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ABSTRAKT

Tato prace pojednava o divodech, které vedly nahodné vybrany vzorek pacientek
Genetické poradny MUDr. Miloslava Kuklika v Ustavu pro pééi o matku a dité k podstoupeni
invazivniho prenatalniho vyS$etfeni. Za timto u€elem jsem zpracovala 127 lékarskych karet
gravidnich Zen ve véku 20-45 let, které v letech 2004-2006 navstivily Genetickou poradnu a
podrobily se invazivni diagnostice. Indikace k podstoupeni téchto zakroku jsou zaneseny do
tabulek v programu Excel. Tabulky a grafy znich ziskané jsou v pfiloze a hodnoceni a
vystupy ve vysledcich.

Pfevaznou cast této prace tvori literarni reSerSe o nejvyznamnéjSich metodach
prenatalni diagnostiky a to invazivnich i neinvazivnich, jejich vyhodach a nevyhodach a

dalSim potencialnim vyvoji v budoucnosti.

I have attended to indications which had led randomized part of patiens of Genetic
Clinic Dr Miloslav Kuklik in Institute For The Care Of Mother And Child to undergo an
invasive prenatal investigation in this study. I have elaborated 125 medical cards of pregnant
women at the age of 20-45 years, who had visited the genetic clinic and underwent the
invasive prenatal investigation. Causes for undergoing these invasive diagnostics are assumed
in a program Excel‘s tables. Tables and graphs are attached.

The majority of this study is composed of a literature retrieval about most important
invasive and non-invasive prenatal diagnostic methods, about pros and cons of these

diagnostic methods and about their next development in the future.
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1. Uvop

Prenatalni diagnostika je dynamicky se rozvijejici disciplinou spojujici 1€kaiské,
genetické a v posledni dobé& také psychologické obory. Jejim cilem je, v co nejranéjsim stadiu
t€hotenstvi, objevit odchylky ve vyvoji plodu a nastavajici rodi¢e informovat o pfipadnych
komplikacich. Zkvalitiiovani prenatalni péce stale posouva moznosti diagnostiky do rané€jsich
fazi t€hotenstvi, coZ rodi¢im poskytuje ¢as na rozhodovani o dal§im vyvoji t€hotenstvi a
psychickou pfipravu na piipadné narozeni postizeného potomka.

Pfitom jsou kladeny pozadavky na maximalni pfesnost vysledkt vySetfeni, aby matka
nebyla vystavovana zbytetné psychické zatézi v ptipadé vysledkid fale$né pozitivnich. Zatim
neexistuje idealni a 100% spolehlivy test, proto se pro co nejvét§i piesnost kombinuji a
navzajem dopliiuji rizné testy a testované faktory. Zaroven jsou neustale hledany nové
postupy, které by prenatalni diagnostiku co nejvice usnadnily a zpfesnily.

Nejpresnési udaje prozatim poskytuji invazivni diagnostické metody, ale ty zaroven
nesou riziko pro t€hotnou Zenu a jeji plod, proto jejich provedeni musi byt né¢im indikovano.
Pravé kvyhledavani pacientek se zvySenym rizikem chromozomalnich aberaci slouzi
neinvazivni screening, nejcastéi biochemicky a ultrazvukovy, jehoZz pozitivni vysledky jsou,
vedle pokroCilého véku pacientky, nejCastéj§im duvodem pro podstoupeni invazivniho
prenatalniho vySetfeni.

Prenatalni diagnostika je vsouCasnosti hojné rozSifena v zemich s vyspélym
zdravotnictvim a pfedstavuje dilezity zdroj informaci pro nastavajici matku o jejim

téhotenstvi.

2. HISTORIE PRENATALNI DIAGNOSTIKY

Naplni prace prvnich poraden pro gravidni Zeny, které byly v Cechach zfizeny
v Olomouci (r. 1938) a Brné (r. 1941), byla zejména snaha pfedchazet pfed€asnym porodim a
diagnostikovat patologické t&hotenstvi vyzadujici Gstavni pé&i (Stembera, 2003 ).

V pribéhu druhé svétové valky vznikaly dal§i poradny, do roku 1945 jich bylo
v Cechach a na Moravé 142 (Stembera, 2003 ).



Navstévnost ale v této dobé byla pouze 28%. Jak se pii hloubkové kontrole ukazalo,
byla tato nizka navstévnost zpuisobena zejména nedostatujicimi hygienickymi podminkami,
nizkou urovni poskytovaného vySetfeni a nedostatkem specializovanych lékaii v poradnach
(Stembera, 2003 ).

Ke skute€nému rozvijeni prenatalni diagnostiky za¢alo dochazet aZ po roce 1966, kdy
bylo prokazano, ze chromozomalni konstituci plodu lze ur¢it analyzou kultivovanych bunék
zplodové vody (Simpson, Bischoff, 2004 %). V nasledujicich letech byly pro vyuziti v
prenatalni diagnostice objevovany rizné hormony vypovidajici o pribé&hu téhotenstvi.
Analyzou jejich hladin v krvi t€hotné Zeny 1ze detekovat t€hotenstvi s patologickym vyvojem.
Vysledky ziskavané z biochemickych vySetfeni se tak neustale zptestiovaly.

Stale se zlepSujici urovefi prenatalni pé€e doprovazel trend klesajiciho pottu mrtvé
narozenych déti. V Cechach miZeme dobu od r. 1948 do soudasnosti rozdélit na n&kolik

hlavnich etap, kde je toto ziejmé. (Stembera, 2003 ).
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Graf 1: Vyvoj mrtvérozenosti v Cechich (Stembera, 2003 ')

Objev volné cirkulujicich nukleovych kyselin plodu v krvi t€¢hotné Zeny na konci
devadesatych let znamenal prilom ve vyvoji prenatalni diagnostiky (Lo, ef al, 1997° ). Na

jejich analyze a moznostech vyuziti v diagnostice se stale pracuje.




V poslednich nékolika letech dochazelo krozSifovani pfistrojového vybaveni,
zkvalitiiovani péce o pacientky a dal§imu ristu navstévnosti poraden. Napiiklad ultrazvukové
vysetfeni v roce 2003 podstoupilo 96,6% vsech téhotnych Zen (Stembera, 2003 ') a vice nez
90% t&hotnych Zen v CR absolvovalo alespoti 10 navitév u specializovaného lékate (Hdjek,

2003 %).

3. INDIKACE K PRENATALNIMU VYSETRENI

Pied provedenim invazivnich diagnostickych metod se pouZziva screening, ktery slouzi
k vyhledavani t¢hotnych Zen se zvySenym rizikem pro konkrétni patologie plodu.

Screening by mél byt co nejefektivnéjsi, tzn. detekovat co nejvétsi mnozstvi skuteéné
postizenych plodi s minimalni fale$nou pozitivitou, tedy s minimalnim procentem zdravych
plodii ozna&enych za postizené (Viskovd, Calda, 2003 °).

Nejcastéj§im divodem k podstoupeni invazivniho prenatilniho vySetfeni je vysoky
vék zeny. Podle statistik s vékem Zeny stoupa riziko poskozeni plodu Downovym syndromem

(Calda, 1998 ).
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Graf 2: Incidence Downova syndromu (Thompson, 2004 ")
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Riziko je o néco vyssi pii amniocentéze nez pii narozeni vzhledem k frekvenci potratt
u t€hotenstvich s Downovym syndromem. Za zlomovou hranici se povazuje vék 35 let, kdy je
riziko vzniku Downova syndromu 1/250 (Thompson, 2004 ). Proto miize byt pokro&ily vek
sam o sob&é dostaCujicim divodem pro podstoupeni invazivniho zakroku prenatalni
diagnostiky.

Castou indikaci kinvazivnimu vySetfeni je také pozitivni biochemicky nebo
ultrazvukovy screening.

Kromé vysokého v€ku a pozitivnich vysledki biochemického ¢&i ultrazvukového
screeningu muze byt indikaci k prenatalnimu vy§etfeni postiZzeni matky ur¢itymi chorobami &i
infekcemi. Nejvétsi validitu maji rizikové faktory vzniklé v prub&hu téhotenstvi (jako napt.
krvaceni, hypertenze, viceetné téhotenstvi) (Hdjek, 2003 ®).

ProtoZe je metabolismus matky uzce spjat s metabolismem plodu, mohou mit nékteré
choroby matky negativni vliv na vyvoj plodu. Mezi nebezpetna metabolicka onemocnéni
patii napf. diabetes mellitus, kdy deficience hormonu inzulinu muZze mit za nasledek 3x vyss§i
postizeni plodu vrozenymi vyvojovymi vadami srdce, ledvin, konletin a centralni nervové
soustavy. Pfi thyreopatii, postizeni §titné zlazy, hrozi deficience nebo naopak hromadéni
thyreoidnich hormoni, coz mizZe vést az k abortu plodu (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 °).

Lécba antiepileptiky v pifipadé€ epilepsie matky miiZe byt pro zdravi plodu nebezpecna,
protoZze antiepileptika spadaji do kategorie 1ékti s pravdépodobnou teratogenitou (Hdjek,
Kulovany, Macek, 2000 °).

Pfi postizeni matky infek¢nimi onemocnénimi hrozi také postiZzeni plodu. U neléCené
toxoplasmoézy hrozi az 60% riziko infekce pro plod, postizeni jeho duSevniho vyvoje,
kalcifikace mozku, slepota aj. (Zizka, Calda, '°).

Podstoupila-li Zena pfed otéhotnénim chemoterapii, hrozi vznik chromozomalnich
aberaci v zarodecnych buiikach. To plati i pro muze, ktefi byli z néjakého divodu pod vlivem
ozafovani. PoCeti i dlouho po ozafeni je spojeno srizikem vzniku bodovych mutaci a
t€hotenstvi by v takovém pfipadé mélo byt klinicky sledovano uz od samého pocatku
(Harper, 1993 i,

Dalsi indikaci miZe byt zatéZz v rodokmenu dédi¢nymi onemocnénimi &i problém
v predchozich graviditach. Pod genetickym sledovanim jsou také Zeny, které podstoupily

umélé oplodnéni.



4. NEINVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

Nespornou vyhodou neinvazivnich diagnostickych metod je minimalni zatéz a riziko
pro matku i plod.

Nejrozsifenéjs§i neinvazivni metodou je screening, ktery vprvé fad€ slouzi
k vyhledavani Zen se zvySenym rizikem patologického vyvoje plodu. V soucasné dobé&
existuje screening nékolika hlavnich typl: screening chromozomalnich aberaci (podle véku
a anamnestickych udaju téhotné Zeny biochemicky screening (pouZiti markeri AFP, hCG,
uE3), ultrazvukovy screening (ultrazvukové markery chromozomalnich aberaci a

malformace) a screening dédiénych onemocnéni (Calda, 1998 °).

Screening ale poskytuje informace pouze o statistickém riziku vzniku vrozené
vyvojové vady plodu a nemilZe proto byt plnohodnotnou alternativou k vySetfeni
invazivnimu.

V soucasnosti dochazi k rozvoji zcela novych neinvazivnich metod, zalozenych na
analyze krve t€hotné Zeny. V matefské krvi se totiz nalézaji fetalni buiiky a nukleové kyseliny
(Lo, et al, 1997 ), poskytujici §iroké spektrum informaci o chromozomalni konstituci plodu.
Tyto rychle se vyvijejici metody s nulovym rizikem pro téhotenstvi budou pravdépodobné v

budoucnu nahrazovat metody invazivni.
4.1. Biochemicky screening

Pii biochemickém screeningu se vySetfuji hladiny hormond, tzv. markerd, v krevnim
séru téhotnych Zen. Abnormalné sniZenid ¢&i zvySena hladina téchto hormoni muZe
signalizovat, Ze v téhotenstvi néco neni v pofadku. Pozitivni vysledky screeningu jsou
indikaci k invazivnimu vySetfeni. Pro vétsi pfesnost se biochemicky screening €asto dopliiuje

se screeningem ultrazvukovym.



onemocnéni AFP hCG uE3 |PAPP-A
tris. 21 ! 1 ! !
tris. 18 ! ! !
tris. 16 1 1
tris. 13 !
Pohl. chr. il )
anencefalie !
NTD 1

Tab. 1: ZvySené &i snizené hladiny markeri poukazujici na riziko ur¢itého onemocnéni
(upraveno dle Thompson, 2004 ).

Pfi interpretaci vysledkid je tfeba zohlednit, Ze hladiny hormond se také méni dle
gestacniho vé€ku a v zavislosti na riznych faktorech, jako u téhotenstvi s dvojcaty, podle
hmotnosti t€hotné Zeny a u nékterych chorob, kterymi téhotna Zena trpi (takto hladinu
markert ovliviiuje napt. diabetes mellitus) ( Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 °).

Gestadni stafi

Marker (tydny) MoM
AFP <15 0,73
215 0,74

uE3 <15 0,68
215 0,73

8 hCG <15 2,04
215 2,30

Tab. 2: Medidny hlavnich markeru v zdvislosti na gestanim
stafi (Cuckle, 1995 *°)

Absolutni hodnoty markerd jsou bézné propoc€itavany na MoM (multiple of medians),

coZ jsou nasobky mediani normalnich hodnot ziskané u kontrol pro dané gestacni stafi.

Nejdulezitéj$i markery pouzivané pro biochemicky screening jsou: alfafetoprotein

(AFP), tehotensky plasmaticky protein A (PAPP-A), nekonjugovany estriol (uEs3) a lidsky

choriovy gonadotropin (hCG).




Biochemické markery

AFP je fetalni glykoprotein tvofeny uz od 29. dne poleti zejména jatry a ledvinami
plodu a odtud je vylu€ovan do krevniho obéhu a plodové vody. Pies placentu a materno-
fetalni cirkulaci se dostava do krevniho ob&hu matky, jeho hladina proto mize byt
stanovovana z krevniho séra matky (maternal serum AFP, tedy MS AFP) nebo z plodové
vody (Thompson, 2004 7).

Hladina AFP se méni v zavislosti na gestanim stafi. Jeho syntéza prudce narista do
10.-13. tydne a po 16. tydnu gravidity jeho mnozstvi klesa (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 °).

Uloha tohoto proteinu spo&ivd nejspi§ v ochran& plodu pfed imunitni reakci
matefského organismu (Milunsky, A., 1992 '%). Jeho vyuiti v prenatalni diagnostice je
zaloZzeno na patologické propustnosti fetoplacentalni bariéry, coZ je doprovodny znak
napfiklad poruch uzavéru nervové trubice (Brock, Bolton, Monaghan, 1973 By a poruSené
vaskularizace placenty u chromozomalné podminénych vrozenych vyvojovych vad (VVV)
jako je Downtiv syndrom (Chard, Lowings, Kitan, 1984 **).

SniZeni hladin pod normalni hodnoty ukazuje na riziko vzniku Downova syndromu a
dalsich chromozomalnich aberaci, jako trisomie 18, 13, aneuploidie pohlavnich chromozomi
a dalsich (Brambati, et al., 1986 ). Zvy3eni hladin se pak vyskytuje u trisomie chromozomu
16 a u chorob zpisobujicich tnik fetalnich proteini, véetné AFP, pfes kiizi a jeho nasledné

hromadéni v plodové vod&. (Chard, Lowings, Kitan, 1984 '*)

hCG je glykoprotein sloZzeny z beta a alfa podjednotky a syntetizovany v buiitkach
syncytiotrofoblastu. V diagnostice se vyuziva jeho beta podjednotky. Hlavni funkci hCG je
udrzovat syntézu progesteronu v corpus luteum a testosteronu fetalnich varlat (Hdjek,
Kulovany, Macek, 2000 9).

Na korelaci vyssich hladin hCG a vyskytu chromozomalnich aberaci plodu jako prvni
upozornil Bogart. Ten popsal 17 pfipadii s Downovym syndromem, z nichz 11 (tj. 65%) mélo
hCG vys$i , u 74 zdravych plodt se zvySeni hCG projevilo jen v jednom pfipadé. (Bogart,
198719,

Jeho tvrzeni potvrdil Wald provedenim rozsahlé studie 77 pifipadd s Downovym
syndromem a 385 kontrol v letech 1973-1983 (Wald, et al., 1988 7).



Toto zvySeni koncentraci hCG by mélo souviset stim, Zze hCG je produkovan
placentou a jeho koncentrace mezi 10-20. tydnem znatelné klesne. Plody s Downovym
syndromem jsou nezralé a produkuji vysoké koncentrace hCG typické pro rana t€hotenstvi,
coz zpisobuje rozdil mezi koncentraci hCG u plodi postiZzenych a normalnich (Wald, et al.,
1988 7).

Zvyseni hladin volné beta podjednotky hCG v prvnim i druhém trimestru poukazuje
dale na vyvo] Turnerova syndromu (monosime chromosomu X) a unipaternalni disomii

chromosomu 16, sniZeni hladin pak na vyskyt trisomie 18 (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 %.
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Graf 3: Hladiny hCG v 10.-14. tydnu t&hotenstvi (Macek, et al., 1999 '¥)

PAPP-A je glykoprotein produkovany v t€hotenstvi zejména trofoblastem a nasledné
uvoliiovan do mateiské cirkulace. Jeho biologicka funkce je zatim neznama (Calda, 1998 5.
Hladiny PAPP-A narustaji od 5.-18. tydne gravidity, amémeé se zvySujici se hmotnosti. Do 14.
tydne se jeho hladina zvy$i desetinasobng. (Macek, et al., 1999 '®). SniZené koncentrace

tohoto proteinu poukazuji uz v 6.-9. tydnu téhotenstvi na riziko Downova syndromu. (Macek,
etal, 1999 '%).
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Graf 4: Hladiny PAPP-A v 10.-14. tydnu t&hotenstvi (Macek, et al., 1999 '¥)
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uE3 vznika zestriolu, je produkovan placentou z maternalnich substrati (z
cholesterolu, ktery pfechazi do placenty, postupné se pfeméiiuje na estriol a vraci se do jater
matky) a detekovatelny je v maternalnim séru. (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 °).
Koncentrace tohoto markeru je snizena u nezralych nadledvin a jater plodu. Méfeni
koncentrace tohoto hormonu je také spolehlivy test na trisomii chromozomu 21, 18 ¢&i
anencefalii (Canick, et al., 1988 19).

Podle doby provedeni ukonu miiZzeme biochemicky screening rozdélit na screening

prvniho trimestru a screening druhého trimestru t€hotenstvi.

Screening prvniho trimestru

Screening prvniho trimestru je provadén mezi 11.-14. tydnem gravidity. Markery,
jejichz hladina se pfi tomto typu vySetfeni zjiStuje, jsou AFP, PAPP-A, hCG a uE3.
Spolehlivost téchto markeri pfi detekci Downova syndromu pfi zachované 5% faleSné
pozitivit& uvadi tabulka sestavena dle Cuckle (Cuckle, Lith, 1999 *°).

Cim vice markerl se vySetiuje, tim je test samozfejmé spolehlivéjsi. Pravdépodobnost
zachytu Downova syndromu se dale zvySuje pifi pouziti biochemického screeningu

v kombinaci s ultrazvukovym méfenim nuchalni translucence (NT).

Marker bis:c'::‘e’;tf:'(‘;) Biochemie + NT (%)

hCG 41,8 77,7
PAPP-A 52,2 81,2
PAPP-A + hCG 64,6 86,4
PAPP-A + hCG + AFP 66,6 87,2
PAPP-A + hCG + uE3 68,6 87,9
V&echny &tyii markery 70,1 88,3
Samostatnad NT - 72,7

Tab. 3: Odhad pravdépodobnosti zichytu (%) Downova syndromu pii

zachovani 5% fale$né pozitivity: biochemické testovani s riiznou kombinaci

markeri a NT v 9-11 tydnu t&hotenstvi (Cuckle, Lith, 1999 ®).

Screening druhého trimestru
Screening druhého trimestru, znamy jako triple test nebo AFP test, je zaloZzen na
interpretaci hodnot uE3, hCG a AFP v matefském séru. Jedna se o odbér krve matky mezi 15.

a 22. tydnem téhotenstvi a je to rutinni metoda ve vétsiné civilizovanych zemi.
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Pouzivani trojkombinace vSech tfi markeri (hCG, uE3 a AFP) spolu s vékovou
indikaci pro co nejpfesnéj§i vysledky navrhl Wald (Wald, et al., 1988 1), Je tak umozné&na
detekce pies 60% piipadi plodu postizenych Downovym syndromem. Podle Cuniffa (Cunniff,
2004 *') mize byt identifikovano biochemickym screeningem druhého trimestru dokonce a2
80% piipadi Downova syndromu.

Screening druhého trimestru se pouZiva nejenom pro detekci aneuploidii chromozomi,
ale také pro prevenci jinych vyvojovych vad, jako jsou anencefalie, poruchy uzavéru nervové
trubice, medialni rozs§tép patra a dalsi poruchy prenatalniho vyvoje plodu. O tomto Sirokém
vyuziti koncentraci AFP informovali Brock a Sutcliffe (Brock, Sutcliffe, 1972 o) kdyz v roce
1972 ukazali, Ze koncentrace AFP v amniové tekutiné plodu s anencefalii jsou vyrazné vyssi
nez u plodd normalnich. Odbéry plodové vody provadéli ve vét§iné piipadu v 26. tydnu, ale
podle jednoho pfipadu odbéru z 18. tydnu a jednoho pfipadu ze 13. tydnu se uz tehdy Brock
zmifioval o moznosti vyuziti tohoto méfeni v ranéjSich fazich t€hotenstvi (Brock, Bolton,
Monaghan, 1973 ).

Biochemicky sceening je pro vétsi efektivitu doplfiovan ultrazvukovym vySetfenim.
Ultrazvuk se pouziva hlavné kupfesnéni gestatniho stafi a kvylouCeni vicecetného
t€hotenstvi, protoze v takovych pfipadech je hladina AFP zménéna. Normalni vysledek

ultrazvukového vysetfeni sniZuje riziko defektu neuralni trubice o 95% a vice (Cunniff, 2004

21).

4.2. Ultrazvukovy screening

Chromozomalni aberace plodu jsou doprovazeny vnitfnimi nebo vné&jS§imi
morfologickymi odchylkami (tedy ultrazvukovymi markery), které lze pozorovat na
ultrazvuku. Ultrazvukovy screening tak slouZi nejenom napfiiklad ke sledovani ristu plodu,
jeho pozice a morfologii, k detekci viceCetného téhotenstvi, k dataci téhotenstvi a sledovani
placenty a mnozstvi plodové vody ale i pfipadnych vyvojovych anomalii plodu.

Touto metodou lze detekovat takika vSechny pfipady anencefalie a asi 90% pfipadi
oteviené spina bifida u pfipadi se zvySenym rizikem (napf. u pfipadi s vysokymi
koncentracemi AFP) (Cunniff, 2004 *").
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Markery fetalnich chromozomalnich aberaci jsou napf.. nuchélni translucence (NT),
délka nasalni kosti, cysty choriodalniho plexu, zvy§ena echogenita sttevniho obsahu, roz§ifeni
ledvinné panvicky, délka humeru aj. (Cunniff, 2004 21y Zachyt vad se v souasnosti posunuje
z druhého trimestru do €asnéjsich fazi t€hotenstvi, a to do 9.-13. tydne.

Vyuziti NT pro detekci plodd s Downovym syndromem navrhl vroce 1985
Benaceraff, kdyz prokazal souvislost mezi zvétSenou oblasti nuchalni translucence a
vyskytem tohoto syndromu (Benacerraf, 1985 3). PH vySetfeni nuchalni translucence se méfi
objem lymfatické tekutiny, ktera se kumuluje mezi patefi a kizi na krku plodu (Smith, 2006
)

Nuchalni translucence vétsi nebo rovna 3mm se vyskytuje u 86% trisomickych (59%
trisomie 21, z 41% trisomie 13, 18) a 4,5% chromosomalné normalnich plodi (Calda, 1998,

8 ). Zvy%ena nuchalni translucence nad 2,5 mm se dale vyskytuje u

Kulovany, et al., 199
postizeni plic, dysplazii, u postizeni plodu toxoplasmozou , virovymi a bakterialnimi

infekcemi, u naruseni hemodynamiky u plodu s t&kymi VVV (Kulovany, et al., 1998 %)

|
I
)

I
. -o-{-- svve v ma

9 10 11 12 13 14 15

L7 tyden

Graf 5: Vyvoj velikosti nuchalni translucence v zavislosti na gestalnim staii
(Kulovany, et al., 1998 %)

Kombinaci méfeni NT, délky nosni kosti a biochemického screeningu 1ze pii faleSné
pozitivité 5% identifikovat az 97,5% trisomii 21 (Viskovd, Calda, 2003 °). Dalsi studie
roz§ifily vyuziti tohoto markeru o detekci trisomii 13, 18 a monosomie X (Kulovany, et al.,
1998 %).

Pro ovéfovani pozitivnich vysledki screeningu je Zenam s rizikem aneuploidii nebo
vrozenych vyvojovych vad plodu doporu¢ovana amniocentéza ¢i odbér choriovych klkui, tedy

metody invazivni.
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4.3. Diagnostika z krve matky

Izolace fetalnich bunék z krve matky

Placenta propojuje plod a matefsky organismus a proto nékteré fetalni buiiky, jako
leukocyty, buiiky trofoblastu ¢i erythroblasty, prostupuji placentarni bariérou a koluji pak v
krevnim obé&hu matky, odkud mohou byt izolovany a jakoZto zdroje DNA pouzity pro
vySetfeni v prenatalni diagnostice (Kunert, 1997 %)

Pro cytogenetickou analyzu jsou nejvhodnéj§imi buitkami jaderné erytrocyty, protoze
ty se v krevnim ob&hu dospélého jedince (a tedy matky) normalné nevyskytuji (7Takabayashi,
etal, 1995 7).

Vymeéna krve mezi matkou a plodem je teoreticky mozna od 4. tydne t€hotenstvi, kdy
zacina srdeni akce plodu, tuto metodu je tedy mozné provadét jiz béhem prvniho trimestru
t€hotenstvi. Jademné erythrocyty se v matefské krvi nalézaji od 8. — 24. tydne t€hotenstvi
(Takabayashi, et al., 1995 7).

Jako nejvhodnéjsi obdobi pro odbér fetalnich jadernych erythrocyti se zda byt doba
kolem 15. tydne t€hotenstvi, tedy druhy trimestr. Mnozstvi fetalnich bunék totiz stoupa
v zavislosti na gestatnim véku, podle nékterych studii ale ve tfetim trimestru zacind klesat
(Alba, et al., 2001 %).

K urceni, jestli jsou izolované buriky matefského pivodu nebo pochazeji z fétu, se
pouziva metoda PCR pro detekci repetitivnich sekvenci typickych pro Y-chromozom.

Takabayashi izoloval mikromanipulatorem z matefské krve jademné erytrocyty
fetalniho pivodu a u deseti pfipadd z jedenacti se mu podafilo spravné ur¢it pohlavi plodu
(Takabayashi, et al., 1995 7).

Tuto diagnostickou metodu v$ak vyrazné zpochybnil pokus péti nezavislych
laboratori, které nebyly schopny v plasmé 38 t&€hotnych zen &ekajicich potomky muzského
pohlavi identifikovat a izolovat buiiky pochazejici z plodu (Bischoff. et al., 2003 **).

V posledni dobé se od analyzy buné€k zkrve matky postupné upousti. Izolace
neposkozenych fetalnich bunék je technicky naro¢na a mnozstvi bunék, které 1ze takto ziskat,
je velmi malé - v 1ml matefské krve se vyskytuje jedna jaderna Cervena burika (A/ba, et al.,
2001 %), tzn. asi 0,008% - 0,0035% (Poon, Lo, 2001 *).

Navic fetalni buiky mohou v krvi matky pfetrvavat i po ukonCeni téhotenstvi a pfi

odbéru krve Zeny tak hrozi jejich smichani s burikami z pfedchazejicich t€hotenstvi.
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Pomér fetalnich bunék
Trimestr vu¢i matefskym burikadm
Prvni 0,27 *10°
Druhy 3,52*10°
Treti 8,56 * 10°

Tab. 4: Odhadovany podet fetdlnich bunék podle gestaniho saFi
(Hamada et al., 1993, In: Simpson, Elias, 1994 31, 3§)

Izolace fetalnich bunék vyplachem délozniho ¢ipku

Buriky trofoblastu oddé€lené z placenty jsou pifitomny v déloznim hrdle a odtud mohou
byt ziskany takika neinvazivnim vyplachem pro analyzu pomoci PCR nebo FISH. Uz od 6.
tydne gestaCniho stafi mohou byt tyto buriky pouzity pro analyzu chromozomu X, Y €i 21. a
tedy mj. pro uréeni pohlavi plodu (4dinolfi, et al., 1995 **). Pted pouzivanim této metody ale
varuje Chou, ktery ve své praci pfedstavuje pfipad €inské Zeny, jiz byl vyplach dé€lozniho
kr¢ku proveden v 8. tydnu téhotenstvi. Dit€ se narodilo pfedCasné, s koncetinami
deformovanymi a amputovanymi (Chou, Lin, Ho, 1997 34).

Tato metoda nebyla zatim dikladné prostudovana a je tfeba ji pokladat za

experimentalni.

Izolace volné fetalni DNA

Kdyz v roce 1997 Lo a kol. informoval o objevu nukleovych kyselin fetalniho pivodu,
volné cirkulujicich v krevnim ob&hu matky (free fetal DNA), zaCala se rozvijet zatim
nejperspektivnéjsi neinvazivni diagnosticka metoda. (Lo, et al, 1997°).

Koncentrace DNA v matefské plazmé je prekvapivé vyssi nez koncentrace fetalnich
bunék. Vzrista postupné od 1. trimestru do 3. trimestru, prudky narust koncentrace
v poslednich 8 tydnech té&hotenstvi ale muze byt zpisoben patologickymi procesy
postihujicimi placentu a poruSenim placentalni bariéry mezi plodem a matkou (Simpson,
Bischoff, et al., 2004 ).

Primémé se koncentrace DNA pohybuje primémé okolo 7%, po pfidani
formaldehydu do vzorku krve stoupne koncentrace izolovatelné DNA primémé na 20,2%
(Dhallan, et al., 2004 **). Formaldehyd stabilizuje buné&né membrany a potlacuje tak lyzi a
destrukci bunék gravita¢nimi silami, které pfi izolaci DNA vznikaji centrifugaci vzorku. Také
inhibuje enzymy jako DNazu degradujici DNA (Dhallan, et al., 2004 *).
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I po oSetfeni vzorku krve formaldehydem je ale vytéZzek volné DNA nepravidelny a
pohybuje se v Sirokém rozmezi od 17-94%, proto je dale potfeba vyvijet techniky pro
zvySovani koncentrace (Benachi, Costa, 2007 *°).

Piitomnost DNA v plazmé matky po porodu prudce klesa a do n€kolika hodin zcela
zmizi (Poon, Lo, 2001 *°), takze nehrozi kontaminace vzorku DNA pochazejici z pfedchozich
t€hotenstvi.

Zdrojem volné DNA mohou byt buriky plodu, které byly po prostoupeni placentou
zni¢eny matefskym imunitnim systémem, &imZ doSlo kuvolnéni extracelulami DNA.
Nukleové kyseliny se také mohou uvoliiovat pii remodelaci placenty a sni spojenou lyzi
bungk (Bischoff. et al., 2003 ®).

Diagnostické vyuziti volné fetalni DNA ma Siroky potencial. Detekci Y-specifickych
sekvenci je mozné ur€eni pohlavi plodu s 94% senzitivitou (Poon, Lo, 2004 3%). Také se
provadi Rh genotypizace plodu — kdyZz jsou u matky s Rh- genotypem a tudiz alelami dd
nalezeny alely dominantni (D), je jasné Ze tyto patfi plodu, byly zdédény od otce, a plod je
Rh+ (Nelson, et al, 2001 37).

Hladiny volné fetalni DNA jsou zvySené u trisomie 21, piestoze lokus na chromozomu
21 neni pro produkci fetalni volné DNA nezbytny (Simpson, Bischoff, 2004 2). Ve vyuziti
volné fetalni DNA pro diagnostiku chromozomalnich aberaci plodu zatim brani problémy
sizolaci téchto nukleovych kyselin z matefské krve a jejich odliSenim od DNA matky
(Benachi, Costa, 2007 *¢).

ReSenim t&chto problémd by mohla byt analyza polymorfismu v jednotlivych
nukleotidech (single-nucleotide polymorphisms, SNP) zdédénych od otce a odlisujici tak
DNA plodu od DNA matky (Dhallan, et al., 2007 ). Tak je oviem mozné odlisit pouze
takové sekvence DNA plodu, které se lisi od sekvenci DNA matky.

KdyzZ bude v ur€itém misté genomu matky nukleotid guanin na obou chromozomech a
v tomtéZ misté genomu otce bude napiiklad thymin na obou chromozomech, dit€¢ pak od
kazdého z rodi¢u zdédi po jednom chromozomu a na jednom chromozomu (od matky) bude
mit guanin a na druhém chromozomu (od otce) pak thymin. Pfitomnost thyminu, ktery
nemohl plod zdédit od matky, bude svédcit o fetalnim pivodu tohoto chromozomu (Dhallan,
et al, 2007 **). Tohoto principu lze vyuZivat pii detekci mutantnich paternalnich alel plodu.

V plazmé matky se nevyskytuje jen volna fetalni DNA, ale také volna RNA (Lo, et al,

1997%), &ehoz by se dalo vyuZit pfi zkoumani genové exprese plodu (Poon, 2001 30y,
y yuzitp g p
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5. INVAZIVNi METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

Nedilnou soucasti prenatalni diagnostiky jsou tzv. invazivni metody, které piedstavuji
ur€ity zasah do téla matky a €asto i plodu a proto nesou jisté riziko pro t€hotenstvi.

Obecné plati, Ze invazivni zakrok by se mél provadét jen tedy, je-li riziko plynouci ze
zakroku mensi, nez riziko postizeni. Je-li diagnostickd metoda spojena srizikem pro
t€hotenstvi nebo neni-li v daném piipadé realizovatelna €i ma-li nizkou senzitivitu, musi byt
zvolena efektivngjsi alternativa (Thompson, 2004 ")

Nejpouzivanéj§imi invazivnimi metodami jsou amniocentéza (AMC) a odbér
choriovych klka (CVS). Existuji i jiné metody, jako napiiklad kordocentéza (odbér fetalni
krve z pupeniku) nebo coelocentéza (odebrani tekutiny z extraembryonalniho coelomu).

Kordocentéza se pouziva v piipadech, kdy vySetfeni z plodové vody a placenty
neposkytnou spolehlivé zavéry. Ale riziko spontanniho abortu s kordocentézou spojené se
pohybuje mezi 1-2%, coz je vice nez u AMC a CVS (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000°).

U coelocentézy je riziko abortu dokonce az 25% (Ross, Jurkovic, Nicolaides, 1997 9,

coz tuto metodu vyfazuje z bézného diagnostického pouzivani.
5.1. Amniocentéza

Tato dnes jiz zcela rutinni invazivni metoda spo€iva v transabdominalnim odbéru
plodové vody, v niz se vyskytuji odloucené fetalni buiiky. Po kultivaci té€chto bunék je z nich
mozno ziskat dostate¢né mnozstvi DNA pro diagnostiku cytogenetickou, biochemickou nebo
molekulamni. Stanovuje se tedy nejenom hladina markerti, ale i karyotyp plodu k odhaleni
defektii neuralni trubice i chromozomalnich vad (Cunniff, 2004 *").

Hlavnim zdrojem bunék pro cytogenetickou analyzu je pokozka téla plodu - oddélené
epidermalni buiiky tvofi vét§inu plodové vody (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 °). U dvojéat
je riziko potratu po provedeni zakroku vysS§i, coz asi souvisi sobecné vyS$§im rizikem

spontanniho potratu u vicetetnych téhotenstvi (Zizka, Calda, 1998 10y,
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Obr. 1,2 : Schéma kordocentézy a amniocentézy (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 )

Casna amniocentéza

Jedna se o odbér plodové vody pfed ukonCenym 15. tydnem téhotenstvi, mezi 11.-14.
tydnem. Tato metoda byla navrzena roku 1986. Pro jeji vykonavani bylo nutné co nejvice
snizit potfebné mnoZstvi plodové vody, protoze v prvnim trimestru je amnialni vak maly. Coz
se podafilo — pro ¢asnou amniocentézu jsou potfeba jen 3ml plodové vody a také se zkratila
doba kultivace.

Této metodé€ je pficitano vyssi riziko potratu a poSkozeni plodu. Crandall (Crandall,
Kulch, Tabsh, 1994 *°) udava u zakrokd provadénych pied 15. tydnem riziko spontanniho
abortu 1,5%, Daniel 2,2% (Daniel, et al., 1998 *), Nicolaides ptes 5% (Nicolaides, et al.:
1994 *?). Toto riziko je ale zavislé na dob& odbéru plodové vody — uskute&ni-li se pred 13.
tydnem téhotenstvi, riziko prudce vzrista. Stipparo udava dokonce 14,8% fetalnich ztrat pfi
vykonu provedeném pied 13. tydnem téhotenstvi a 1,8% fetalnich ztrat po 13. tydnu

t&hotenstvi (Stipparo, 1990 **).
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Casnou amniocentézou se podrobné zabyvala studie CEMAT. Vni bylo 4374
t€hotenstvi rozdéleno do dvou skupin podle toho, byla-li provedena amniocentéza €asna nebo
po 15. tydnu (tzv. amniocentéza klasicka). U asné AMC dochazelo k potratim v 7,6%
pfipadi, u klasické v 5,9% pfipadd. U asné AMC byl rovnéz zjistén pfedCasny odtok
plodové vody (3,5% versus 1,7% u klasické) a navic bylo Castéji potfeba ukon opakovat
nasledkem selhani cytogenetické diagnostiky (2,2% versus 0,3%) (Viskovd, Calda, 2003 ).

ZvySenym rizikem vzniku deformovanych dolnich koncetin u déti, jejichz matky
podstoupily €asnou amniocentézu, se zabyval napfiklad Tredwell. Ve své studii uvadi, ze z
1784 zivé€ narozenych déti, jejichz matky podstoupily ¢asnou AMC, se jich narodilo 29 (coz
odpovida 1,63%) s deformitami dolnich konletin. Zatimco ve skupiné matek, které
podstoupily AMC az ve druhém trimestru, se narodily pouze dvé déti s deformitami dolnich
konéetin (to je asi 0,12%) (Tredwell, et al., 2001 **).

Jako mozné vysvétleni Tredwell udava, ze Casnd AMC je zakrok provadény v dobé
maximalni rdstové rychlosti konéetin plodu (max. rychlost je mezi 11.-16. tydnem), toto
obdobi je velmi dilezité pro spravny vyvoj koncetin a pro spravnou koordinaci pohybu. Navic
béhem 8.-16. tydne dochazi k exponencialnimu naristu mnozstvi plodové vody (v 10. tydnu
30ml, ve 20. tydnu 350ml, mezi 11.-15. tydnem stoupa jeji mnozZstvi o 25ml tydn€). Zasah
v podobé AMC v tomto obdobi znamena odbér plodové vody a tim zmenSeni mista
potiebného pro pohyb a vyvoj plodu. To mohou byt jedny z divodi deformovani konéetin u
plodi s Gasnou AMC (Tredwell, et al., 2001 **).

Klasicka amniocentéza

Klasicka amniocentéza je provadéna ve II. trimestru gravidity a je ovéfenou metodou
pro zji§tovani chromozomalnich abnormalit plodu. Je vykonavana transabdominalné, v 15.-
16. tydnu. Odbér potfebnych 20ml plodové vody je bezpe€ny a uvadéné riziko spojené s touto
metodou je 0,6% (Crandall, Kulch, Tabsh, 1994 40). Piesto hrozi odtok vét§iho mnozstvi
plodové vody, kontrakce délohy, abrupce placenty nebo poranéni plodu jehlou (Zizka, Calda,

1998 '°). Dalsi nevyhodou je pozdni doba testovani a vysledky testu az od 17. tydne

téhotenstvi.

Amniocentéza ve tietim trimestru
Pozdni amniocentéza je provadéna ve tietim trimestru téhotenstvi a muze byt
pouzivana pro odhad zralosti plic plodu. PfestoZe je povaZovana za bezpecnou, komplikace

spojené s timto Ukonem se v rtizné literatufe uplynulych 20 let pohybuji v rozmezi 1- 9%.
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Napiiklad ve studii Stark a kol. bylo vletech 1990-1997 sledovano 913 piipadu
amniocentézy ve tfetim trimestru, z nichz 15 (1,6%) bylo netaspé$nych kvuli priniku jehly.
Ve 41 piipadech doslo k porodu ten samy den, co byla amniocentéza provedena a komplikace
vyzadujici vyvolani porodu se objevily v 6 pfipadech (0,7%) (Stark, et al., 2000 3y,

Procento neuspé$nych zakroki (1,6%) z této studie je signifikantné€ niz§i nez tomu tak
bylo podle dfivéjsich studii, coZ nejspi§ sv€d¢i o zdokonaleni ultrazvukovych metod za
poslednich 20 let, kterymi je tento zakrok kontrolovan. Napfiklad studie z roku 1979 udava

9,2% komplikaci (Young, 1979 46).

5.2. Biopsie choriovych kikua (CVS)

Pii této metodé se po 10. tydnu t€hotenstvi odebira malé mnozstvi bunék (asi 20mg
tkan€) plodového obalu (choria), ktery je, stejné jako plod sam, sloZzen z bunék plodu. Pri
odbéru nedostateCného mnozstvi tkané je tieba vpichy opakovat, ¢imz se ale geometrickou
fadou zvySuje riziko spontanniho potratu (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 °). Z rychle

rostoucich bunék choriovych klkt je mozno izolovat DNA pfimo, s kratkou dobou kultivace.

male ke clvy Aiazky clometria

nusaslerin

Obr. 3: Choriové kiky (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 °)

Odbér bun€¢k muize byt proveden transcervikalné (zavedenim katétru) nebo
transabdominalng (zavedenim jehly) do placenty pod kontrolou ultrazvuku (Cunniff, 2004 ')
Transcervikalni odbér se provadi v 10.-11. tydnu, transabdominalni ve 12.-13. (Hdjek,
Kulovany, Macek, 2000 9).
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Transabdominalni a transcervikalni pfistup porovnaval Brambati a kol., a nezjistil
mezi nimi rozdil v bezpe¢nosti ani G¢innosti. Naproti tomu Smidt-Jensen a kol. prokazal vyssi
riziko transcervikalniho pfistupu a Jahoda a kol. poukazuje na souvislost rizika potratu
s dobou provadéni zakroku - ztraty obou technik jsou 5,8-6,2%, a poklesnou na 2,4%, pokud
jsou zakroky provedeny aZ po 12. tydnu gravidity (Zizka, Calda, 1998 '°).

N\

/[\Jl"au, )

Obr. 4: Schéma biopsie choriovych klkii, transcervikilni a transabdominilni odb&r (Hdjek, Kulovany,
Macek, 2000 %)

S CVS je spojovana vyssi frekvence vzniku chromozomalni mozaiky placenty‘, kterou
1ze nalézt pfiblizné€ v 1% vzorkd CVS, ¢astéji u transabdominalniho odbéru 0,92% vs. 1,20%
u transcervikalniho, zatimco u AMC se jedna 0 0,25% (Wapner, et al., 1992 .

Objevuji se téz studie o souvislosti CVS a vzniku kondetinovych defekti u plodu,
zejména je-li technika provedena pied 10. tydnem gravidity (Cunniff, 2004 *").

Placentilni mozaicismus (CPM- confined placental mosaicism)

Mozaicismus znamena pfitomnost dvou nebo vice riiznych buné&nych linii v jednotlivci nebo ve vzorku jeho
tkdn¢. Mozaika postihujici placentu i plod vznikd pfi poru$e prvniho nebo druhého postzygotického déleni.
Placentalni mozaika je zpiisobend dichotomii mezi chromozomalni konstituci placentani a fetalni tkan¢. Placenta
pak obsahuje mozaiku bunék s uritou aberaci, tato aberace se véak nevyskytuje u plodu. Karyotyp plodu je sice
normdlni, ale pfesto miZe byt u plodu fenotypicky projev, napfikiad proto, Ze plod mi obé kopie urtitého
chromozomu od jednoho rodi¢e — tzv. unipaternidlni disomie (patrn€¢ je to kompenzace trisomie, tedy
nadpocetnosti, tohoto chromosomu, kdy dojde ke ztrité jedné kopie). Placentdlni mozaicismus v genetickém
poradenstvi a prenatilni diagnostice predstavuje sloZitou situaci, interpretace je nejistd kvili nedostatednym
diagnostickym moznostem. (Thompson, 2004, Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 )
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Vyhodou odbéru choriovych klkti oproti amniocentéze je moznost ¢asného pouziti (v
10.-12. tydnu), coz poskytuje rodi¢im &as na rozhodnuti ohledné pokradovani téhotenstvi
v pfipadech pozitivnich vysledkii. Je-li potfeba téhotenstvi ukonéit, v tak Casném stadiu
t€hotenstvi je to pro matku méné traumatizujici zakrok, at uz po strance fyzické nebo

psychické.

6. CYTOGENETICKE VYSETRENI FETALNICH BUNEK

Ziskané fetalni bufiky jsou vyuZivany pro klinické vySetfeni chromozomalné
podminénych vrozenych vyvojovych vad. Po kultivaci jsou pak pouzity pro analyzu po¢tu a
struktury chromozomid a tedy pro detekci strukturalnich i pocetnich chromozomalnich
aberaci.

Bunééné kultury ziskané z periferni krve jsou vhodné pro rychlé vySetfeni, jejich
zivotnost je vsak jen né€kolik dni. Dlouhodobé kultury 1ze ziskat kultivaci bunék z plodové
vody & biopsie choria (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 °).

Kultivace trva né€kolik dnt az tydnd. Je mozné zvolit kratkodobou kultivaci, ktera ale
neposkytuje pfili§ kvalitni preparaty, a dlouhodobou kultivaci (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000
.

Po kultivaci se v hypotonickém roztoku oddéli chromozomy od mitotického vieténka,
fixuji se a barvi. V mitdze jsou chromozomy nejlépe rozpoznatelné a proto je tato faze pro
diagnostiku nejvhodnéjsi. Nejpouzivanéj§im typem barveni je Giemsovo (G- pruhovani).
Odlisi se heterochromatinové useky na chromozomech a chromozomy tak ziskaji

charakteristické prouzky.

e« YRR J}

Obr. 5: Trisomie 21, prouzkovani (Zdroj: London Health Sciences Centre,
Cytogenetics Laboratory;http://www.lhsc.on.ca/lab/cytogen/down_syn.htm)
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6.1. Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Tato metoda spoCiva v hybridizaci chromozomu s jeho specifickou, fluorescenéné
oznacenou sondou, a to okamzité po odbéru plodové vody nebo choriovych klku.

Dvousroubovice DNA se nejprve denaturuje a ziskd se jednofetézcova DNA, po
hybridizaci se sondou se DNA chromozomi dobarvi a sleduje se ve fluorescentnim
mikroskopu, ktery umoziiuje vizualizovat fluorescencni signaly.

Existuji rizné typy sond, at’ uz pro lokalizaci ur¢itého genu, detekci unikatnich DNA

sekvenci nebo pro znazornéni celych chromozomu.

Obr. 6: Dva chromozomy 13 (zelen&) a tFi chromozomy 21 (¢ervené) v buiice
zobrazené metodou FISH. Zdroj: London Health Sciences Centre, Cytogenetics
Laboratory; http://www.lhsc.on.ca/lab/cytogen/down_syn.htm

Touto metodou mohou byt znazornény strukturni aberace chromozomui a aneuploidie
chromozomi 13, 18, 21, X a Y (Thompson, 2004 ).
Pomémé nova metoda, vicebarevna FISH (Spektralni karyotypizace) chromozomy

odlisi barevné, coz umozni zjistit pivod marker chromozomi a chromozomalnich pfestaveb.
6.2. Polymerazova fetézova reakce (PCR)

PCR umoziiuje detekci aberaci chromozomi bez kultivace fetalnich buné€k, do 4 hodin
po odbéru plodové vody (Hdjek, Kulovany, Macek, 2000 °). Vyuziva se napiiklad i pii
odliSovani fetalni DNA od DNA matky, identifikaci SRY sekvence u Zen s plodem muzského
pohlavi (Nelson, et al., 2000 37).
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Jedna se o rychlou pfipravu velkého mnozstvi klonti vySetfovanych sekvenci DNA, a

to tfeba jen z jediné molekuly DNA.

7. CHROMOZOMALNi ABERACE A VROZENE VYVOJOVE VADY

Cytogenetickym vySetfenim fetalnich bunék lze detekovat abnormality chromozom,
které mohou byt strukturalni nebo numerické. NejCastéj§im typem numerickych aberaci je
aneuploidie, tedy abnormalni po¢et chromozomu (absence chromosomu - monozomie, nebo
pfitomnost nadbyte¢ného chromozomu - nej¢astéji trizomie) (7hompson, 2004 7).

Pfirozeny vyskyt chromozomalnich abnormalit je asi 6,23 pfipadd na 1000 Zivé
narozenych déti. Z toho v 54% pfipadu jde o aberace numerické, ve 43% piipadi jsou to
aberace strukturni, a 3% pfipadaji na oba typy. Nejvétsi podil (80%) na numerickych
aberacich autozomua maji trisomie chromozomu 21 (Downiiv syndrom), trisomie chromosomu
18 (10%) a trisomie chromosomu 13 (6%). Numerické aberace gonozomu (chromosomu X a
Y) pfipadaji na 0,2% Zivé narozenych. Downidv syndrom tedy tvofi téméf 50% vsech
chromozomalnich aberaci u Zivé narozenych déti (Viskova, Calda, 2003 5 ).

Prenatalni diagnostikou se ovSem pocet déti narozenych s vrozenou vyvojovou vadou
snizuje — phi detekci abnormality matka miZe podstoupit potrat.

S autozomalni aneuploidii se narodi asi 0,14% déti, tedy 1/700 zivé€ narozenych.
S nejcastéjsi trizomii autozomu, tedy Downovym syndromem, se narodi piiblizné€ 0,12% déti,
tj. 1/830 Zivé narozenych déti (Thompson, 2004 ).

Nejcastéj§i anomalii centralni nervové soustavy je anencefalie, tedy nepfitomnost
krania a mozku. Anencefalie vznika disledkem selhani uzavieni neuralni trubice a €asto ji
doprovazi spina bifida, ktera ma obdobny ptivod. Novorozenci s defektem neuralni trubice
(NTD) se rodi mrtvi anebo umiraji do nékolika hodin po porodu. Incidence NTD ma
geografickou variabilitu a pohybuje se od 1-0,2% na pocet narozenych déti (Thompson, 2004
Y

Tyto choroby jsou multifaktorialni, tzn. Ze se na jejich vzniku podili mnoho faktord
vnéjsich i vnitinich, stejné jako je tomu u vzniku rozstépu rtu a patra. Rozstépy jsou jednou

z nejrozsifenéjSich vrozenych vyvojovych vad (Thompson, 2004 ".
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8. VYSLEDKY

V této praci jsem zpracovala lékarské karty 124 gravidnich Zen ve v€ku 20-45 let,
které v obdobi mezi roky 2004-2006 navstivily Genetickou poradnu MUDr. Miloslava
Kuklika v UPMD. Z etickych a pravnich diivodt v tabulkach neuvadim jména ani rodna &isla
pacientek, pouze jejich poradi dle abecedniho poradku.

Vsechny tyto pacientky podstoupily z né€jakého diivodu invazivni prenatalni vySetfeni,
a to ve 123 pfipadech amniocentézu a v 1 piipadé€ odbér choriovych klkui.

Primémy vék pacientek, které navstivily genetickou poradnu, byl 33,3 let. Nejvétsi
soubor tvorily Zeny ve vékové kategorii 35-39 let (nejpoCetnéjsi skupinou byly Zeny ve véku
35 let). Grafé6,7

Ze souboru 124 pacientek jich nejvétsi podil, tedy 27% podstoupilo invazivni
diagnostické vySetfeni z divodu vysokého véku, 20% kvili pozitivnimu biochemickému
screeningu, 16% kwili chorobam matky a 11% z divodu opakovanych spontannich aborti v
minulosti. Ostatni indikace, jako problémy v pfedchozich téhotenstvich, oplodnéni in vitro
(IVF), pozitivni ultrazvukovy screening a rodokmenova zatéz, byly zastoupeny rovnomeémné
podilem 5-10%. Graf 10

U skupiny 59 Zen, které v souboru prekrocily hranici 35 let, byl nejcast&jsi indikaci
pro invazivni vySetfeni vysoky vék (51%). Druhou nejcast&jsi pfi¢inou vysetfeni u této
skupiny byly choroby matky (13%). Pacientky do 35 let véku (65 pfipadi) podstupovaly
invazivni vySetfeni nejcastéji z divodu pozitivniho biochemického screeningu (30%) a kvuli
chorobam matky (22%). Graf 11

Neékteré pacientky v souboru sice piekro€ily hranici 35 let, invazivni vySetfeni ale u
nich bylo aplikovano z jiného diivodu nez pravé kwviili vysokému véku.

Pozitivni screening, at uz biochemicky nebo ultrazvukovy, se na indikacich se
stoupajicim vé€kem zen podilel zmensujici se mérou. Graf 9

Tato klesajici tendence patmé odrazi skute€nost, Ze star§i Zeny podstupovaly invazivni
vySetifeni z divodu vysokého véku a pozitivni vysledky screeningu se tak staly vyznamnou
indikaci pro pacientky mladsi. Tento trend ale mohl také vzniknou chybou malého vzorku,
protoze skupiny pacientek s vysokym podilem pozitivniho screeningu na indikacich (dokonce
az 100%) jsou zaroveri nejméné pocetnymi skupinami — v kategorii 20-24 let jsou pouze dvé
pacientky a v kategorii 25-29 let je 25 pacientek.

Kromé indikaci k podstoupenému invazivnimu prenatalnimu vySetfeni jsem

zaznamenavala pohlavi plodu, bylo-li v karté pacientek uvedeno.
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Karyotyp plodi byl ve 41% ptipadu Zensky a v 56% muzsky. Ve 3,5%, tj. ve 4
pfipadech, byla zjisténa aneuploidie chromozomi. Jednalo se o dva pfipady trisomie
chromozomu 21 (1 u plodu Zenského pohlavi a 1 u plodu muzského pohlavi), o jeden pfipad
mozaiky trisomie chr. 21 a jednu mozaiku karyotypu 47 XYY. Graf 8

Priméry vék Zen s abnormalni chromozomalni konstituci plodu byl 35 let.

V Tabulce 1 jsou rozepsany udaje o pacientkach podrobnéji. Kazdy fadek odpovida
jedné pacientce. Uvedeny vék pacientky je z doby jejiho vySetfeni v genetické ambulanci.
Byla-li pfi¢inou invazivniho vySetfeni rodokmenova zdtéz, je konkrétn€ uvedeno o jakou
chorobu v rodokmenu se jednalo, stejné tak u chorob matky, které byly pfi€inou invazivniho
vySetfeni. V pfipad€ pozitivniho biochemického nebo ultrazvukového screeningu je uveden
konkrétni pozitivni marker. Podstoupila-li pacientka invazivni vySetfeni po umélém
oplodnéni, je tak uvedeno ve sloupecku /VF. Dal$imi indikacemi pro podstoupeni invazivni
diagnostiky byly opakované spontanni aborty v minulosti nebo problém v minulé gravidité,
zde je opét uveden o jaky problém se jednalo konkrétné€. V poslednim sloupci je karyotyp
plodu, byl-li v karté pacientky uveden.

Tabulka 2 je zobecnénd verze tabulky 1. Jsou zde pouze kiizky v pfislu§nych
sloupcich s indikacemi, bez konkrétnich detaild. Kfizek ve sloupci Vék znamena, Ze Zena byla
sledovana z divodu dosazeni v€kové hranice 35 let. Tato piehlednéjsi, ale méné podrobna

tabulka shrnuje indikace k invazivnimu prenatalnimu vySetfeni.

9. ZAVER

Prenatalni diagnostika je dileZitou soudasti vysp&lého zdravotnictvi. V Cechach je
takitka 100% t€hotnych Zen pod kontrolou lékait a je jim poskytovana kvalitni preventivni
péce.

Poukazuje-li néktery faktor na mozny vyskyt vyvojové vady u plodu, podstupuje
t€hotna Zena dalSi, tentokrat invazivni vySetfeni. Nejvétsi podil na indikacich k tomuto
zakroku ma u Zen star§ich 35 let pravé pokroCily vék zeny. U zZen do 35 let véku je

nejvyznamnéj§i indikaci pozitivni biochemicky screening.

Vyzvou pro budoucnost prenatalni diagnostiky je zdokonalovani neinvazivnich metod

a snaha nahrazovat jimi invazivni pfistupy, které s sebou nesou uréité riziko pro matku i plod.
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Nejperspektivnéjsim odvétvim prenatalni diagnostiky se jevi vyvoj zcela novych
neinvazivnich metod, zaloZenych na analyze krve téhotné Zeny. Fetalni buiiky a nukleové
kyseliny zde pfitomné poskytuji mnozstvi informaci o chromozomalni konstituci plodu a jeho
zdravotnim stavu. V budoucnu nejspi§ budou tyto rychle se vyvijejici metody s nulovym

rizikem pro vyvoj téhotenstvi nahrazovat metody invazivni.
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10. PRILOHY

vék podet
20- 24 2
25-29 25
30- 34 38
35- 39 48

>40 1

> 40
Vékové kategorie

Graf 6: MnoZstvi pacientek které podstoupily invazivni prenatilni diagnostiku, rozd &lené dle v€kovych
kategorii

vék |20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
potetj1 0 0 0 1 3 5 4 4 9 9 7103 92013 56 4 6 7 1 2 0 0 1

O N A O O

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Vék

IGraf 7: MnoZstvi pacientek které podstoupily invazivni prenatdlni diagnostiku rozdé&lené dle v€ku pacientek
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Chromozomalni
konstituce potet % Poznamka
46 XX 48 41,0
46 XY 65 55,6 (2* dvojcata)
47 XX +21 2 1,7 (1* mozaika)
47 XY +21 1 0,9
47 XYY 1 0,9 (mozaika)

046 XX
W46 XY
047 XX +21
W47 XY +21
B47 XYY

Graf 8: Chromozomalni konstituce plodu, jejichZ matky podstoupily invazivni diagnostiku

VEK. KAT. | % + Bioch. | % + UZ
20-24 50,0 100,0
25-29 52,0 36,0
30-34 43,6 12,8
35-39 18,8 8,3

40 a vic 18,2 0,0

%

100

20-24 25-29 30-34 35-39 40 a vic

—e— % + Bioch.

Vék.kategorie
% + UZ

Graf 9: Podil pozitivniho UZ a Biochemického screeningu na indikacich v zivislosti na véku Zeny

-28 -




Vék | Biochemie |Chor. matky| UZ [Rodokmen| IVF | Ptedch.gr.| Sp.ab.
Podil na indikacich % |26,9 20,2 16,3 10,1 58 48 53 10,6
mVak
B Biochemie
O Chor. matky
ouz
B Rodokmen
BIVF
H Pfedch.gr.
16% OSp,ab.
Graf 10: Nejvyznamné;jsi indikace k podstoupeni invazivniho prenatilniho vySetieni
o g 2 > |a_ |5
Sz S1E |8 | v |uz|B8|28 (>3
gg > |o & o8(=8 |a x5
= b 8 £E|aw |00
X A o (&) (o) o
20-34 |10 69 [304] 39 |157(216]|12,7| 7.8
35avic |150,9| 46 |10,2| 56 | 3,7 |13,0] 93 | 2,8
%
60.0
50,0 -
40,0 oo
30,0 oo oo el
20,0 - JI o]
10,0 4| ] b T g
0,0 , l—L_
(3 >
2B
[120-34 o o
M35 a vic Indikace

IGraf 11: NejvyznamnéjSi indikace k podstoupeni invazivniho prenatilniho vySetieni rozdé&lené do dvou skupin
ipodle véku pacientky
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Tabulka 1

e £
- [
& |vek | ZMEZV E -?; IVF|  UZmarkery Choroby matky E F"nrz‘iérr:v\.: K;rztuyp
@ g
(o]
1| 32 NTD AFP 46 XY
2|35 46 XX
3|32 AFP 46 XY
4 | 32 X 46 XY
5 | 30 ortopedicka
vada
hemicefalni
612 AFP mikrosomie 46 Xy
7 41 x astma, a_utoimunitni, x 46 XX
mozaika Tumer
8 | 36 CNS PAPP NT, nosni kustky 47 XX+21
9 | 34 46 XX
10| 35 X 46 XX
11| 30 X 46 XY
12| 35 46 XX
cysty choriodainiho
13 | 30 ysty plexu 46 XX
cysta levé postranni
14 | 32 yea omgry 46 XX
15| 27 X 46 XY
16 | 26 NT
17 | 39 47 XY +21
18 | 39
19| 33 X 46 XX
2 | 36 46 XY
21| 29 X 46XX5q+ 46 XX
2| 35 MTHFR hCG MTHFR 46 XX
defekt sifiového
23| 38 septa 46 XX
24 | 40 46 XY
25| 39 46 XY
26| 32 X 46 XY
27 | 35 46 XY
281 30 toxoplasmosa 46 XX
29| 32 x | cystav obl. vermis
30| 31 MTHFR, thyreopatie | x 46 XX
31| 38 X X
32| 36 Duschene 46 XY
3| 37 astma dcgjga
34| 38 X thyreopatie 46 XY
35| 35 X 46 XY
36| 37 b 46 XY
37 | 45 X 46 XY
38 | 40 X Edwards(iv s. 46 XX
39| 40 X thyreopatie 46 XX
40 | 26 | Gilbertovach. | AFP 46 XY
41 | 36 X 46 XY
42 | 35 X astma
43 | 31 Downliv s. 46 XY
44 | 28 chybi umbilik. arterie 46 XY
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g2 5
& -
Zatéz v : Probiém v Karyotyp
& |vek|  asbev 5 g IVF|  UZmarkery Chorobymatky | & | (V0L Crods
3 i
(o]
45 | 34 AFP 46 XY
cysta choriodélniho
46 | 27 X plexu, struna v 46 XY
srde¢nich oddilech
47 | 40 46 XX
48 | 36 X 46 XX
49 | 24 echogenicita stfeva 46 XY
50 | 37 46 XY
struna v komofe
51| 29 srdce, dilatace 46 XY
panvitek
52 | 35 toxoplasmosa 46 XY
53| 26 X 46 XX
54 | 31 hCG 47 XYY
mozaika
hydropicka
55| 34 lé¢ba antibiotiky X degenerace 46 XX
gemini
56 | 36 | roz&tép uotce X 47XY+16 46 XY
46 XY
57| 39 dvoj¢ata
58 | 28 X 46 XY
59 | 40 X 46 XX
60 | 35 46 XX
61| 256 chybi kustka nosu | roztroudend skleroza 46 XY
Leydenovska
62| 33 trombofilni mutace, | x 46 XY
MTHFR
63| 35 X
64 | 34 X 46 XY
65 | 26 X 46 XY
66 | 35 AFP 46 XX
67 | 42 46 XY
68 | 42 46 XY
dilatace
69 | 35 PAPP kalichopéanvi¢kovych 46 XY
systému ledvin
70 | 3 Down. s. X 48 XY
71| 25 AFP 46 XY
72 | 29 echogenita stfev 46 XX
73| 39 46 XY
manzel
74 | 31 chemoterapie 46 XX
75 | 37 46 XX
76 | 30 X 46 XY
77| 35 chemoterapie 46 XX
78 | 36 46 XX
79| 35 X NT 46 XY
80 | 39 thyreopatie 46 XY
L 47 XX +21
81| 32 MTHFR X triploidie mozaika
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. £
e 2
& |vek| ZM&ZV g g IVF|  UZmarkery Chorobymatky | g ':n’f::':r';‘VY K;’g‘;'uyp
o .E
o
82| 38 46 XX
83| 32 hCG thyreopatie
84| 35 46 XY
85| 32 hydronefroza plodu 46 XY
trombofilni mutace
86| 37 Leden V. 46 XY
87 | 30 hCG 46 XX
88 | 36 Down. s. 46 XX
90 | 25 echogenicita stfeva 46 XY
91 | 34 diabetes X 46 XX
92 | 34 X hyp:y’g:{;'r‘gg:;“'e' X 46 XX
03 | 35 EIF v komorach 46 XY
srdce
94 | 28 X AFP 46 XY
95 | 35 46 XX
thyreopatie,
% | 40 at}oim%nitni 48Xy
97 | 29 astma X NTD 46 XY
diabetes,
98 | 29 thyreopatie, X 46 XX
autoimunitni
99 | 36 46 XX
100 36 hCG 46 XX
101] 27 chemoterapie 46 XX
102 | 40 X pasovy opar obli¢eje 46 XX
103 | 28 AFP mala napli Zaludku 46 XY
104 | 3N X 46 XY
105| 31 diabetes x | kaudalini regrese 46 XX
106 | 32 AFP thyreopatie 46 XY
107 | 30 astma X mozika plodu 46 XX
108 | 36 X Downlv s.
109| 29 anosmia AFP EIF v komofe srdce 46 XX
110]| 34 X KlinefelterQv s. 46 XX
111| 35 AFP 46 XX
112] 34 X X 46 XY
113] 35 thyreopatie 46 XX
114 30 myopatie astma 46 XY
115 27 NT 46 XY
116 34 hCG autoimunitni 46 XY
17| 20 chybi pupe.t‘,nikové 46 XX
arterie
118| 29 AFP 46 XY
sideropenie,
119 30 autoimunitni, 46 XX
MTHFR
120| 35 46 XY
121| 29 AFP 46 XX
122| 36 X 46 XY
123] 33 X thyreopatie 46 XY
124 | 36 46 XY
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Tabulka 2

Indikace invazivniho

Indikace invazivniho

vysetieni vy$etieni
> | & > &
£ s 1505 || 18] s HHE
|81 (8 |B[2|° |8 (% |s t18[2 518 |2 [B|5|8|E
IRE s 12 (24 | [g] |€ 54|
> G § K = G|5|¢¢
o of oo
1 132 X | x 48(36] x X
2 |135] x 49|24 X
3 |32 X 50|37] x
4 132 X 51|29 X
5 |30 X 52135] x X
6 |29 X X 53126 X
7 |41 X X | X 54|31 X
8 |36 X | x X 55|34 X| x
9 |34] x 56|36] x | x x| x
10 |35] x X 57|39] x
11 {30 X 58|28 X
12 |35] x 59140] x X
13 |30 X 60(35] x
14 (32 X 61|25 X | x
15 |27 X 62|33 X | x
16 |26 X 63(35] x X
17 [39] x 64|34 X
18 (39| x 65(26 X
19 |33 X 66|35 X
20 |36 x 67(42] x
21 |29 x | x 68(42] x
22 135] x | x | x X 69|35] x X X
23 |38] x X 70|31 x| x
24 [40] x 71(25 X
25 [39] x 72|29 X
26 |32 X 73139] x
27 |35] x 74131 X
28 |30 X 75137] x
29 |32 x | x 76130 X
30 (31 X | x 77135] x X
31|38} x X X 78|36] x
32136 x | x 79135] x X | x
33 |37] x X 80|39] x X
34 38| x X X 81|32 X| x| x
35 35| x X 82|38] x
36 |37] x X 83|32 X X
37 |45] x X 84|35] x
38 |40] x X X 85(32 X
39 140] x X X 86|37] x X
40 |26 X | x 87|30 X
41 |36] x X 88(36] x | x
42 |35 X X 89|26 X
43 | 31 X 90| 25 X
44 |28 X 91| 34 X | x
45 |34 X 92| 34 X x| x
46 | 27 X X 93(35] x X
47 [40] x 94|28 x| x
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Indikace invazivniho
vys$etieni

Vé&k pacientky

Vék

Rodokmen
BCH
IVF
uz

Choroby matky

Opak. sp. aborty

Prob. v pfedch.

grav.

95

96

x

97

x

98

x| %

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

-34-



11. POUZITA LITERATURA

1. Stembera, Z.: Minulost a soucasnost prenatdalni péce v CR, Moderni gynekologie a
porodnictvi, 2003; 1: 212- 217

2. Simpson, J.L., Bischoff, F.: Cell-Free Fetal DNA in Maternal Blood - Evolving Clinical
Applications, JAMA. 2004, 291:1135-1137.

3. Lo, Y. M. D, et al.: Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum, Lancet, 1997;
350:485-487

4. Hadjek, Z.: Prenatalni péce o fyziologické téhotenstvi, Moderni gynekologie a porodnictvi,
2003; vol. 12, ¢. 2: 218-221

5. Viskova H., Calda P.: Prenatdlni screening a diagnostika nejcastéjSich patologii plodu,
Moderni gynekologie a porodnictvi, 2003; vol. 12, ¢.2: 239-246

6. Calda, P.: Screening vrozenych vad v gravidité, Moderni gynekologie a porodnictvi,
1998; vol.7, ¢. 2: 7-16

7. Thompson: Klinicka genetika, Triton 2004

8. Hadjek, Z.: Prenatdini péce o rizikové téhotenstvi, Moderni gynekologie a porodnictvi,
2003; vol. 12, ¢. 2: 221-231

9. Hadjek, Z., Kulovany, E., Macek, M.: Zaklady prenatadini diagnostiky, Grada 2000

10. Zizka, Z., Calda, P.: Invazivni metody prenatdini diagnostiky: Amniocentéza, biopsie
choria a punkce pupecniku, Moderni gynekologie a porodnictvi, 1998; vol. 7, ¢.2: 21-36

11. Harper, P.S.: Practical genetic counselling, 1993. In: Hdjek, Z., Kulovany, E., Macek, M.:
Zdklady prenatalni diagnostiky, Grada 2000

12. Milunsky, A.: The use of biochemical markers in maternal serum screening for
chromosome defects. In: Hdjek, Z., Kulovany, E., Macek, M.: Zdklady prenatalni diagnostiky,
Grada 2000

13. Brock, D.J.H., Bolton A.E., Monaghan J.M.: Prenatal Diagnosis od Anencephaly through
Maternal Serum-Alphafetoprotein Measurement, The Lancet, 1973; 2: 923-926

14. Chard, T., Lowings, C., Kitan, M.J.: Alphafetoprotein and chorionic gonadotropin levels
in relation to Down ‘s syndrome, Lancet, 1984; 2: 750

15. Brambati, et al.: Fetal chromosomal aneuploidies and maternal serum alpha-fetoprotein
levels in first trimester, Lancet, 1986; 2: 165-166

-35-



16. Bogart, M.H., et al.: Abnormal maternal serum chorionic gonadotropin levels in
pregnancies with fetal chromosome abnormalities, 1987. In: Wald, N.J., et al.: Maternal
serum screening for Down's syndrome in early pregnancy, The British Medical
Journal 1988; 297:883-88717.

17. Wald, N.J., et al.: Maternal serum screening for Down's syndrome in early pregnancy,
The British Medical Journal, 1988; 297:883-887

18. Macek, M., et al: Vyuziti PAPP-A proteinu a volné beta podjednotky hCG
k biochemickému screeningu chromozomadlné podminénych vrozenych vyvojovych vad v 9.-14.
tydnu gravidity, Cesko-slovenska pediatrie, 1999;54:27-3019.

19. Canick, J.A., et al.: Low second trimester maternal serum unconjugated estriol in
pregnancies with Down ‘s syndrome, British journal of obstetrics and gynaecology, 1988; 95:
330- 333

20. Cuckle, H.S., Lith, JM.M.: Appropriate biochemical parameters in first-trimester
screening for Down's syndrome, Prenatal Diagnosis, 1999; 19: 505-512

21. Cunniff, Ch.: Prenatal Screening and Diagnosis for Pediatricians. Pediatrics 2004; 114:
889-894

22. Brock, D.J.H., Sutcliffe, R.G.: Alpha-fetoprotein in the antenatal diagnosis of anencephaly
and spina bifida, 1972. In: Brock, D.J.H., Bolton A.E., Monaghan JM.: Prenatal Diagnosis
od Anencephaly through Maternal Serum-Alphafetoprotein Measurement, The Lancet, 1973;
2:923-926

23. Benacerraf, B.R., et al.: A sonographic sign for the detection in the second trimestr of the
Sfetus with Down's syndrome, American journal of obstetrics and gynecology, 1985; 151:
1078-1079

24. Smith, N.C., Smith, A.M.: Ultrazvuk v porodnictvi, Grada 2006
25. Kulovany, E., et al.: Vyuziti ultrazvukového méfeni nuchdlni translucence k casné
prenatdlni diagnostice chromozomadlné podminénych vrozenych vyvojovych vad, Cesko-

slovenska pediatrie, 1998; 53:737-740

26. Kunert, J.: Zjednoduseni diagnostiky dédi¢nych chorob pred narozenim, Vesmir 76, 273,
1997/5

27. Takabayashi, H., et al.:Development of non-invasive fetal DNA diagnosis from maternal
blood, Prenatal Diagnosis, 1995; 15:74-77

28. Alba, M.R., et al.: Prenatal diagnosis on fetal cells from maternal blood: practical
comparative evaluation of the first and second trimesters, Prenatal Diagnosis, 2001; 21: 165-
170

29. Bischoff, F.,Z., et al.: Intact fetal cells in maternal plasma: are they really there?, Lancet,
2003; 361: 139-140

-36 -



30. Poon, LM., Lo, YM.D.: Circulating fetal DNA in maternal plasma, Clinica Chimica
Acta, 2001; 313: 151-155

31. Hamada H., et al.: Fetal nucleated cells in maternal peripheral blood: frequency and
relationship to gestational age, 1993. In: Simpson, J.L., Bischoff, F.: Cell-Free Fetal DNA in
Maternal Blood - Evolving Clinical Applications, JAMA. 2004; 291:1135-1137

32. Simpson, J.L., Elias, S.: Isolating fetal cells in maternal circulation for prenatal
diagnosis, Prenatal diagnosis, 1994; 14: 1229-1242

33. Adinolfi, M., et. al.: Detection of fetal cells in transcervical samples and prenatal
diagnosis of chromosomal abnormalities, Prenatal Diagnosis, 1995; 15: 943-949

34. Chou, MM., Lin, S., Ho, E..: Severe limb reduction defects after uterine lavage at 7-8
week ‘s gestation, Prenatal Diagnosis, 1997; 17: 77-80

35. Dhallan, R., et al.: Methods to Increase the Percentage of Free Fetal DNA Recovered
From the Maternal Circulation, JAMA,. 2004; 291: 1114-1119

36. Benachi, A., Costa, J.-M.,: Non-invasive prenatal diagnosis of fetal aneuploidies, Lancet,
2007; 369: 441-442

37. Nelson, M. et al.: Genotyping fetal DNA by non-invasive means: extraction from maternal
plasma, Vox Sanguinis, 2001; 80: 112-116

38. Dhallan, R., et al.: A non-invasive test for prenatal diagnosis based on fetal DNA present
in maternal blood: a preliminary study, Lancet, 2007; 369: 474-481

39. Ross, J.A., Jurkovic, D., Nicolaides, K.: Coelocentesis: A study od short-term safety,
Prenatal Diagnosis, 1997; 17: 913 -917

40. Crandall, B.F., Kulch, P., Tabsh K.: Risk assessment of amniocentesis between 11 and 15
weeks: comparison to later amniocentesis controls, Prenatal Diagnosis, 1994, 14: 913- 919

41. Daniel, A., et al.: A study of early amniocentesis for prenatal cytogenetic diagnosis,
Prenatal Diagnosis, 1998; 18: 21- 28

42. Nicolaides,K., et al.,: Comparison of chorionic villus sampling and amniocentesis for fetal
karyotyping at 10-13 weeks * gestation, The Lancet, 1994; 344: 435- 439

43. Stripparo, L.: Genetic amniocentesis 505 cases performed before the 16" week of
gestation, Prenatal Diagnosis, 1990; 10: 359-364

44. Treawell, S.J.,. et al.: Review of the Effect of Early Amniocentesis on Foot Deformity in
the Neonate, Journal of Pediatric Orthopaedics, 2001; 21:636-641

45. Stark, C., et al.: Need for Urgent Delivery After Third-Trimester Amniocentesis.
Obstetrics and Gynecology 2000; 95: 48- 50

-37-



46. Young, B.K.: Report of third trimester amniocentesis at NY University Medical Center,
New York, NY, 1979. In: Stark, C., et al.: Need for Urgent Delivery After Third-Trimestrer
Amniocentesis. Obstetrics and Gynecology 2000; 95: 48- 50

47. Wapner, RJ., et al.: Chorionic mosaicism: Association with fetal loss bur not with
adverse perinatal outcome, Prenatal Diagnosis, 1992; 12: 347-355

48. Cuckle, H.S., et al.: Urinary multiple marker screening for Down's syndrome, 1995. In:
Hadjek, Z., Kulovany, E., Macek, M.: Zdklady prenatalni diagnostiky, Grada 2000

-38-



