných 

buněk. Mezi ně patří trofoblasty, jaderné erytrocyty (erytroblasty) a leukocyty (lymfocyty a 

granulocyty). Dále lze najít např.krevní destičky, avšak ty neobsahují DNA. Pomocí fetálních 

jaderných buněk lze např. diagnostikovat různé aneuploidie u plodu.  

Trofoblasty jsou velké mnohojaderné buňky uvolňující se do mateřského oběhu převážně 

během prvního trimestru těhotenství. Byly objeveny v mateřském oběhu již koncem 

devatenáctého století německým patologem Schmorlem. U normálních těhotenství jsou však 

velmi těžko izolovatelné, protože jsou z mateřského oběhu rychle odstraňovány, protože 

vstupují do plicního oběhu, a není možno je detekovat v krvi při každém těhotenství. Rozdíl je 

u žen, které během těhotenství trpí vysokým tlakem. U nich byly trofoblasty izolovány z vena 

cava inferior, děložní žíly a periferního oběhu. Pomocí trofoblastů byly úspěšně detekovány 

specifické sekvence na Y chromozomu a mutace fetálního β-globinu.  

První objev leukocytů v mateřském oběhu učinila Walknoska a kolektiv, když roku 1969 

izolovaly lymfocyty v metafázi s karyotypem 46,XY z krve těhotných žen s plodem 

mužského pohlaví. Tyto nálezy byly počátkem sedmdesátých let potvrzeny, kdy byly 

izolovány leukocyty v interfázi. (2,10,11) Roku 1979 skupina kolem Herzenberga publikovala 

o možnosti použití metody FACS k izolaci fetálních leukocytů z mateřské krve. Byli první, 

kdo tuto metodu pro izolaci leukocytů úspěšně použil. Herzenberg použil králičí antisérum 

proti antigenu HLA-A2 děděném po otci, protože matky byly HLA-A2 negativní. Ze 12 žen s 

plodem mužského pohlaví zahrnutých do této studie mělo 5 žen pozitivní nález fetálních 

leukocytů ve svém krevním vzorku a 7 žen mělo detekci negativní. Tyto výsledky byly 

potvrzeny izolací lymfocytů z pupečníkové nebo periferní krve narozeného dítěte. Lymfocyty 

5 dětí reagovaly s antisérem anti-HLA-2 a v 7 případech tato reakce neproběhla. (12) 

V následujících letech byly pro tuto metodu  využívány další HLA antigeny. (2) Důležitým 

faktem je, že množství fetálních leukocytů v mateřské krvi se během těhotenství zvyšuje (viz 

Obrázek 1). (13)  
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Obrázek 1: Zvyšování fetálních leukocytů během těhotenství, osa x zobrazuje dobu 
těhotenství (týdny) a osa y frekvenci metafázních XY leukocytů (%). (13)  
 
Problémem fetálních leukocytů je, že mohou zůstat v mateřské krvi dlouhou po porodu. Více 

než roční přetrvání publikovali roku 1974 Schroder a kolektiv, kdy tyto výsledky vyplynuly 

z jejich studie. Doba přetrvání byla postupně zvyšována, až roku 1996 byly publikovány 

výsledky studie provedené Dianou Bianchi a kolektivem. Tyto výsledky hovořily dokonce o 

dvaceti sedmiletém přetrvání fetálních lymfoidních progenitorových buněk v mateřské krvi. 

(2) Do studie bylo zahrnuto 32 těhotných žen a 8 netěhotných žen, které porodily chlapce 

před 6 měsíci až 27 lety. Ze vzorků krve byly izolovány mononukleární buňky pomocí CD 

antigenů 3, 4, 5, 19, 23, 34 a 38. Poté byla použita PCR se zaměřením na Y chromozomální 

sekvence. Správná identifikace mužského plodu byla ve 13 z 19 případů, kdy žena nosila plod 

mužského pohlaví. To odpovídá úspěšnosti 68,42 %. Třináct žen nosilo plod ženského 

pohlaví. Avšak vzorky 4 těchto žen obsahovaly také mužskou DNA. Tyto 4 ženy byly těhotné 

již dříve. Dvě ženy měly chlapce a u 2 bylo přerušeno těhotenství. Ve vzorcích 6 z 8 

netěhotných žen byla v lymfoidních progenitorových buňkách detekována mužská DNA, 

přičemž jednu z pozitivních detekcí měla žena, která porodila chlapce již před 27 lety (viz 

Tabulka 1). V jednom případě byly nalezeny hematopoetické kmenové buňky CD 34+. (14) 

 
Tabulka 1: Přetrvání fetálních buněk v mateřské krvi. (14) 
 Historie těhotenství Detekce mužské DNA pomocí 198 

bp primeru 
Vzorek Počet 

těhotenství 
Počet 
narozených 
chlapců 

Počet 
narozených 
děvčat 

potraty Doba od 
narození 
posledního 
chlapce 

B buňky 
CD(19+ 
23+)  

T buňky 
CD(3+ 4+ 
5+) 

Lymfoidní 
progenitorové 
buňky 
CD(34+ 38+) 

1 4 3 1 0 1 rok - - + 
2 3 1 2 0 7 let neděláno neděláno + 

3 2 2 0 0 2 roky - neděláno + 
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4 3 2 1 0 3 roky - - + 
5 10 6 3 1 27 let - neděláno + 

6 3 2 0 1 6 let - + + 
7 4 2 1 1 10 měsíců - - - 

8 1 1 0 0 6 měsíců - - - 
 

Fetální jaderné erytrocyty (označovány také jako NRBCs, tedy nucleated red blood cells) jsou 

jednojaderné buňky objevující se ve fetálním krevním oběhu již v raných fází těhotenství a je 

tedy možnost je z mateřské krve izolovat brzy po počátku těhotenství. Jejich důležitou 

vlastností je, že mají krátkou dobu života např. ve srovnání s fetálními lymfocyty. Jsou to 

buňky s největším potenciálem pro užití v prenatální neinvazivní diagnostice. O přítomnosti 

NRBCs publikovali již roku 1957 Kleihauer a kolektiv, přičemž Kleihauer-Betkeho metoda 

pro detekci fetálních erytrocytů v mateřské krvi je používána dodnes. (2,10) Roku 1990 

publikovaly Diana Bianchi a kolektiv o metodě  detekce NRBCs v mateřské krvi založené na 

použití protilátek proti transferínovému receptoru. Byly testovány vzorky od 19 těhotných 

žen. Testování fetální DNA bylo založeno na 222 bp sekvenci přítomné na krátkém raménku 

Y chromozomu. V 7 z 19 případů byla tato sekvence detekována, přičemž u 6 z těchto 7 

případů bylo těhotenství s mužským pohlavím plodu potvrzeno. U zbývajícího případu, kdy 

narozené dítě bylo děvče, byla však také prokázána přítomnost detekované Y sekvence. 

Vysvětlením může být translokace této sekvence nebo mozaika. Ve 12 vzorcích nebyla 

zkoumaná sekvence detekována. V 10 z těchto 12 případů byl plod opravdu ženského pohlaví. 

Celkově shrnuto: z 8 těhotenství, kdy plod byl mužského pohlaví, bylo správně identifikováno 

6 případů, to činí 75%. (15) Množství fetálních NRBCs se během těhotenství a po porodu 

mění. To potvrzují studie publikované v letech 1998 a 1999. V první studii byly testovány 

vzorky od 100 těhotných žen a 30 netěhotných žen po porodu. Množství fetálních erytrocytů 

se během těhotenství zvyšuje a po porodu rychle klesá (viz Tabulka 2).  

 

Tabulka 2: Změna frekvence fetálních NRBCs během těhotenství a po porodu. (16) 
Doba těhotenství nebo po 
porodu (počet případů) 

Přítomnost NRBCs Průměrná frekvence NRBCs 

5-10 týdnů (20) 15/20 (75 %) 2,4 · 10-7 
11-14 týdnů (20) 18/20 (90 %) 5,6 · 10-7 
15-24 týdnů (20) 20/20 (100 %) 18,3 · 10-7 
25-32 týdnů (20) 20/20 (100 %) 26,2 · 10-7 
33-39 týdnů (20) 20/20 (100 %) 41,9 · 10-7 
6 týdnů po porodu (15) 3/15 (20 %) 1,0 · 10-7 
3 měsíců po porodu (15) 0/15 (0 %) 0  
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Tato studie také zahrnovala detekci přítomnosti mužských fetálních NRBCs. Výsledky tohoto 

výzkumu jsou vskutku zajímavé. Průměrná frekvence přítomnosti těchto buněk se během 

těhotenství zvyšovala, ale v období dvacátého pátého až třicátého druhého týdne klesla a poté 

se opět zvyšovala. Po porodu pak rychle klesla (viz Tabulka 3). (16) 

 

Tabulka 3: Změna frekvence mužských fetálních NRBCs během těhotenství a po porodu. (16) 
Doba těhotenství nebo po 
porodu (počet případů) 

Přítomnost mužských NRBC Průměrná frekvence 
mužských NRBC 

5-10 týdnů (11) 6/11(54,5 %) 2,7 · 10-7 
11-14 týdnů (8) 6/8 (75 %) 8,0 · 10-7 
15-24 týdnů (10) 8/10 (80 %) 14,8 · 10-7 
25-32 týdnů (9) 9/9 (100 %) 12,9 · 10-7 
33-39 týdnů (12) 12/12 (100 %) 13,1 · 10-7 
6 týdnů po porodu (10) 3/10 (30 %) 3,6 · 10-7 
3 měsíců po porodu (10) 1/10 (10 %) Průměrná frekvence 

nestanovena 
 

Druhá studie již hovoří o kontinuálně vzrůstající frekvenci mužských NRBCs. Zde bylo 

zahrnuto 38 těhotných žen. Množství NRBCs se nejprve detekovalo dohromady nezávisle na 

pohlaví plodu a poté v závislosti na pohlaví plodu. Frekvence mužských a ženských NRBCs 

se v průběhu těhotenství přibližně shodovala a vždy rostla nezávisle na AB0 krevní 

kompatibilitě mezi matkou a plodem.  V souvislosti s tímto samozřejmě rostla i celková 

frekvence NRBCs (viz Tabulka 4). (17) 

 

Tabulka 4: Změna frekvence NRBCs během těhotenství a po porodu.  (17) 
Doba těhotenství 
nebo po porodu  

Průměrná celková 
frekvence NRBCs 

Průměrná frekvence 
mužských NRBC 

Průměrná frekvence 
ženských NRBCs 

6-10 týdnů 3,9 4,1 3,7 
11-14 týdnů 12,8 12,8 12,7 
15-24 týdnů 37,3 37,8 36,7 
25-32 týdnů 72,2 69,2 75,3 
33-39 týdnů 112,0 107,6 116,2 
6 týdnů po porodu 3,6 3,7 3,5 
3 měsíců po porodu 0,1 0,2 0,0 
Uvedené frekvence jsou z množství 107 jaderných buněk.  

 

8. Extracelulární fetální DNA v mate řské plazm ě a séru 

Bylo zjištěno, že nejlepšími zdroji fetální DNA jsou mateřská plazma a sérum. Ze studie 

vypracované Y.M. Dennisem Lo a jeho kolegy se zaměřením na Y sekvence pocházející z 
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plodu v DNA fetálních jaderných krevních buněk v mateřské krvi a ve volné DNA v plazmě a 

séru vyplynuly jednoznačné výsledky. Výzkumu se účastnily těhotné ženy s plodem ženského 

pohlaví, těhotné ženy s plodem mužského pohlaví a netěhotné ženy jako kontrolní skupina. 

Ve skupině obsahující vzorky od 30 těhotných žen s plodem mužského pohlaví byly zjištěny 

následující výsledky. Ve 24 vzorcích plazmy, což činí 80 %, byly obsaženy Y sekvence 

pocházející z plodu. Ve 21 vzorcích séra, což je 70 %, byly zjištěny stejné sekvence. Avšak 

pouze 5 vzorků mateřské krve, což je 17 %, kdy DNA byla extrahována z jaderných krevních 

buněk, tyto sekvence také obsahovalo. Y sekvence pocházející z plodu nebyly nalezeny v 

žádném vzorku získaném od 13 těhotných žen s plodem ženského pohlaví. Tyto sekvence 

nebyly také zjištěny ve vzorcích získaných od netěhotných žen. V této studii byly užity 

vzorky o objemu 10 µl. (5) Celkové množství fetální DNA v mateřské plazmě a séru se 

během těhotenství zvyšuje. Tyto poznatky vyplývají ze studie publikované v roce 1998 

týkající se analýzy přítomnosti SRY genu v mateřské plazmě a séru. Byly získány vzorky od 

25 žen v raném stadiu těhotenství, což znamená jedenáctý až sedmnáctý týden těhotenství. V 

této skupině bylo 13 žen s plodem mužského pohlaví a 12 žen s plodem ženského pohlaví. 

Druhou skupinu tvořilo 25 žen v pokročilém stadiu těhotenství, což znamená  třicátý sedmý 

až čtyřicátý týden těhotenství. V této skupině bylo 14 žen s plodem mužského pohlaví a 11 

žen s plodem ženského pohlaví. Přítomnost SRY genu byla prokázána v každém vzorku 

získaném od ženy s plodem mužského pohlaví a v žádném vzorku získaném od ženy s plodem 

ženského pohlaví. V průměru vzorky plazmy získané v pozdním stadiu těhotenství 

obsahovaly 11,5krát vyšší koncentraci než vzorky získané v raném stadiu těhotenství. V 

případě séra byla zjištěna 11,9krát vyšší koncentrace u vzorků z pozdního stadia těhotenství. 

V průměru mateřská plazma obsahuje 3,4 % fetální DNA z celkového obsahu DNA v raném 

stadiu těhotenství a 6,2 % fetální DNA v pozdním stadiu těhotenství. V séru bylo zvýšení v 

průměru z 0,13 %  v raném stadiu těhotenství na 1 % v pozdním stadiu těhotenství. K detekci 

byla použita PCR v reálném čase s využitím TaqMan specifických sond pro sekvenci SRY 

genu. (18) V mateřské plazmě jsou také detekovatelné ostatní fetální specifické fragmenty 

DNA (nezávisle na pohlaví plodu). Ve studii publikované v roce 2000 byly zkoumány vzorky 

plazmy od 12 těhotných žen. Jako markery bylo použito devět STR sekvencí, z nichž 

sekvence AMXY (X-Y homologous region of the amelogenin gene) je specifická pro Y 

chromozom. Kromě AMXY sekvence byly tyto markery detekovány v mateřské plazmě 

nezávisle na pohlaví plodu. Sekvence AMXY byla detekována pouze v plazmě žen s plodem 

mužského pohlaví, přičemž jich z celkového počtu bylo 6. Při součtu všech markerů byla 



 10 

fetálně specifická alela nalezena v 84 % vzorků. STR sekvence chyběly v 16 % všech vzorků 

mateřské plazmy. (19)  

Ze studie publikované v roce 2004 plyne, že fragmenty DNA přítomné v plazmě jsou krátké. 

Při analýze vzorků plazmy získaných od 31 těhotných žen a od 34 netěhotných žen byl 

nalezen rozdíl v délkách fragmentů DNA ve vzorcích plazmy získaných od těhotných a 

netěhotných žen. Pro analýzu byl vybrán leptinový gen a SRY gen. Studie ukázala, že 

fragmenty DNA přítomné v plazmě těhotných žen jsou delší než fragmenty DNA v plazmě 

netěhotných žen. Ve vzorcích netěhotných žen délku 201 bp přesahovalo pouze 14 % molekul 

DNA a u těhotných žen přesahovalo tuto délku 57 % molekul DNA. Je také zajímavé, že 

fragmenty v plazmě těhotných žen pocházející od matky jsou delší než fragmenty pocházející 

z plodu. Velikosti molekul DNA pro SRY gen pocházejících z plodu byly pouze ve 20 % 

vzorků větší než 193 bp a v 0 % větší než 313 bp. (20) Další důležitou skutečnost přináší 

studie publikovaná v roce 1999, která sledovala odstraňování fetální DNA z mateřského 

krevního oběhu. První skupinu tvořilo 12 žen s plodem mužského pohlaví a 10 netěhotných 

žen jako kontrola. Ve vzorcích plazmy získaných od netěhotných žen nebyla zjištěna 

přítomnost molekul DNA pro SRY gen. V každém vzorku získaném od těhotných žen před 

porodem byla zjištěna a změřena přítomnost fetální DNA representovaná SRY genem. 

Analýza poporodních vzorků získaných v rozpětí 1 až 42 dnů po porodu prokázala 

nepřítomnost fetální DNA (viz Tabulka 5). 

 

Tabulka 5: Odstraňování fetální DNA z mateřské plazmy. (21) 
Vzorek  Před porodem (kopie / ml) Po porodu (kopie / ml) Čas po porodu (dny) 
1 29,0 0 42 
2 112,5 0 42 
3 80,0 0 7 
4 337,5 0 7 
5 27,5 0 7 
6 41,3 0 7 
7 33,8 0 7 
8 50,3 0 1 
9 63,5 0 1 
10 176,1 0 1 
11 99,4 0 1 
12 3024 0 1 
Koncentrace kopií byla určena dle vzorce C = Q · (VDNA / VPCR) · (1 / Vext), kde C = 
koncentrace DNA v plazmě, Q = počet kopií DNA, VDNA = celkový objem DNA získané  
extrakcí, VPCR = objem DNA, Vext = objem extrahované plazmy.  
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Druhou skupinu tvořilo 8 žen, které následně podstoupily porod císařským řezem  a porodily 

chlapce. Vzorky plazmy byly získány před porodem a 5, 15, 30, 45, 60 a 120 minut po 

porodu. V každém vzorku získaném před porodem byla zjištěna přítomnost fetální DNA 

representovaná SRY genem. V 7 případech koncentrace fetální DNA klesla na 0 % do 2 hodin 

po porodu. V jednom případě bylo po 2 hodinách odstraněno 90 % množství fetální DNA. 

Průměrný čas odstranění jedné poloviny množství fetální DNA byl 16,3 min. (viz Obrázek 2). 

(21)  

 

 

Obrázek 2: Odstraňování fetální DNA z mateřské plazmy, osa x zobrazuje čas po porodu 
(min) a osa y koncentrace SRY sekvence v plazmě matky (kopie / ml).(21) 
 

9. Přenos DNA a jaderných bun ěk mezi  matkou a plodem 

Přítomnost fetálních buněk v mateřské cirkulaci je známa již od roku 1893 (1), avšak neméně 

důležitá je skutečnost, že existuje i přenos v druhém směru, tedy mateřských buněk do 
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fetálního oběhu. V roce 1996 Dennis Lo a kolektiv publikovali výsledky studie na toto téma. 

Ze 66 párů matka a dítě bylo na základě RT (R a T haplotyp v β-globinovém klastru), GSTM1 

(glutathione S-transferase M 1) a ACE (angiotensin converting enzyme) genotypování 

vybráno 38 párů pro studium maternálních buněk ve fetální pupečníkové krvi. Pozitivní 

detekce byla v 16 případech, to znamená ve 42 %. Pro detekci fetálních buněk v mateřské krvi 

bylo na základě RT, GSTM1 a ACE genotypování a fetálních Y specifických sekvencí 

vybráno 51 párů. Pozitivní detekce byla u 26 případů, to je v 51 %. Z původních 66 párů se 

narodilo 36 chlapců, přičemž detekce fetálních Y sekvencí byla pozitivní v 21 případech 

z těchto 36, to je 58,3 %. Ve 28 případech byl prokázán oboustranný přenos. (22) V další 

studii bylo dokázáno, že mateřská DNA je i v plazmě získané z pupečníkové krve po porodu. 

Do studie bylo ze 156 párů matka-dítě, kde dítě bylo chlapec, zahrnuto na základě GSTM1 a 

ACE genotypování 50 párů. Do kontrolní skupiny bylo vybráno 20 párů, kde dítě bylo děvče. 

Ve 12 případech, to je 24 %, byla zjištěna přítomnost mateřských jaderných buněk 

v pupečníkové krvi. V plazmě získané z pupečníkové krve byla maternální DNA zjištěna v 15 

případech, to je 30 %. V případě druhého směru přenosu, tedy z plodu do mateřského oběhu 

byly získané hodnoty vyšší. Fetální jaderné buňky byly přítomné ve 13 vzorcích mateřské 

krve, to je 26 %, a fetální DNA byla v 50 vzorcích mateřské plazmy, což je 100 %. (23)  

 

10. Určení pohlaví plodu 

Pro určení pohlaví plodu jsou převážně používány vzorky mateřské plazmy a séra obsahující 

volnou fetální DNA. Pomocí vyšetření těchto vzorků lze stanovit pohlaví již v prvním 

trimestru těhotenství. Pro stanovení pohlaví může být použita tradiční PCR nebo PCR 

v reálném čase (real-time PCR). Citlivost obou metod srovnávali ve své studii Hiroshi Honda 

a kolektiv. Do této studie bylo zahrnuto 81 žen v pátém až desátém týdnu těhotenství, kterým 

byl vyšetřen vzorek jejich krevního séra. Čtyřicet žen následně porodilo chlapce a 41 žen 

dívku. Jako marker pro tradiční PCR byla použita Y chromozomální sekvence DYS 14 a pro 

real-time kvantitativní PCR β-globinový a SRY gen, kdy byla stanovována i koncentrace 

fetální DNA v mateřském séru. DYS 14 sekvence byla identifikována u 38 žen, to činí 95 %. 

Přičemž první špatně identifikovaný vzorek pocházel z pátého a druhý ze šestého týdne 

těhotenství. To znamená, že úspěšnost od sedmého týdne těhotenství je 100 %. Tato sekvence 

nebyla nalezena v žádném vzorku získaném od ženy s plodem ženského pohlaví. Celková 

úspěšnost této metody je tedy 79 správně určených pohlaví plodů, což činí 97,5 %. Pro 

metodu real-time kvantitativní PCR bylo náhodně vybráno 24 žen s plodem mužského 
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pohlaví a vzorky žen, které byly špatně určeny tradiční PCR, celkem tedy 26 vzorků. SRY 

gen byl identifikován ve vzorcích od všech těchto žen, což činí úspěšnost 100 %. Dále byla 

prokázána zvyšující se koncentrace SRY genu během těhotenství, avšak u β-globinového 

genu podobná korelace prokázána nebyla (viz Obrázky 3,4). (24) 

 

Obrázek 3:  Vztah mezi délkou těhotenství a koncentrace SRY genu, osa x zobrazuje dobu 
těhotenství (týdny) a osa y koncentraci SRY genu (kopie / ml). Černě vyplněné kroužky 
představují dva případy, které byly chybně určeny pomocí DYS 14 sekvence. (24) 
 

 

Obrázek 4:  Vztah mezi délkou těhotenství a koncentrací β-globinu, osa x zobrazuje dobu 
těhotenství (týdny) a osa y koncentraci β-globinu (kopie / ml). Černě vyplněné kroužky 
představují dva případy, které byly chybně určeny pomocí DYS 14 sekvence. (24) 
 

Real-time PCR použili i J.M. Costa a kolektiv ve své studii zahrnující 121 žen, od kterých  

byly získány vzorky krevního séra v prvním trimestru těhotenství. Jako marker byl použit 

SRY gen. Ve vzorcích všech 61 žen s plodem mužského pohlaví, byl SRY gen identifikován. 
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Všechny vzorky získané od 60 žen s plodem ženského pohlaví byly na přítomnost tohoto 

genu negativní. Z těchto 60 žen porodilo 27 žen dříve alespoň jednoho chlapce. Celková 

úspěšnost určení pohlaví plodu byla tedy 100 %. (25) Hiroshi Honda a kolektiv provedli další 

studii s užitím metody tradiční PCR u žen v desátém až sedmnáctém týdnu těhotenství. Od 61 

těhotných žen byly získány vzorky plazmy a séra. V této skupině bylo 31 žen s plodem 

mužského pohlaví a 30 s plodem ženského pohlaví. Jako marker byly vybrány Y 

chromozomální specifické sekvence DYS 14 a DYZ 3. Obě sekvence byly identifikovány ve 

27 vzorcích plazmy žen s plodem mužského pohlaví, což činí 87,1 %. Ve vzorcích séra byly 

detekovány u všech 31 žen, to činí úspěšnost 100 %. Žádná z těchto sekvencí nebyla nalezena 

ve vzorcích plazmy a séra žen s plodem ženského pohlaví. (26) Plazmu použil také Akihiko 

Sekizawa a kolektiv. Vzorky byly získány od 302 žen v sedmém až šestnáctém týdnu 

těhotenství, přičemž 143 žen bylo  s plodem mužského pohlaví a 159 s plodem ženského 

pohlaví. Jako marker byl použit SRY gen. SRY gen byl napoprvé detekován u 139 žen s 

plodem mužského pohlaví, to je 97,2 %. Ve 4 vzorcích, kde tento gen nebyl detekován, ale 

žena nosila chlapce, byla provedena opětovná analýza a nové výsledky odpovídaly mužskému 

pohlaví plodu. SRY sekvence nebyla zjištěna v žádném vzorku ženy s plodem ženského 

pohlaví. (27) SRY gen jako marker při analýze mateřské plazmy použily také Ilona 

Hromadníková a kolektiv. Bylo vybráno 44 těhotných žen, u nichž bylo riziko, že plod trpí X 

vázanou hemofílií (12 případů) nebo chromozomální aneuplodií (32 případů). Ženy byly 

v desátém až osmnáctém týdnu těhotenství, přičemž 17 žen bylo s plodem ženského pohlaví a 

27 žen s plodem mužského pohlaví. SRY gen byl detekován ve všech případech mužského 

plodu a v žádném případě ženského plodu. (28)  

Srovnání markerů užívaných pro určení pohlaví dítěte provedly Elena Picchiassi a kolektiv. U 

vzorků plazmy od 145 žen v jedenáctém až dvanáctém týdnu těhotenství použily jako marker 

DYS 14 sekvenci a SRY gen. Osmdesát dva žen bylo s plodem mužského pohlaví a 63 žen s 

plodem ženského pohlaví. DYS 14 sekvence byla detekována v 81 z 82 vzorků, což je 98,8 % 

a gen SRY v 54 z 82 vzorků, což je 65,9 % případů žen s plodem mužského pohlaví. Na 

základě analýzy pomocí sekvence DYS 14 bylo správně určeno 61 ze 63 vzorků, to činí 96,8 

% případů žen s plodem ženského pohlaví. U genu SRY je úspěšnost 98,4 %, což odpovídá 62 

ze 63 případů. (29)  

Pro určení pohlaví plodu může být samozřejmě použita i DNA izolovaná z fetálních 

trofoblastů a jaderných erytroblastů (NRBCs). Takový výzkum provedly Lindy Durrant a 

kolektiv. Vzorky krve byly získány od 14 žen v desátém až čtrnáctém týdnu těhotenství, které 
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před odběrem podstoupily CVS. Celková úspěšnost určení pohlaví plodu, kdy obojí bylo 

izolováno ze stejného vzorku, byla 92 %, což je 12 ze 13 případů (viz Tabulka 6). (30) 

 
Tabulka 6: Úspěšnost při stanovení pohlaví dítěte.(30) 
 Určení mužského 

pohlaví plodu 
Určení ženského pohlaví 
plodu 

Celkové určení pohlaví 
plodu 

 Správně / 
celkem 

Procentuálně  Správně / 
celkem 

Procentuálně Správně / 
celkem 

Celkem 
procentuálně 

Trofoblasty  3/7 43 % 7/7 100 % 10/14 71 % 
NRBCs 4/7 53 % 7/7 100 % 11/14 79 % 
Trofoblasty 
a NRBCs * 

5/6 83 % 7/7 100 % 12/13 92 % 

* obojí izolováno ze stejného vzorku 

 

Linda Durrant a kolektiv pokračovaly ve své studii a rozšířily ji na 46 žen. Tyto ženy byly v 

jedenáctém až šestnáctém týdnu těhotenství a před odběrem podstoupily CVS. V pokračování 

studie se celkově zhoršila úspěšnost určení pohlaví (viz Tabulka 7). (31) 

 

Tabulka 7: Úspěšnost při stanovení pohlaví dítěte. (31) 
 Určení mužského pohlaví plodu Určení ženského pohlaví plodu 

 Správně / 
celkem 

Procentuálně  Správně / 
celkem 

Procentuálně 

Trofoblasty  9/24 38 % 18/21 86 % 
NRBCs 7/18 39 % 11/13 85 % 
Trofoblasty a 
NRBCs * 

10/18 56 % 10/12 83 % 

*obojí izolováno ze stejného vzorku 

 

11. Určení RHD genotypu plodu   

Pokud je matka RhD negativní a otec RhD pozitivní, je riziko, že plod zdědí pozitivitu po 

otci. RhD pozitivita plodu komplikuje těhotenství a ohrožuje plod i novorozence v případě, je-

li matka aloimunizovaná (má přítomny anti-D protilátky ve svém séru). Dennis Lo a kolektiv 

zkoumali možnost určení RHD genotypu plodu z mateřské plazmy. Vzorky pocházely od 57 

RhD negativních těhotných žen, které byly v prvním až třetím trimestru těhotenství. Výsledky 

pro druhý a třetí trimestr měly bezchybný výsledek (viz Tabulka 8). Správnost výsledků byla 

ověřena vyšetřením plodové vody. (32) 
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Tabulka 8: Úspěšnost určení RHD genotypu plodu. (32) 
Doba těhotenství (trimestr) RhD+ plod RhD- plod 
 Počet určení jako RhD+ / celkový počet plodů 
První  7/9 (78 %) 0/3 
Druhý  22/22 (100 %) 0/8 
Třetí 8/8 (100 %) 0/7 
 

V dánské studii Frederika Clausena a kolektivu bylo zahrnuto 56 RhD negativních těhotných 

žen, přičemž 38 žen v sedmnáctém až třicátém šestém týdnu těhotenství pocházelo z Dánska a 

21 vzorků od 18 těhotných žen pocházelo z International Blood Group Reference Laboratory 

v Bristolu (IBGRL), Velká Británie. Tyto ženy byly v patnáctém až třicátém šestém týdnu 

těhotenství. Úspěšnost predikovaného RHD genotypu plodů byla 100 %, avšak jeden vzorek 

byl neprůkazný a tedy RHD genotyp nebyl predikován a plod byl RhD pozitivní. (viz Tabulky 

9 a 10). (33) 

 

Tabulka 9: Úspěšnost určení RHD genotypu plodu u dánských vzorků. (33) 
Predikovaný RhD typ / skutečný Rhd typ plodu 
Doba těhotenství 
(týdny) 

RhD+ RhD- úspěšnost 

17-25 2/2 3/3 100 % 
26-29 7/7 Žádný 100 % 
34-36 15/15 11/11 100 % 
 

Tabulka 10: Úspěšnost určení RHD genotypu plodu u vzorků z IBGRL. (33) 
Predikovaný RHD genotyp / skutečný RHD genotyp plodu 
Doba těhotenství 
(týdny) 

RhD+ RhD- úspěšnost 

15* neprůkazný - - 
15-24 6/6 8/8 100 % 
25-36 4/4 2/2 100 % 
*plod, u něhož RhD typ nebyl predikován 

 

Plazma byla také použita ve studii publikované v roce 2008. Vzorky poskytlo 13 RhD 

negativních žen, které byly ve dvanáctém až třicátém devátém týdnu těhotenství. S RHD 

genotypem bylo zároveň určováno i pohlaví plodu. Dvanáct vzorků bylo určeno jako RhD 

pozitivní, přičemž jedna žena nosila dvojčata, a jeden vzorek byl určen jako RhD negativní. 

Predikce byla ověřena testy po porodu. Všechny vzorky byly určeny správně a to v RHD 

genotypu i v určení pohlaví plodu. (34)   

Kromě plazmy může být použito i krevní sérum. J.M. Costa a kolektiv analyzovali vzorky 

séra od 106 RhD negativních žen, které byly v prvním trimestru těhotenství. Všechna séra 
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byla určena správně. Šedesát dva žen opravdu porodilo RhD pozitivní dítě a 40 žen RhD 

negativní dítě. U 4 žen bylo těhotenství ukončeno, avšak i zde byla predikce RHD genotypu u 

plodu správná. (35) Do další studie analyzující sérum bylo vzato 285 RhD negativních žen. U 

dvou plodů však RHD genotyp nemohl být určen, protože matky neměly RHD gen kompletně 

deletovaný. Ze zbylých 283 vzorků bylo určeno, že 179 těhotenství je RhD pozitivní a 104 

RhD negativní. Predikce nemohla být u 11 žen potvrzena, protože podstoupily rané ukončení 

těhotenství nebo nemohlo být provedeno ověření. Zbylých 272 žen porodilo 170 RhD 

pozitivních dětí a 102 RhD negativních dětí přesně dle predikce na základě vyšetření krevního 

séra matek. (36)  

Akihiko Sekizawa použil fetální jaderné erytrocyty pro určení pohlaví a RHD genotypu 

plodu. Zahrnul vzorky krve od 4 RhD negativních žen v sedmém až sedmnáctém týdnu 

těhotenství, které 2 hodiny před odběrem krve podstoupily předčasné ukončení těhotenství. 

Pro všechny plody bylo obojí určeno správně. (37)  

 

12. Predikce preeklampsie 

Preeklampsie je syndrom vyskytující se ve druhé polovině těhotenství. Tento syndrom je 

svázán s těhotenstvím, protože se objevuje pouze pokud se v těle ženy nachází placenta. 

Četnost je asi  3-5 % a to ho staví do role nejčastější příčiny úmrtí matky nebo dítěte krátce 

před a po porodu nebo během porodu. Mezi příznaky patří např. zvýšení krevního tlaku nebo 

vylučování bílkovin do moče. Příčiny tohoto jevu nejsou dodnes zcela objasněny, avšak se 

zdá, že existuje více faktorů, které preeklampsii ovlivňují, mezi kterými nechybí ani genetické 

predispozice. Podstatou nemoci je nedostatečná invaze trofoblastu do spirálních arteriol 

vedoucí k placentální ischemii a  poškození mateřského cévního endotelia. (38,39, 40)  

Určujícím markerem pro predikci preeklampsie by se mohl stát zvýšený výskyt fetální DNA 

v mateřské krvi. Tuto skutečnost již potvrdily mnohé studie. Dennis Lo a kolektiv zkoumali 

sérum. Vzorky odebrali od 20 žen trpících preeklampsií a od 20 zdravých žen. V průměru se 

preeklampsie objevovala v třícátém druhém týdnu gravidity (rozmezí 27-41 týdnů), 

odpovídající kontrolní skupinu tvořily ženy bez těhotenských komplikací (průměr třicátý třetí 

týden, rozmezí 28-40 týdnů). Jako marker pro kvantifikaci fetální DNA byl určen SRY gen. 

Medián koncentrace fetální DNA činil u preeklamptický žen 381 genomových ekvivalentů / 

ml (IQR 194-788 genomových ekvivalentů / ml) a u zdravých žen 76 genomových 

ekvivalentů / ml (IQR 54-163 genomových ekvivalentů / ml). To činí pětinásobné zvýšení 

mediánu koncentrace fetální DNA u preeklamptických žen. (41) Xiao Zhongem a kolektivem 
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byla zkoumána mateřská plazma. I oni prokázali zvýšení koncentrace fetální DNA. Vzorky 

získali od 50 žen, přičemž se u 10 následně vyvinula preeklampsie. Ženy nosily jeden plod 

mužského pohlaví a byly ve druhém trimestru těhotenství. Medián koncentrace volné fetální 

DNA u zdravých žen činil 128,5 kopií / ml mateřské plazmy (rozmezí 30,6-318,4 kopií / ml) a 

u preeklamptických žen 422,9 kopií / ml mateřské plazmy (rozmezí 97,3-1642,2 kopií / ml). 

To činí zvýšení více než trojnásobné u preeklamptických žen. (42) Zvýšení koncentrace 

fetální DNA prokázaly i Amanda Cotter a kolektiv. Testovaly vzorky krve 264 žen, které byly 

průměrně těhotné 15,7 ± 3,6 týdnů. Osmdesát osm žen trpělo preeklampsií a 176 zdravých 

žen sloužilo jako kontrolní skupina. Medián koncentrace fetální DNA u zdravých žen byl 28 

kopií / ml (rozmezí 0-6300 kopií / ml) a u preeklamptických žen 280 kopií / ml (rozmezí 0-

180000 kopií / ml). Fetální DNA nebyla detekována u 5 preeklamptických a 57 zdravých žen. 

(43)  

Naproti tomu výzkum A. Crowleyho a kolektivu ukazuje, že koncentrace volné fetální DNA 

není před dvacátým týdnem těhotenství zvýšena. Analyzovali vzorky plazmy 16 žen, které 

později trpěly preeklampsií, a 72 zdravých žen jako kontrolu. Medián délky těhotenství byl 

při odběru 13,5 týdnů u preeklamptických žen a 15 týdnů u zdravých žen. Medián 

koncentrace SRY genu byl 30,5 genomových ekvivalentů / ml (rozmezí 0-214 genomových 

ekvivalentů / ml) u preeklamptických žen a 27,5 genomových ekvivalentů / ml (rozmezí 0-

1280 genomových ekvivalentů / ml) u zdravých žen. Pro β-aktin byl medián 2025 

genomových ekvivalentů / ml (rozmezí 250-9950 genomových ekvivalentů / ml) u 

preeklamptických žen a 1835 genomových ekvivalentů / ml (rozmezí 26-19500 genomových 

ekvivalentů / ml) u zdravých žen. Přičemž množství β-aktinu reprezentuje koncentraci 

celkové extracelulární DNA (fetální i mateřský původ) v mateřské cirkulaci. (44)  

Je zajímavé, že volná fetální DNA je vyšší u preeklamptických žen než u žen s FGR (fetal 

growth restriction). Toto dokazují Akihiko Sekizawa a kolektiv, kteří zkoumali vzorky 

plazmy. Do jejich studie bylo zahrnuto 9 žen s FGR ve třicátém až třicátém pátém týdnu 

těhotenství (medián 33 týdnů) a 9 preeklamptických žen ve dvacátém devátém až třicátém 

šestém týdnu těhotenství (medián 35 týdnů), přičemž 5 preeklamptických žen zároveň trpělo 

FGR. Jako kontrola sloužila skupina 20 zdravých žen ve dvacátém devátém až třicátém 

šestém týdnu těhotenství (medián 34,5 týdnů). Všechny ženy nosily plod mužského pohlaví a 

jako marker fetální DNA byla použita DYS 14 sekvence a jako marker pro určení celkové 

koncentrace volné DNA byl zvolen β-globin. Je zajímavé, že ženy s FGR měly nižší 

koncentraci volné fetální DNA, ale vyšší koncentraci celkového množství DNA než zdravé 

ženy (viz Tabulka 11). (45)  
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Tabulka 11: Hodnoty koncentrací DYS 14 a β-globinu u zdravých žen a žen s komplikacemi 
(45) 
 DYS 14: medián (rozmezí) β-globin: medián (rozmezí) 
Zdravé ženy 191 (47-462) 1208 215-6480) 
Ženy s FGR 141 (37-482) 2088 (398-14146) 
Preeklamptické ženy 486 (183-1060) 2590 (1731-20472) 
Hodnoty koncentrací jsou uváděny v jednotce genomových ekvivalentů / ml 

 

Kromě zvýšené koncentrace volné DNA se v krvi preeklamptických žen vyskytuje i zvýšené 

množství erytroblastů.  Wolfgang Holzgreve a kolektiv analyzovali vzorky od 8 zdravých žen 

získaných v době trvání těhotenství 28,8-40,1 týdnů (medián 38,4 týdnů) a od 8 

preeklamptických žen v době trvání těhotenství 25,8-40,6 týdnů (medián 38,5 týdnů). Medián 

počtu fetálních erytroblastů byl 38 buněk (rozmezí 13- 90 buněk) na 200 buněk u 

preeklamptických žen a 7 buněk (rozmezí 0-20 buněk) na 200 buněk u zdravých žen. (46) Své 

výzkumy o zvýšeném množství erytroblastů potvrzují Wolfgang Hozgreve a kolektiv ve své 

novější studii publikované v roce 2001. Vzorky krve pocházely od žen ve druhém trimestru 

těhotenství, přičemž 15 žen následně onemocnělo preeklampsií a 70 bylo zdravých. Zvýšení 

erytroblastů bylo prokázáno v množství na 1000 jaderných buněk i v celkovém počtu těchto 

buněk (viz Tabulka 12). Zkoumané erytrocyty byly fetální i mateřské. (47)  

 

Tabulka 12: Množství erytroblastů u preeklamptických a zdravých žen. (47) 
 Zdravé ženy  Preeklamptické ženy 
Počet žen  72 15 
Doba těhotenství při odběru 
vzorku průměr (rozmezí) 

21 týdnů 
(14,3 – 24,3 týdnů) 

22,9 týdnů 
(17,0 – 29,0 týdnů) 

Erytroblasty na 1000 
jaderných buněk: průměr 
(rozmezí) 

0,8 (0,0 – 11,0) 4,3 (0,0 – 17,0) 

Celkový počet erytroblastů: 
průměr (rozmezí) 

928,96 (0,0 – 14400,0) 6 041,7 (0,0 – 27000,0) 

 

Zvýšené množství erytroblastů v krvi žen, které následně onemocněly preeklampsií ukazuje i 

Davari Tanha a kolektiv. Ty měly ve vzorcích větší průměrný počet erytroblastů (2,46 ± 1,23) 

než ženy zdravé (0,44 ± 0,55). Všechny ženy byly v době odběru krve v devatenáctém až 

dvacátém šestém týdnu těhotenství a všechny nosily jedno dítě. Počet preeklamptických žen 

byl 50 a zdravých 549. (48) 

Zvýšené množství fetální DNA může být vysvětleno zhoršeným odstraňováním této DNA 

z mateřské cirkulace. Tai-Wah Lau a kolektiv zkoumali odstraňování fetální DNA z mateřské 
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plazmy u vzorků získaných od 7 preeklamptických a 10 zdravých žen, které nosily plod 

mužského pohlaví. Vzorky byly odebrány před porodem a pak v následných 6 hodinách po 

porodu. Medián koncentrace fetální DNA byl 521 genomových ekvivalentů / ml (IQR 311-

914 genomových ekvivalentů / ml, rozmezí 274-3089 genomových ekvivalentů / ml) u 

preeklamptických žen a 227 genomových ekvivalentů / ml (IQR 148-338 genomových 

ekvivalentů / ml, rozmezí 38-468 genomových ekvivalentů / ml) u zdravých žen. Šest hodin 

po porodu byl medián koncentrace fetální DNA u preeklamptických žen také vyšší než u žen 

zdravých. Hodnota u preeklamptických žen byla 208 genomových ekvivalentů / ml (IQR 74-

405 genomových ekvivalentů / ml, rozmezí 60-779 genomových ekvivalentů / ml) a u 

zdravých žen 0 genomových ekvivalentů / ml (IQR 0-12 genomových ekvivalentů / ml, 

rozmezí 0-111 genomových ekvivalentů / ml). Průběžné klesání hodnot koncentrací (viz 

Obrázek 5). (49)  

 

Obrázek 5: Odstraňování fetální DNA z mateřské plazmy, osa x zobrazuje čas po porodu 
(min) a osa y koncentraci fetální DNA v plazmě matky (genomový ekvivalent / ml). Sloupec 
A představuje preeklamptické ženy a sloupec B zdravé ženy. (49) 
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Dalším markerem pro predikaci preeklampsie by mohla být koncentrace mRNA CRH 

hormonu (Corticotropin-releasing hormone), která je u preeklamptických žen zvýšená. To 

ukázali Enders Ng a kolektiv. Zkoumali vzorky plazmy 10 zdravých žen, jejichž medián 

délky těhotenství byl 38 týdnů (IQR 37,3-38,3 týdnů), a 12 preeklamptických žen, u kterých 

byl medián délky těhotenství 37 týdnů (IQR 36,6-38,9 týdnů). Medián koncentrace mRNA u 

preeklamptických žen byl 1070 kopií / ml (IQR 535-1468 kopií / ml) a u zdravých žen 102 

kopií / ml (IQR 51-158 kopií / ml). To činí 10,5krát vyšší koncentraci u preeklamptických 

žen. Jako důkaz, že mRNA je opravdu fetálního původu, bylo zkoumáno její odstraňování u 4 

žen po císařském řezu poté, co byla detekována v plazmě všech těchto žen před porodem. Dvě 

hodiny po porodu již u žádné z nich detekována nebyla. (50) 

 

13. Predikce IUGR 

IUGR je zkratka pro intrauterine growth restriction a označuje stav, kdy plod plně nedosahuje 

svého růstového potenciálu. Je spojován s perinatální morbiditou a mortalitou a zvýšeným 

rizikem ischemických srdečních chorob, zvýšeného tlaku a diabetem typu 2 v dlouhodobém 

hledisku. (44) Případné riziko IUGR u těhotných by bylo možno detekovat na základě vyšší 

koncentrace volné fetální DNA v krvi matky. 

Ženy pro výzkum Elisabetty Caramelli a kolektivu byly vybrány na základě výsledku 

vyšetření Dopplerovou metodou. Všech 24 vybraných žen nosilo jeden plod mužské pohlaví a 

u všech žen byla zkoumána plazma. Osm žen mělo UADA (uterine abnormal Doppler 

anomalies) a 16 žen bylo v pořádku (vzorky 2 žen z této skupiny byly vyloučeny, protože 

měly předčasný porod). Medián délky těhotenství všech žen byl 29 týdnů (rozmezí 20-35 

týdnů). Pět žen s UADA během nebo následně po Dopplerově testu trpělo IUGR. 

Koncentrace volné fetální DNA u žen s IUGR je vyšší než u žen bez UADA a s UADA, ale 

bez IUGR (viz Tabulka 13). (51)  

 

Tabulka 13: Koncentrace fetální DNA u zdravých žen a žen s komplikacemi. (51) 
 Počet 

žen 
Medián (genomových 
ekvivalentů / ml) 

Rozmezí (genomových 
ekvivalentů / ml) 

Bez UADA 14 122  5 – 356 
S UADA, bez IUGR 3 99 74 – 220 
S UADA, s IUGR 5 264 136 – 387 
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Výzkum A. Crowleyho a kolektivu ukazuje, že koncentrace volné fetální DNA u žen, kde byl 

později prokázán IUGR není před dvacátým týdnem těhotenství zvýšen. Analyzovaly vzorky 

plazmy 36 žen, které později trpěly IUGR, a 72 zdravých žen jako kontrolu. Mediánní doba 

těhotenství byla při odběru 15 týdnů. Medián koncentrace SRY genu byl 28 genomových 

ekvivalentů / ml (rozmezí 0-1010 genomových ekvivalentů / ml) u žen s IUGR a 27,5 

genomových ekvivalentů / ml (rozmezí 0-1280 genomových ekvivalentů / ml) u zdravých 

žen. Medián koncentrace β-aktinu byl 3975 genomových ekvivalentů / ml (rozmezí 310-

52500 genomových ekvivalentů / ml) u žen s IUGR a 1835 genomových ekvivalentů / ml 

(rozmezí 26-19500 genomových ekvivalentů / ml) u zdravých žen. Přičemž množství β-aktinu 

reprezentuje  celkovou extracelulární DNA v mateřské cirkulaci (44)  

Predikovat IUGR nebude pravděpodobně možné na základě koncentrace erytroblastů v krvi 

matky, protože např. studie Wolfganga Holzgeva a kolektivu žádné takové zvýšení neukázala. 

Vzorky krve pocházely od žen ve druhém trimestru těhotenství, přičemž 10 žen následně 

trpělo IUGR a 70 žen bylo zdravých. Zvýšení erytroblastů nebylo prokázáno v množství na 

1000 jaderných buněk ani v celkovém počtu těchto buněk Byly dokonce získány nižší 

hodnoty u žen s IUGR než u zdravých žen (viz Tabulka 14). Zkoumané erytrocyty byly 

fetální i mateřské. (47)  

 

Tabulka 14: Množství erytroblastů u zdravých žen a žen s IUGR. (47) 
 Zdravé ženy  Ženy s IUGR 
Počet žen  72 10 
Doba těhotenství při odběru 
vzorku průměr (rozmezí) 

21 týdnů 
(14,3 – 24,3 týdnů) 

22,5 týdnů 
(16,0 – 29,0 týdnů) 

Erytroblasty na 1000 
jaderných buněk: průměr 
(rozmezí) 

0,8 (0,0 – 11,0) 0,4 (0,0 – 1,0) 

Celkový počet erytroblastů: 
průměr (rozmezí) 

928,96 (0,0 – 14400,0) 355,6 (0,0 – 1400,0) 

 

Zvýšení fetálních erytroblastů v krvi ukazuje výzkum Raghada Al-Mulftiho a kolektivu, 

avšak do jedné skupiny zahrnuli ženy s IUGR a/nebo  preeklampsií, takže jejich výsledek není 

průkazný pro zvýšené množství fetálních erytroblastů v krvi matky při následném IUGR. 

Dvacet osm žen, jejichž medián délky těhotenství byl 24 týdnů (rozmezí 22-26 týdnů), bylo 

zařazeno do tohoto výzkumu na základě výsledku Dopplerova ultrazvuku. Zvýšené množství 

fetálních erytroblastů bylo u žen s IUGR a/nebo preeklampsií a zároveň měly abnormální 

výsledek Dopplerova testu. Ženy s abnormálním výsledkem, ale bez IUGR nebo preeklampsií 
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neměly hodnoty zvýšeny. Počty erytroblastů byly stanoveny morfologickou a 

imunochemickou detekcí (viz Tabulka 15). (52) 

 
Tabulka 15: Množství erytroblastů u zdravých žen a žen s komplikacemi. (52) 
 Abnormální Dopplerův test Kontrolní skupina 
 IUGR/ preeklampsie Zdravé ženy  
Počet žen  10 8 10 
morfologicky    
Počet erytroblastů 13,5 (3 – 33) 5 (2 – 17) 4 (0 – 14) 
Celkový počet 
jaderných buněk 

206 (102 – 702) 208 (112 – 825) 507 (192 – 835) 

imunochemicky    
Počet erytroblastů 12,5 (2 – 30) 4 (1 – 15) 3 (0 – 16) 
Celkový počet 
jaderných buněk 

208 (100 – 700) 285 (118 – 800) 503 (198 – 824) 

Hodnoty počtu buněk jsou uváděny jako medián a v závorce je rozmezí.  

 

Na konci této kapitoly uvádím studii Maddaleny Smid a kolektivu zaměřenou na množství 

fetální DNA v plazmě matek, které trpí různými placentálními abnormalitami během 

těhotenství. Jako kontrola sloužily vzorky 78 zdravých žen, jejichž mediánní hodnoty 

koncentrace fetální DNA kromě druhého trimestru rostly (viz Tabulka 16).  

 

Tabulka 16: Koncentrace fetální DNA v mateřské plazmě zdravých žen během těhotenství a 
po porodu. (53) 
 První trimestr Druhý trimestr Třetí trimestr Doba porodu 
Počet vzorků  13 21 38 6 
Medián koncentrace 20,7 13,4 23,6 74,8 
Rozmezí koncentrace 0-89,9 0-149,7 0-138,3 26,6-164,1 
Hodnoty koncentrací jsou uváděny v jednotce genomových ekvivalentů / ml 

 

Ženy trpící placentálními abnormalitami vykázaly mnohem vyšší koncentrace fetální DNA 

v plazmě (viz Tabulka 17). (53) 

 

Tabulka 17: Koncentrace fetální DNA u žen s různými komplikacemi. (53) 
  Koncentrace fetální DNA 
abnormalita Počet vzorků Medián  Rozmezí  
Preeklampsie 10 332,9 59-615 
Preeklampsie + IUGR 7 146,8 96-859 
IUGR 3 308,1 169-519 
Hypertenze + IUGR 4 142,4 34-473 
HELLP + IUGR 2 249,7 105-349 
Hodnoty koncentrací jsou uváděny v jednotce genomových ekvivalentů / ml 
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14. Predikce p ředčasného porodu 

Pro predikci předčasného porodu by mohla být využita vyšší koncentrace fetální DNA v krvi 

matky. Tuto skutečnost dokazují Tse N. Leung a kolektiv, kteří zkoumali plazmu žen, 

s podezřením na předčasný porod. Do výzkumu bylo zařazeno 20 žen, které porodily mezi 

dvacátým šestým a třicátým čtvrtým týdnem těhotenství (medián 31,5 týdnů), přičemž 

nejdelší doba mezi odběrem krve a porodem byla 8 dní. Kontrolní skupinu tvořilo 20 žen, 

které porodily v řádném termínu. Medián doby těhotenství při odběru u zdravých žen byl 31,2 

týdnů. Jako marker pro kvantifikaci fetální DNA byl zvolen SRY gen, který byl detekován 

v plazmě všech žen, nosící plod mužského pohlaví a v plazmě žádné ženy, která nosila plod 

ženského pohlaví. Chlapce nosilo 17 kontrolních žen a 13 žen s předčasným porodem, to 

znamená, že u těchto žen byla stanovena koncentrace fetální DNA. Medián koncentrace 

fetální DNA v plazmě zdravých žen byl 65,8 kopií / ml (IQR 44,3-143,3 kopií / ml). U 8 žen 

ze skupiny s předčasným porodem byla nasazena tokolytická léčba, avšak u všech byla 

neúspěšná. Medián koncentrace fetální DNA v plazmě žen s předčasným porodem byl 124,8 

kopií / ml (IQR 67,8-568,2 kopií / ml). Dále byly zkoumány vzorky 12 žen, u kterých bylo 

riziko předčasného porodu mezi dvacátým čtvrtým a třicátým třetím týdnem těhotenství 

(medián 30,3 týdnů), avšak nasazená tokolytická léčba úspěšně oddálila porod až do doby 

přirozeného termínu. Medián koncentrace fetální DNA v plazmě těchto žen byl 46,3 kopií / 

ml (IQR 8,8-79,4 kopií / ml), kdežto u žen s neúspěšnou tokolytickou léčbou byl 119,3 kopií / 

ml (IQR 78,8-439,1 kopií / ml). (54)  

Zvýšenou koncentraci fetálních nukleových kyselin, konkrétně mRNA CRH hormonu 

(Corticotropin-releasing hormone), zaznamenali i Xiao Zhong a kolektiv. Analyzovali plazmu 

35 žen s rizikem předčasného porodu a 15 zdravých žen. Všechny vzorky krve byly odebrány 

v devatenáctém až třicátém třetím týdnu těhotenství (medián 26 týdnů). Jedenáct žen porodilo 

předčasně a u 24 žen byl porod oddálen do řádného termínu díky tokolytické léčbě. Medián 

koncentrace mRNA u žen s rizikem předčasného porodu byl 81 kopií / ml (rozmezí 11-6285 

kopií / ml) a u zdravých žen 38 kopií / ml (rozmezí 17-147 kopií / ml). Medián koncentrace 

mRNA u žen, které porodily předčasně, byl 100 kopií / ml (rozmezí 19-743 kopií / ml) a u žen 

s oddáleným porodem 66 kopií / ml (rozmezí 11-6285 kopií / ml). Čtyři ženy s oddáleným 

porodem měly velice vysoké množství mRNA, v rozmezí 1392-6265 kopií / ml). (55)  

Dále je nutné uvést, že přítomnost erytroblastů v krvi žen s předčasným porodem zvýšená 

není. To dokázaly Irene Hoesli a kolektiv. Byly získány vzorky krve 47 žen s předčasnými 

kontrakcemi a 47 zdravých žen, přičemž všechny byly ve dvacátém až třicátém čtvrtém týdnu 
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těhotenství. Počet erytroblastů nebyl zvýšen u 16 žen, které porodily předčasně, ani u 31 žen, 

které měly předčasné kontrakce, ale porodily v řádném termínu (viz Tabulka 18). (56) 

 

Tabulka 18: Množství erytroblastů u zdravých žen a žen s předčasným porodem. (56) 
 Předčasné kontrakce  
 Předčasný porod  Porod v termínu Kontrolní skupina 
Počet erytroblastů: 
medián (rozmezí) 

2 
(0-24) 

1 
(0-74) 

2 
(0-29) 

 

15. Predikce trizomie 21 

Downův syndrom je možné s vysokou jistotou predikovat na základě přítomnosti fetální DNA 

v krvi matky. Pro to hovoří studie Dennise Lo a kolektivu. Vzorky plazmy pro analýzu 

pocházely z Bostonu a Hong Kongu. Bostonské vzorky pocházely od 7 žen s mužským 

plodem s trizomií 21; 19 s euploidním mužským plodem a 13 s ženským plodem. Vzorky 

z Hong Kongu pocházely od 6 žen s mužským plodem s trizomií 21, 18 s euploidním 

mužským plodem a 10 s ženským plodem. Bostonské vzorky byly získány v průměrné době 

těhotenství 17,3 týdnů (rozmezí 12-21 týdnů) u žen s plody s trizomií 21 a 17,1 týdnů 

(rozmezí 12-21 týdnů) u žen s euploidními plody. Hong kongské vzorky byly získány 

v průměrné době těhotenství 18 týdnů (rozmezí 16-21 týdnů) u žen s  plody s trizomií 21 a 

17,2 týdnů (rozmezí 16-21 týdnů) u žen s euploidními plody. Jako marker pro kvantifikaci 

fetální DNA byly použity SRY sekvence odvozené od chromozomu Y, které nebyly 

detekovány v žádné plazmě od ženy s plodem ženského pohlaví. Medián koncentrace fetální 

DNA u plodů s trizomií 21 byl 46,0 genomových ekvivalentů / ml (Boston) a 48,2 

genomových ekvivalentů / ml (Hong Kong). Pro vzorky s euploidními mužskými plody byly 

mediány 23,3 genomových ekvivalentů / ml (Boston) a 16,3 genomových ekvivalentů / ml 

(Hong Kong). (57) Zvýšení potvrzují i Diana Bianchi a kolektiv, jež použily DNA z fetálních 

buněk. Jako marker byla vybrána specifická sekvence dlouhého raménka Y chromozomu. Ze 

199 zdravých žen nosilo 90 mužský plod a 109 ženský plod. Průměrná hodnota ekvivalentů 

mužské fetální buněčné DNA u vzorků žen se zdravým mužským plodem byla 19 (rozmezí 0-

91). Je zajímavé, že Y chromozomální sekvence byly nacházeny i v některých vzorcích žen se 

zdravým plodem ženského pohlaví. Osmnáct vzorků bylo získáno od žen, které nosily 

mužský plod s Downovým syndromem. Průměrná hodnota ekvivalentů mužské buněčné DNA 

u těchto vzorků byla 110 (rozmezí 0,1-650). (58) 
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Antoni Farina a kolektiv použili mateřské sérum získané ve druhém trimestru těhotenství žen, 

přičemž 15 žen nosilo plod mužského pohlaví s Downovým syndromem a 5 žen nosilo zdravý 

mužský plod. Medián koncentrace volné fetální DNA byl u plodů s Downovým syndrom 

1,7krát vyšší než u zdravých plodů. (59)  

Zvýšenou koncentraci fetální DNA u Downova syndromu vyvrací studie Ilony Hromadníkové 

a kolektivu. Zkoumaly vzorky plazmy od 21 žen s jedním zdravým plodem (odběr mezi 

patnáctým a devatenáctým týdnem těhotenství) a 16 žen, jejichž plod byl postižen trizomií 21 

(odběr mezi sedmnáctým a dvacátým druhým týdnem těhotenství). Jako markery byly použity 

SRY gen a gen β-globinu. SRY gen nebyl detekován u žádného těhotenství s ženským 

pohlavím plodu a u 22 ze 24 těhotenství s mužským pohlavím plodu byla detekce úspěšná. 

Medián koncentrace fetální DNA u 11 těhotných žen s  mužským plodem postiženým trizomií 

21 byl 23,3 genomových ekvivalentů / ml (rozmezí 0-58,5 genomových ekvivalentů / ml) a 

24,5 genomových ekvivalentů / ml (rozmezí 0-47,5 genomových ekvivalentů / ml) u 13 žen 

s euploidním mužským plodem. Medián koncentrace celkové DNA byl u 21 žen s euploidním 

plodem 7330 genomových ekvivalentů / ml (rozmezí 1300-36750 genomových ekvivalentů / 

ml) a u 16 žen s trizomickým plodem 10615 genomových ekvivalentů / ml (rozmezí 615-

65000 genomových ekvivalentů / ml). (60)  

 

16. Závěr 

Prenatální neinvazivní diagnostika se stává součástí rutinní péče o těhotné ženy. Tento její 

vstup do klinické praxe je důležitý krok vpřed v péči o těhotné, protože nepředstavuje žádné 

riziko pro matku ani dítě ve srovnání s tradičními invazivními metodami. Právě míra rizika 

určitého vyšetření často ovlivňuje rozhodnutí ženy, zda dané vyšetření podstoupí nebo ne.  

Ve své práci jsem ukázala, že specifita a senzitivita neinvazivní diagnostiky je dostatečně 

vysoká na to, aby predikovala komplikace v těhotenství nebo určovala vlastní genotyp plodu. 

Není pochyb o tom, že v budoucnosti bude možno pomocí tohoto způsobu diagnostiky  

predikovat s dostatečnou jistotou další těhotenské komplikace a aberantní genotyp plodu.  

Tato práce by v rámci diplomové práce mohla být rozšířena o vlastní výzkum autorky na poli 

prenatální neinvazivní diagnostiky v České republice.  
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