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Laboratorni vySetieni vrozenych vyvojovych vad v ramci prenatalniho

screeningu se zamérenim na chromozomalni aberace

Abstrakt

Tato bakalarska prace utvaii souhrnny pifehled o moznostech prevence vrozenych
vyvojovych vad v oboru prenatalni diagnostiky, pficemz jejim hlavnim zaméfenim je
biochemicky screening slouzici k posouzeni rizika vyskytu vrozenych anomalii, a to
predevsim nejcastéj$ich aneuploidii.

Teoretickéd ¢ast obecné charakterizuje vrozené vyvojové vady a dale je déli dle
zakladnich kritérii. Dalsi ¢ast se vénuje popisu jejich prevence a samotné diagnostiky,
V jejimz ramci jsou shrnuty zékladni informace o screeningovych programech, které
slouzi primarné k posouzeni rizika vyskytu vrozenych vyvojovych vad u kazdé t¢hotné
pacientky.

Praktickd cast poddva podrobnéjSi popis zvolené screeningové metody,
konkrétn¢ biochemického screeningu, a celkové organizace prenatalniho screeningu u
zvolené populace t€hotnych pacientek. Tato €ast zahrnuje 1 stru¢ny popis postupu pii
detekci jakékoliv patologie v prvotni ¢asti prenatalni diagnostiky, pfi¢emz se zamétuje
na genetickd vySetfeni a jejich moznosti vyuziti.

Cilem této bakalaiské prace bylo utvofit souhrnny piehled vysledkl
biochemického screeningu za 1. a II. trimestr t€hotenstvi vcetné vyslednych hodnot
PAPP — A, free B-hCG a NT zaznamenanych v nasobcich medidani (MoM). A dale
sledovat korelaci mezi veékem pacientek a zminénymi hodnotami uvadénymi

V nasobcich mediant.
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vrozené vady; prenatalni diagnostika; prenatalni screening, chromozomalni aberace,

cytogenetika



Laboratory examination of developmental defects in prenatal

screening with a focus on chromosomal aberrations

Abstract

This thesis forms summary overview about possibilities of prevention of congenital
defects in prenatal diagnostics with focus on the most biochemical screening to assess
the risk of congenital anomalies, in particular the most common aneuploidy.

The theoretical part generally characterizes the congenital defects and divides
the anomalies according to the basic aspects. The next part deals with the description of
prevention and diagnosis, which summarizes basic information about screening
programs, which are primarily used to assess the risk of congenital defects for each
pregnant patient.

The practical part provides a more detailed description of the chosen screening
method, namely biochemical screening, and the overall organization of prenatal
screening in the selected population of pregnant patients. This part also includes a brief
description of the procedure for detecting any pathology in the primary part of the
prenatal diagnosis, focusing on genetic analyzes and the variants of use.

The aim of this bachelor thesis was to summarize the results of the biochemical
screening for the 1st and 2nd trimester of pregnancy including the resulting PAPP-A,
free B-hCG and NT scores recorded in multiples of the median (MoM). Furthermore,
the study of the correlation between the age of the patients and the values given in the
multiples of the medians.

Key words

birth defects; prenatal diagnostics; prenatal screening, chromosomal aberrations,

cytogenetics
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1 Uvod

Tato bakalarskéd prace pojedndva o problematice vrozenych vyvojovych vad plodu se
zaméefenim na chromozomalni aberace. Tyto chromozomalni anomalie nevznikaji pouze
v dusledku patologickych procesii na genetické urovni, ale zna¢ny vliv na né¢ maji
predevsim faktory zivotniho stylu. A to at’ uz se jednd o nezaddouci uzivani navykovych
latek v obdobi téhotenstvi, nebo stdle se zvySujici primérny vek prvniho té¢hotenstvi,
coz jsou zasadni aspekty zvysujici riziko vyskytu vyvojovych vad. Proto hraje v€asné
potvrzeni ¢i vylouc¢eni onemocnéni diileZitou roli v péc¢i o téhotnou pacientku. K tomu
slouzi prave i prenatalni screeningova vySetieni, kterym se tato prace primarn¢ vénuje.
Cil prace spociva v piehledném shrnuti vysledkii biochemického screeningu
téhotnych pacientek za obdobi I. a IL. trimestru v rdmci své laboratorni praxe, jejiz
soucasti je 1 kompletace anamnestickych daju, které jsou nezbytnym kritériem pro
posouzeni pravdépodobnosti vyskytu vrozené vyvojové vady. Dal$im cilem je sledovani
korelace mezi v€kem pacientek, jakozto vyznamnym rizikovym faktorem, a hodnotami,
které jsou taktéz dillezitym aspektem pro vypocet pravdépodobnosti vyskytu vrozené
vyvojové vady, a to hodnotami markeri PAPP — A, free B-hCG a NT uvadénych

V nasobcich medianu.



2 Soucasny stav

2.1 Piehled soucasného stavu

V ptipad€, kdy zena otéhotni, byva jejim prioritnim zdjmem zdravi vyvijejiciho se
plodu. K diagnostice zdravotniho stavu plodu slouzi komplexni prenatalni diagnostika,
jejiz soucasti je 1 véasna detekce vrozenych vyvojovych vad. Tyto diagnostické metody
se neustale vyvijeji a kladou diraz na zachyceni jakékoliv patologie tak, aby byly
odhaleny v co mozna nejranéj$im stadiu t€hotenstvi. Preferovany jsou pfitom metody,

které jsou maximalné bezpecné pro matku i plod.

2.2 Vrozené vyvojové vady

Vyznam pojmu vyvojovd vada je z Iékafského hlediska velmi rozsahly, jelikoz
vyvojové vady zasahuji prakticky vSechny organové soustavy a nabyvaji rGzného
charakteru. Mize se jednat o drobné odchylky, které ovliviuji kvalitu zivota
postizeného jedince pouze v zanedbatelné mife, ale také mohou byt disledkem téchto
defekt zavazné zdravotni obtize, které nemusi byt v n¢kterych ptipadech slucitelné se
zivotem. Postizeny jedinec tak umira bud’ jiZ béhem intrauterinniho vyvoje, nebo kratce
po narozeni. Vyvojové vady nejsou ani nijak vzacnym problémem, jelikoz dle statistik v
Ceské republice stale prichazi na svét 3 — 5 % potomki s uréitym typem vyvojové vady
(Sipek et al., 2013a).

VVV, jakozto odchylky od fyziologického vyvoje jedince, se bézné¢ d€li na
zakladé nékolika hledisek. Mezi tato hlediska se fadi napfiklad mechanismus, pfi¢ina ¢i
obdobi vzniku, nebo konkrétni klinické projevy téchto vad (Sipek, © 2010 — 2014;
Binder, 2011).

2.2.1 Déleni VVV na zdikladé obdobi jejich viniku
Gametopatie
Poruchy wvznikajici uvnitt zarodeénych bunék v disledku chyby pifi rozdélovani

chromozom v ramci jejich vyvoje nebo déleni (Macak, 2012).

Blastopatie
Jedna se o poruchy zapfiCinujici vdzné chromozomalni anomalie, v jejichz dasledku
mohou vznikat zridy a vrozené defekty. Tyto odchylky jsou typické pro rand stadia

téhotenstvi, konkrétné pro obdobi 15 dnii po oplodnéni (Macék, 2012).
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Embryopatie

Obzvlast’ citlivym obdobim pro vznik embryopatii je organogeneze, tedy obdobi tvorby
zéklada organti. Tyto vady vznikaji od 15. dne od oplozeni do 12. tydne téhotenstvi.
Podkladem pro vznik byvaji Casto infekce (rubeola) nebo toxiny (Iéky ¢i chemikalie)

(Macak, 2012; Hajek et al., 2014).

Fetopatie

Fetopatie postihuji plod od 3. mésice az do konce te€hotenstvi, pfiCemz zde zasadni roli
hraji infekce nebo Skodliviny, které organogenezi podstatné brzdi, zastavuji nebo
zasadné poskozuji. Vyznamnou pfi¢inou byva taktéz nekompatibilni Rh faktor matky a
plodu, kdy dochazi k tzv. morbus hemolyticus neonatorum (Macak, 2012; Hajek et al.,
2014).

2.2.2 Déleni VVV na zikladé mechanismu vzniku

Malformace

V dusledku dédiénych nebo exogennich cinitelt vznikaji vyvojové anomalie. Tyto
casti. Piikladem mize byt defekt neurdlni trubice, ktera se pfi vyvoji zcela neuzavite, a

tim padem nedojde ani k jejimu kompletnimu vytvoteni (Jezova, 2013).

Disrupce

Pti této poruSe se neuplatiuji genetické vlivy, ale divodem vzniku mohou byt jak
vnitini, tak vnéjsi faktory. Ty plisobi patologicky na dosud fyziologicky se vyvijejici
organy a jejich ¢asti a zplisobuji defekty, jako naptiklad amnidlni pruhy (Jezova, 2013).

Deformace

Zasadni pfi¢inou vzniku deformaci je piisobeni mechanického vlivu, v jehoz disledku
dochdzi ke vzniku abnormalit ve tvaru nebo polohy c¢asti té€la. Tyto abnormality vSak
nevedou k porucham celkového vyvoje, ale odchyluji ho mimo ptivodni smér (Jezova,

2013).

Dysplazie
Pti¢inou vzniku dysplazii byva abnormdlni uspofadavani bun¢k, které formuji prislusné

tkané a nésledné orgény (Jezova, 2013).
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2.2.3 Déleni VVV na zdkladé klinickych projevii
Isolované vady
Jedna se o vady, pro jejichz vyskyt je charakteristické, ze neni asociativné spojen s

dal§imi vadami. P¥ikladem muzZe byt izolovana polydaktylie (Sipek, © 2008 - 2018).

Sekvence
Mnohonasobné vady vznikaji jako nasledek patologické kaskady déju, jejiz vznik
inicioval pivodni patologicky zésah. Jednim z ptikladd téchto vad je sekvence

Potterové (Sipek, © 2008 - 2018).

Asociace

Asociace jsou vrozené defekty, pro které je charakteristicky vyskyt s dalSimi vadami,

naptiklad VATER asociace (Sipek, © 2008 - 2018).

Syndrom
Syndrom Ize definovat jako komplex pfiznakii projevujicich se soub&zné a vytvatejicich
klinicky obraz charakteristicky pro dané onemocnéni, a to napiiklad pro Downiv

syndrom (Selikowitz, 2011).

2.2.4 Déleni VVV na zdkladé piicin vzniku

Geneticke vlivy

Za genetické odchylky povaZujeme zmény vznikajici na genové Urovni, tedy mutace
konkrétnich genti a odchylky v chromozomalni vybavé ¢loveka, at’ uz v jejich poctu,
nebo celkové stavbé jednotlivych chromozomit. Projev téchto anomadlii oznacujeme

jako syndrom - naptiklad Downtiv, Patautiv, Edwardstv, aj. (Hajek et al., 2014).

Multifaktorialné dédi¢né vady
Jedna se o vady podminéné genetickou predispozici, a zaroven vlivem vnéjSich faktort.
Patfi mezi né naptiklad roz$tépy rtu, patra a neurdlni trubice, vrozené srdecni vady, a

jiné (Matikova, Seemanova, 2013).

Vlivy vnéjsiho prostiedi, které maji vliv na VVV
Teratogeny se fadi mezi exogenni faktory zasadné zvySujici riziko nebo piimo
zapticinujici vznik vrozenych vyvojovych vad. Déli se na faktory chemické, fyzikalni a

biologické (Sipek, © 2010 — 2014).
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Jako chemicky faktor se uplatiiuje fada 1éCiv (cytostatika, antiepileptika nebo
nékteré druhy antibiotik). Dal§imi latkami, u nichz byl prokazan taktéz teratogenni vliv,
jsou alkohol a drogy. Mutagenni u¢inky nelze vyloucit ani u vS§eobecné nebezpecnych
chemickych latek, jako jsou napiiklad t&7ké kovy (Sipek, © 2010 — 2014).

Mezi nejcastejsi fyzikalni vlivy fadime zafeni. V disledku radioaktivniho zatreni
muze dochdzet ke zlomim na chromozomech. Rentgenové zéafeni zase nepiiznive
ovlivituje vyvoj neuralni trubice. Z tohoto diivodu je proto doporuceno nepodstupovat
RTG vysetfeni do 3. mésice tchotenstvi. Jako dalsi fyzikalni teratogen lze zminit
vysokou teplotu (Sipek, © 2010 — 2014).

Jako biologické teratogeny se uplatituji ptivodci infekénich onemocnéni. Tito
puvodci maji zastoupeni napti¢ vSemi druhy organismi. Jedna se o viry (herpesviry,
cytomegaloviry, rubiviry, HIV), bakterie (Treponema pallidum zptisobujici syfilis) a
prvoky (Toxoplasmosa gondii). Pfimym teratogennim ucinkem se vyznacuji i néktera
onemocnéni matky, jez maji chronicky charakter, a to naptiklad diabetes mellitus ¢i

fenylketonurie (Sipek, © 2010 — 2014).

2.3 Chromozomdlni aberace

Bézny lidsky karyotyp sestdva ze 46 chromozomi. Tuto chromozomalni vybavu tvoii
22 parit somatickych chromozomii (autozomll) a 1 par chromozomil pohlavnich
(gonozomt). U zenského pohlavi se jedna o gonozomy XX, u muzského o gonozomy

XY (Maték, 2012).

2.3.1 Strukturni chromozomdlni aberace

Tento typ aberaci vznika na podkladé chromozomalnich zmén, konkrétné jejich zlomi.
V disledku téchto dé€jii nasleduji patologické zmény, jako naptiklad ztraty, zdvojeni
Zmeény ve struktufe se déli na balancované, kdy nedochazi ke zménam v mnoZstvi
genetické informace, a na nebalancované, kdy dochazi k ubytku nebo naopak piebytku
ptvodniho mnoZzstvi genetické informace. Timto pfipadem mohou byt delece (absence
¢asti chromozomu), duplikace (zndsobeni daného tseku chromozomu), ¢i translokace
(rozdéleni ¢asti chromozomu a jeho nésledné piipojeni k chromozomu jinému) a dalsi

anomalie (Sipek, © 2010 — 2014).
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2.3.2 Numerické chromozomdlni aberace

Vznik numerickych chromozomalnich aberaci je pfisuzovan chybnému rozdéleni
genetického materialu mezi decefiné bunky béhem bunécného deleni. V disledku této
chyby dochézi bud’ ke staviim znésobeni celé chromozomalni sady, tedy polyploidiim,
nebo ke staviim, kdy chybi ¢i pfebyva pouze néktery z chromozomt, tedy aneuploidiim
vznikajicim v dusledku tzv. nondisjunkce Mezi aneuploidie se fadi monozomie, kdy
jeden z péaru chromozomul chybi, a trizomie, kdy je naopak jeden z chromozomu

nadpocetny (Sadler, 1995; Sipek, © 2010 — 2014).
Syndromy zapri¢inéné aneuploidiemi autozomi

Downitiv syndrom

Downitiv syndrom je povazovan za nejcastéj$i numerickou odchylku v chromozomalni
vybavé, kterd je doprovazena jak duSevni, tak télesnou poruchou. Pfi€inou je
nadpocetny chromozom, ktery je patologicky pfipojen k 21. pari chromozomi, a
zpuisobuje tak trizomii 21. chromozomu znamou pro svij typicky fenotypovy projev. K
projevu nemoci pritom postac¢uje i pouha nadbyte¢na ¢ast chromozomu, ktera se k 21.
paru piipoji. Statisticky Downiiv syndrom postihuje pfiblizn¢ 1 ze 700 novorozenych
déti naptic vSemi etnickymi skupinami. Vyssi riziko vyskytu je pfi¢itano vysSimu véku
rodicky, konkrétné se riziko znatelné zvysuje nad 35 let vé€ku. Existuji dva patologické
déje podnécujici ke vzniku této poruchy, a to nondisjunkce, pii které dochazi k
chybnému dé¢leni genetické informace, a translokace (Selikowitz, 2011; National Down
Syndrome Society, 2018).

Fenotypové se Downlv syndrom projevuje mongoloidnim vzhledem, riznym
stupném mentalni retardace, malym vzristem se sklonem k zavalitosti a poruchami
imunity. Dal§im typickym projevem je vyskyt tzv. opi¢i ryhy, epikantalni fasy a
zeSikmenych oc¢nich §térbin. U piiblizné 1 % jedincli je zaznamenan vyskyt jiné formy,
tzv. mozaicismu, kdy chromozomalni odchylka postihuje jen nckteré bunky, zatimco
zbylé jsou zdravé. Chromozomalni odchylky jsou tak fyziologickymi buiikami ¢aste¢né
kompenzovany, a patologické projevy poruchy jsou zmirnény (Selikowitz, 2011,
National Down Syndrome Society, 2018).

Karyotyp jedince postizenym Downovym syndromem je: 47, XX (XY), + 21
(Selikowitz, 2011; National Down Syndrome Society, 2018).
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Edwardsiiv syndrom

Tento syndrom je povazovan za relativné ¢astou chromozomalni odchylku, jejiz vyskyt
je zaznamenavan u asi jednoho z 5000 — 6000 narozenych jedinci. PfiCina tézkého
postizeni spo¢iva v nadpocetném chromozomu 18. Riziko vyskytu této trizomie se
stupiiuje spolecné s vékem matky. Vyskyt této vrozené vady byva pro postizené jedince
tak zdvaznym zdravotnim zasahem, ze ve vysokém méfitku dochézi k umrti plodu jiz
béhem téhotenstvi. Narozeni jedinci se pak ziidka doziji prvniho roku Zivota (Sadler,
2011; Stefanek, © 2011).

Zasadni podil na umrtnosti nesou vrozené srdeéni vady. Casté obtize také
zpuisobuji problémy s dychanim a polykdnim. Typickym projevem postizen¢ho jedince
jsou nizkd porodni hmotnost, rozstépové vady, deformity v oblicejové i hlavové ¢asti,
rizné deformace kosti a koncetin. Jedinec trpi mentalni retardaci (Sadler, 2011,
Stefanek, © 2011).

Karyotypovy zapis pro Edwardsiv syndrom vypada takto: 47, XX (XY), + 18
(Sadler, 2011; Stefanek, © 2011).

Patauiiv syndrom

S vyskytem u jednoho z 10 000 narozenych jedinct se u nas Patautiv syndrom fadi mezi
vzacné se vyskytujici vrozené vady. Sviij podil na tak nizkém vyskytu miize vsak nést i
fakt, ze urcité mnozstvi te¢hotenstvi, kdy je plod postizen timto syndromem, konci
samovolnym potratem. Pfi¢inou patologickych zmén, které vedou u jedince k celkové
degradaci mentalniho i fyzického vyvinu je nadpocetny 13. chromozom (Sadler, 2011;
Stefanek, © 2011).

Typickym fenotypovym projevem byva nizkd porodni hmotnost, zasadné
zpomaleny rust, deformace hlavy i obli¢ejové Casti, véetné¢ deformit a poruch funkce
o¢i, a Casté polydaktylie. Vyjimku netvofi ani vrozené vady srdce a ledvin (Sadler,
2011; Stefanek, © 2011).

Karyotyp jedinct s Patauovym syndromem: 47, XX (XY), + 13 (Sadler, 2011;
Stefanek, © 2011).

Syndromy zapii¢inéné aneuploidiemi gonozomi

V piipadé gonozomalnich odchylek se jedna ptedevsim o jejich pocet, ktery se lisi od

MV

nondisjunkci gonozomu v pohlavnich bunikach (Macak, 2012).
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Klinefelteriiv syndrom
Klinefeltertiv syndrom se vyskytuje cca u jednoho z 500 — 1000 narozenych déti
muzského pohlavi. Pro své latentni projevy vSak byva diagnostikovan bud zcela
nahodné, nebo az v pozd¢jsim veéku, kdy se zacinaji projevovat typické odchylky.
Ptic¢inou je nadbytecny pohlavni chromozom. Typickou formou karyotypového zapisu
jedince s Klinefelterovym syndromem je: 47, XXY (Sadler, 2011; Stefanek, © 2011).
Logicky tak dochazi pfevazné k télesnym zménam, které jsou podminény
hormonalni dysbalanci, ktera je zptisobena poruchou produkce hormonu testosteronu. Z
toho lze odvodit, ze typické projevy tohoto syndromu spocivaji v odchylkach
pohlavnich znakli a funkci pohlavnich Zlaz. Jedince s Klinefelterovym syndromem
charakterizuje vysoky vzrist s napadné dlouhymi koncetinami, mensi mnozstvi svalové
hmoty, zvétSené prsni zlazy, pubické ochlupeni Zenského typu a vyssi hlas. Typicky
byva narusena funkce varlat, coZ se projevuje neplodnosti postizeného jedince (Sadler,

2011; Stefanek, © 2011).

Turnertv syndrom

Turneriv syndrom je charakterizovan pfitomnosti pouze jednoho pohlavniho
chromozomu. V nékterych ptipadech nechybi druhy pohlavni chromozom zcela, ale v
karyotypu muzeme nalézt jeho ¢ast. Tato monozomie je tak jako jedina slucitelna se
zivotem. Vyskyt syndromu je zaznamendn i v podobé mozaiky, kdy se absence
chromozomu X vyskytuje pouze v nékterych buiikdch. Mira vyskytu se pohybuje okolo
1 z 2000 — 3000 narozenych divek, vysoké procento — az 98 % vsak vyjadiuje mnozstvi
t€hotenstvi, které v pfipad¢ tohoto postizeni plodu, kon¢i spontannim potratem (Sadler,
1995; Stefanek, © 2011).

Turnertiv syndrom je u divek spojen bud’ s uplnou absenci vajecnikli, nebo s
pfitomnosti utvard, které zpravidla nenesou zaddnou z piivodnich funkei. V disledku této
anomalie dochédzi k poruchdm dospivani, nepfitomnosti menstruacniho cyklu a v
navaznosti na tyto patologické procesy i k celkové neplodnosti. Mezi fyzické projevy
onemocnéni fadime kozni fasu na krku, nizky vzrist, ¢asto se vyskytujici lymfedémy

koncetin a razné skeletalni deformity (Sadler, 1995; Stefanek, © 201 1).
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2.4 Prevence a diagnostika

2.4.1 Prevence

Vrozené vyvojové vady jsou v prvni fadé povazovany za vazny problém zasahujici
zdravi. Vyznam tohoto problému vSak zasahuje 1 sféru socidlni, a samoziejmé
ekonomickou. I z téchto divodu se apeluje na predchazeni t€émto vadam, pficemz tou
nejlepsi cestou je primarni prevence, jelikoz si jako prioritni tkol klade ptfimo zabranéni
vzniku vrozenych vyvojovych vad. Sekunddrni druh prevence se jiz potyka s

diagnostikou samotnych vad a nasledném feseni patologickych stavii postizenych plodi

(Gate-2-biotech, © 2006 — 2018).

2.4.2 Primdrni prevence

Prevence zahrnuje nespocet faktord, jejichz plisobeni ma na zdravi matky a plodu
zasadni vliv, a tudiz je nezbytné se jejich konkrétnim G¢inkiim vénovat (Gate-2-biotech,
© 2006 — 2018).

Souhrnné lze konstatovat, Ze prioritnim zdjmem by mélo byt pldnované
rodiCovstvi s co nejvhodnéj$imi podminkami k poceti potomk, do kterych lze zahrnout
odpovidajici v€k a zdravotni stav Zeny. Se vzrlstajicim vékem je spojovan Cetnéjsi
vyskyt chromozomalnich anomalii, pfedev§im téch numerickych. Samotny zdravotni
stav Zeny mlZe byt nepfiznivé ovlivnén z riznych hledisek, a to po€inaje nedostatecné
vyvazenou stravou z pohledu zastoupeni vitaminli, mineralti a jinych dulezitych latek.
Zenam je proto doporu¢ovan stabilni ptijem kyseliny listové, ktera hraje diileZitou roli v
plusobeni na vyvoj plodu a snizovani rizika vyskytu riznych defektd. Paradoxnim
faktem je, ze zvySena davka nckterych vitamini, a to napiiklad vitaminu A, miZe byt
pro plod naopak toxickd. Nezbytnd preventivni opatfeni se tykaji také potencialné
nebezpecnych latek, jako jsou teratogeny, alkohol, drogy a nékteré skupiny 1éku (Gate-
2-biotech, © 2006 — 2018).

Preimplantac¢ni geneticka diagnostika
Vzhledem k tomu, ze je preimplantacni genetickd diagnostika jedinou metodou
umoznujici odhalit vyskyt aneuploidii jeSt€ pted pocetim, lze ji téZ zahrnout do
preventivnich metod (Rutarova, 2008).

Tento druh diagnostiky je vyuzivan v ptipadé fertilizace in vitro a je
doporucovan predevSim tém parim podstupujicim umélé oplodnéni, u kterych je

zvysené riziko vyskytu geneticky podminéného onemocnéni, dale naptiklad
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pacientkam, které ptekrocily v€kovou hranici 35 let, nebo jiz prodélaly t€¢hotenstvi, kdy
byl plod postizen genetickou vadou. Hlavnim zamérem je tedy zisk embrya, které
nevykazuje zadnou genetickou abnormalitu, v opacném pfipadé je embryo vyiazeno.

Nejcastéji se vyuziva bioptického odbéru 1 — 2 blastomer u embrya, které v
ramci kultivace v médiu dosédhlo stafi 3 dnt, tedy stadia 8 bunck. Ziskané blastomery
jsou pak fixovany na sklicka a odesilany k molekuldrni a cytogenetické analyze, kdy se
vyuziva metody FISH a PCR. Pokud se v ramci genetické analyzy nepotvrdi Zadna
abnormalita, embryo muze byt vyuzito k dal§im krokiim v procesu IVF (Rutarova,

2008).

2.4.3 Sekunddrni prevence — prenatdlni diagnostika
Prenatalni diagnostiku charakterizuje kombinace vysetfovacich metod a postupi, jez
napomahaji k odhalovani vrozenych vyvojovych vad, jejichz klinicky obraz bud
indikuje velmi obtiznou 1é¢bu, nebo jakékoliv moznosti 1écby piimo vylucuje. Mezi tyto
pripady lze zahrnout i vady s letalnimi nasledky (Hajek et al., 2014).

Dle charakteru zédkroku se tento druh diagnostiky d€li na neinvazivni a invazivni

(Hajek et al., 2014).

Neinvazivni metody vySetfeni

Pro neinvazivni diagnostické metody je typické, ze nezatézuji organismus Zeny
jakymkoliv zasahem, a tim padem eliminuji riziko ztraty plodu. Souhrnnym
neinvazivnim vySetfenim, které zahrnuje né€kolik druhii vySetfeni je tzv. prenatdlni
screening. Tato metoda si klade za ukol vyhleddvat pacientky, u nichZ existuje
nekolikanasobné vyssi Sance na vyskyt vrozené vyvojové vady u jejich plodu. Soucasti
je zkoumani anamnézy, piicemz konkrétnim cilem je existence geneticky podminénych
onemocnéni v rodin€, dale ultrasonografie a biochemicky screening detekujici
specifické markery v matetském séru (Sadler, 2011, Hajek et al., 2014).

At uz z divodu patologického nélezu v ramci ptedchoziho screeningu, riziku
vyplyvajiciho ze zjisténé anamnézy, nebo Cist¢ na vlastni zadost l1ze v soucasnosti
vyuzit 1 analyzy DNA samotného plodu, kterd se ziskava téz z matetfského séra. Na
rozdil od zékladniho prenatilniho screeningu toto vySetfeni standardné nepodstupuji

vSechny gravidni pacientky (Sadler, 2011, H4jek et al., 2014).
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Ultrazvukova diagnostika

Vyuziti ultrazvukové diagnostiky v trvani celého t€hotenstvi se stavi na prioritni mista v
prenatalni diagnostické péci. Standardné se k UZ vySetfeni béhem téhotenstvi ptistupuje
celkem 4x, avSak zalezi zcela individudlné na lékarském posouzeni pro vyuziti dalsiho
vySetfeni v pfipadé vyskytu jakékoliv abnormality. (Calda, 2005; Calda, 2012b)

Za obvyklych podminek se UZ screening provadi pro stanoveni gravidity
idedln¢ mezi 11. — 14. tydnem, ¢imzZ se stava soucasti prvotrimestralniho screeningu,
dale mezi 18. — 22. tydnem tchotenstvi, a nasledn¢ mezi 30. — 32. tydnem gravidity, kdy
je mozné vyloucit riizné druhy patologii v¢etné hypotrofizace plodu. Pfiblizné 1 — 2
tydny pted porodem se provadi UZ vySetfeni, které vSak neslouzi jako typicka soucast
prenatalni diagnostiky, ale uz jen jako vySetfeni slouZici k posouzeni podminek pro

blizici se porod (Calda, 2005; Calda, 2012b).

Vstupni ultrazvukové vysetieni

Idedln¢ by mélo byt prvotni ultrazvukové vysetieni provedeno jesté pred 13. tydnem
gravidity. Béhem uvodniho vySetfeni se stanovuje gestacni stafi plodu, a zaroven
pfipadné vicecetné t&hotenstvi, posuzuje se vitalita plodu a dochdzi k prvotnimu

zachytu zavaznych fetalnich abnormalit (Calda, 2012a).

VySsetieni v ramci prvotrimestralniho screeningu

Prvotrimestralni screening sestava z né€kolika druhli vySetfeni, kterd maji komplexné
posoudit stav t&hotné pacientky a vyvijejiciho se plodu, a zaroven jiz vyjadfit miru
existujiciho rizika vyskytu vyvojovych vad (Sonek et al., © 2012).

Mimo aspekty, které posuzuji toto riziko, se stanovuje napiiklad cCetnost
t€hotenstvi a upfestiuje se gestacni stafi. Pro detekci rizika se zohledfiuji ultrazvukové
nalezy, kdy je mozné na zaklad¢ posouzeni velikosti plodu a specifickych markert
detekovat vyvojovou vadu jiz v raném stadiu. Mezi sledované markery patii predev§im
nuchélni translucence, tedy §ijové projasnéni a pritomnost nosni kosti (Sonek et al., ©

2012).

Ultrazvukova vySetfeni v prubéhu téhotenstvi

Ultrazvukové vysetifeni mezi 18. — 22. tydnem tchotenstvi je zaméfeno predev§im na
stanoveni poctu plodua a jejich vitalitu, coZ je spojeno s posouzenim celkové anatomie,
biometrickych udaji plodu a kontrolou srde¢ni Cinnosti. Mimo informace tykajici se

plodu se dale sleduje i mnozstvi plodové vody a ulozeni placenty (Calda, 2012a).
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Vysetieni mezi 30. — 32. tydnem opétovné posuzuje biometrii plodu a spolecné s
kontrolou rozmérd a vypoctem hmotnosti se vylucuje hypotroficky stav plodu.
Vzhledem k tomu, Ze tento stav je vyvolavan pravé defektni funkci placenty, kontroluje

se i nyni ulozeni placenty a mnozstvi plodové vody (Calda, 2012a).

Ultrazvukové parametry

Ultrazvukové vySetfeni prispivda v ramci prenatdlniho screeningu ziskem nékolika
dalezitych marker, které jsou pozd¢€ji zohlediiovany spole¢né s anamnézou a vysledky
biochemického screeningu. Témito markery jsou CRL (crown rump lenght), tedy
stanoveni temeno-kostréni vzdalenosti, jejiz hodnota se v obdobi 11. — 14. tydne
gravidity fyziologicky pohybuje mezi 45 — 84 mm. Tento marker je povazovan jako
zasadni parametr pro odhad rizika jakychkoliv anomalii plodu jak v prvnim, tak i ve
druhém trimestru (Sonek et al., © 2012; Polak et al., 2017).

Dalsim zékladnim markerem je NT (nuchalni translucence), tedy hodnota
Sijového projasnéni plodu, kterd se stanovuje v prvnim trimestru. Vysledky se s
ohledem na potieby vyhodnoceni kombinovaného testu prevadi na mediany. VSeobecné
se riziko vyskytu chromozomalni abnormality umémé zvySuje se zvétSujici se Siikou
(Sonek et al., © 2012; Polak et al., 2017).

Dilezitym aspektem pii UZ vySetfeni je pfitomnost nosni kiistky, tedy marker
zvany NB (nasal bone). Pokud béhem screeningu v obdobi mezi 11. — 14. tydnem
téhotenstvi nosni kiistka chybi, existuje mnohem vyssi pravdépodobnost, ze bude plod
postizen geneticky podminénou vadou. (Sonek et al., © 2012; Polék et al., 2017)

V ramci vySetfeni biometrickych parametrii v prib&hu druhého trimestru se méii
napiiklad BPD (biparietal diameter), coz je parametr, ktery udava biparietalni primér

hlavy plodu (Sonek et al., © 2012; Polék et al., 2017).

Biochemicky screening

Biochemicka laboratorni vySetfeni se provadi pro detekci nejcastéjSich vad zasahujicich
chromozomalni vybavu. I pfesto, Ze je biochemicky screening zaméten na odhalovani
téchto vad, podava s ostatnimi posuzovanymi aspekty pouze informaci o mife rizika
jejich vyskytu, tudiZ neslouzi k jejich pfimé diagnostice. V ramci tohoto screeningu se
posuzuji konkrétni biochemické markery — konkrétné jejich hladiny v matetfském séru.

Jedna se 0o PAPP — A, free B-hCG, hCG, AFP a uE3 (Polak et al., 2017).
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Invazivni metody vySetieni

Vzhledem k rapidnimu vyvoji laboratorni diagnostiky se stile rozSifuji moznosti ve
vyuziti invazivnich metod. Nicmén¢ je prioritni snahou snizit pocet téchto invazivnich
vysetieni prenatalni diagnostiky s ohledem na existujici rizika, kdy mohou nastat
komplikace spojené s poskozenim plodu, vyvolanim potratu ¢i pred¢asného porodu. Z
téchto divodi by se mélo k témto vySetfovacim metodam pfistupovat az v piipade
zavazného podezieni na nékterou ze zminovanych aberaci, tedy nejcastéji na zakladé
pozitivnich vysledkl prenatdlniho screeningu jak v I., tak i ve II. trimestru, nebo pii
posouzeni jinych rizikovych faktort, jako naptiklad véku matky (Hajek, 2004; Binder,
2011).

Mezi invazivni diagnostické metody se fadi biopticky odbér vzorku choria
(CVS), odbér fetalni krve z pupecnikové zily (kordocentéza) a odbér plodové vody
(amniocentéza). Veskera vysetieni probihaji pod ultrazvukovym dohledem, aby se
minimalizovala rizika komplikaci. Ze ziskaného materidlu — tedy bun¢k choria ¢i
plodové vody je mozné provést predevSim genetickd vySetfeni stanovujici karyotyp

plodu (Binder, 2011; PUBS — odbér pupeénikové krve, © 2018).

Odbér vzorku choria (CVS)

Dle pokrocilosti tehotenstvi se CVS déli na ¢asnou, provadénou mezi 9. — 12. tydnem, a
na pozdni, tedy placentocentézu provadénou po 12. tydnu. K cytogenetickému vySetieni
se vyuzivd bunék cytotrofoblastu nebo pluripotentnich mezenchymalnich bunék
mezodermu. Vykon je provadén zpravidla transabdominalné, tedy pies bfiSni sténu s
ultrazvukovou kontrolou. K GspéSnému odbéru je tfeba ziskat alesponl 10 — 20 mg tkang.
Po vySetfeni je nezbytné piedpokladat zvySenou hladinu AFP, ktery miZze byt v
dasledku CVS zvysen az o 70 % (Hajek, 2004; Polak et al., 2017).

Dalsi komplikaci pfi diagnostice mize byt vyskyt placentdrniho mozaicismu,
kdy je chromozomalni zména ptitomna pouze v choriu, nikoliv u plodu, v tomto ptipadé
je nutné piistoupit k amniocentéze. VSeobecné riziko ostatnich komplikaci, jako
spontanni potrat, odtok plodové vody, krvaceni, a dalSich je ptiblizné 0,5 — 1 % (Hajek,
2004; Polak et al., 2017).

Amniocentéza (AMC)
Ideélni obdobi pro odbér plodové vody je mezi 15. — 22. tydnem téhotenstvi, kdy se jeji

mnozstvi pohybuje okolo 240 — 280 ml, pficemz se béhem vysetteni odebira 10 — 20 ml
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v zévislosti na tydnu gravidity. Odbér probihd téz pod kontrolou ultrazvuku pomoci
transabdominalni punkce. Odebiraji se builkky ektodermélniho nebo mezodermalniho
puvodu, ty nasledné slouzi k cytogenetickému nebo molekularnimu vySetfeni DNA, kdy
se vyuziva metody FISH (fluorescencni in situ hybridizace) a PCR polymerazova
fetézova reakce). Ziskany vzorek se nasledné zasila i k diagnostice biochemickych
markert. Riziko komplikaci se opét pohybuje kolem 0,5 — 1 % (Hajek, 2004; Polak et
al., 2017).

Kordocentéza (KDC)
Kordocentézou se rozumi odbér fetdlni krve punkci pupecnikové vény. K tomuto
vySetfeni se pristupuje zpravidla az kolem 20. tydne gravidity, a to na zaklad¢
neurcitych vysledki aminocentézy, pozadavku na uréeni karyotypu plodu, pti podezieni
na infekéni onemocnéni, jejichz stanoveni z plodové vody neni vétSinou mozné, a pro
stanoveni markerti hematologickych, imunologickych a metabolickych (Hajek, 2004;
Polak et al., 2017).

Odbér se provadi punkéni jehlou pod ultrazvukovou kontrolou a pro néslednou
diagnostiku je vyzadovano mmnozstvi 1 - 2 ml fetalni krve. Riziko néslednych

komplikaci ptitom nepiesahuje 1 % (Hajek, 2004; Polak et al., 2017).

2.5 Prenatdlni screening chromozomdlnich aberaci

K pfimému vylou€eni ¢i potvrzeni vyskytu chromozomalni vady slouZi invazivni
vySetfeni, ktera s sebou nesou urcitou miru rizika komplikaci. Pravé 1 z ditvodu snahy
vylouc¢it komplikace v rdmci prenatalni diagnostiky se zacalo pfistupovat k vyuziti
screeningovych programi. Jednd se o metody, které si kladou za ukol vyhledat
pacientky s urcitym rizikem vyskytu aneuploidie. Za pomoci této diagnostiky je pak
mozné indikovat invazivni metody pouze u pacientek s vaznym podezienim na vyskyt
chromozomalni aberace ¢i s vyskytem vyvojovych vad v rodinné anamnéze nebo
ptedchozich téhotenstvich (BeloSovicova, Calda, 2012; Hajek et al., 2014).

Tato metoda vyhleddvani rizikovych pacientek by méla spliovat urcité
pozadavky, které v zasad¢ souvisi se Setrnosti vi¢i pacientce — zakrok by mél byt
bezbolestny a bez negativnich pocitd pacientky. Dale by provedeni testu mélo byt
snadné a celkové by ho meéla charakterizovat jednoduchost, vysoka spolehlivost a
citlivost. VedlejSim aspektem je jeho ekonomicka tnosnost. I ptes veskeré pozadavky je

vSak nutné podotknout, Ze zadny screeningovy test neni tim idealnim a univerzalnim, a
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tak nelze pocitat se 100 % schopnosti detekovat vSechny vyvojové vady (BeloSovicova,
p P y Vyvoj y

Calda, 2012; Hajek et al., 2014).

2.5.1 Screeningové testy v prvnim trimestru téhotenstvi

Kombinovany test

Tento test je charakterizovan vysokou efektivitou v odhalovani trizomii jak 13., 18., tak
1 21. chromozomu, a to az v 90 % ptipadl postizeni plodu. Vyskyt falesné pozitivnich
vysledkll je pfitom piiblizné do 5 %. Princip vySetfeni spociva v komplexnim
zohlednéni vysledkt biochemického a ultrazvukového vySetfeni a spoleéné s vekem
matky tak probiha vypocet rizika vyskytu aneuploidie. V radmci biochemického
screeningu se vySetiuje PAPP — A a free B-hCG. Ultrazvukové vysetfeni zohlediiuje
parametr nuchalni translucence, zachycuje jakékoliv strukturdlni anomalie a ovétuje

Cetnost t€hotenstvi (Belosovicova, Calda, 2012).

Kontingen¢ni test

Kontingen¢ni test je obdobou testu kombinovaného, kdy se vysetfuji prakticky stejné
markery a zohlediuji totozné aspekty, pti¢emz jsou jesté zaclenény tzv. minormarkery,
k nimz fadime naptiklad pfitomnost NB — nosni kosti, krevni priitok v ductus venosus,
srdecni frekvenci, méfeni délky kosti stehenni a pazni, a jiné. Mira detekce vyskytu
trizomii je pfitom aZz 95 %, a to pii pouhych 2 % faleSn€ pozitivnich detekci

(BeloSovicova, Calda, 2012).

2.5.2 Screeningové testy ve druhém trimestru téhotenstvi
Double test
Double test je vyuzivan ke stanoveni rizika vyskytu trizomii 18 a 21. Podkladem je

vySetfeni markeri AFP a hCG. Mira detekce zavisi na ptfitomnosti volné podjednotky

B-hCG. Pokud je soucasti testu cela molekula, pohybuje se procento detekce mezi 55 —
60, v ptipad¢, Ze je pritomna volnd podjednotka, zvySuje se mira detekce o 5 % pfi
stejné mife faleSné pozitivity pro ob€ varianty, a to 5 %. Pfes znacnou nespolehlivost je

test v klinické praxi nadale vyuzivan (BeloSovi€ova, Calda, 2012).

Triple test
Triple test urCuje riziko trizomii 18 a 21 stanovenim markertt AFP, hCG, volného E3 a
zohlednénim véku pacientky. Jako u double testu se v pfipad¢ ptritomnosti volné

podjednotky B-hCG zvySuje mira detekce o 5 %, pficemz s pfitomnosti celé molekuly
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se detekce pohybuje mezi 60 — 65 % pii 5 % falesné pozitivité (BeloSovicova, Calda,
2012).

Quadruple test

Quadruple test stanovuje riziko vyskytu trizomie 18 a 21 na zéklad¢ vysetieni markert
AFP, hCG, volného E3, inhibinu A, a zohlednéni véku pacientky. I v ptipadé quadruple
testu je nutné brat v potaz rozdilnost detekce na zékladé ptitomnosti volné podjednotky
B-hCG, kdy je o 5 % vyssi, nez za ptitomnosti celé molekuly, kdy se mira detekce
pohybuje mezi 55 — 60 %, a to pii 5 % falesné pozitivnich ptipadi (BeloSovicova,
Calda, 2012).

2.5.3 Screeningové testy v prvnim i ve druhém trimestru téhotenstvi

Integrovany test

Integrovany test je v soucasnosti ze vSech testli nejvice vyzdvihovan vzhledem k
vysokému procentu detekce a nizké hodnoté falesné pozitivity. Pomoci integrovaného
testu se stanovuje riziko vyskytu trizomii 13, 18, i 21. Test zahrnuje vySetfeni markeru
PAPP — A a ultrazvukového vySetfeni Sijového projasnéni za obdobi prvniho trimestru a
vySetfeni markert AFP, hCG, volného E3 a inhibinu A za trimestr druhy (BeloSovicova,
Calda, 2012).

Nizké procento faleSné pozitivity je v piipadé tohoto vySetfeni nespornou
vyhodou, ale je zapotifebi brat v potaz podminku, Ze se po vySetieni, které probihd v
prvni trimestru, nebude na pfipadnou pozitivitu reagovat invazivni diagnostikou s
navazujici karyotypizaci, ale vycka se na vysledek screeningu biochemickych markerti
v druhém trimestru. Tento aspekt tak mize byt povazovan jako hlavni nevyhoda, jelikoz
ne vSechny pacientky jsou ochotné vyckat (BeloSovicova, Calda, 2012).

Existuje 1 varianta integrovaného testu, a tou je takzvany sérum integrovany test,
ktery se shoduje se zédkladni podobou s tim rozdilem, Ze neni provadéno ultrazvukové
vySetieni. Riziko vyskytu vSech trizomii se tak vypocitdva na zakladé vysledki
biochemického screeningu za prvni i druhy trimestr a véku téhotné pacientky. Mira

detekce dosahuje pii 5 % fale$né pozitivity az 86 % (BeloSovicova, Calda, 2012).

Sekven¢ni test
Sekvencni test se déli na dvé Casti, a to na kombinovany test provadény v prvnim
trimestru, a na biochemicky screening provadény ve druhém trimestru. Riziko vyskytu

vSech trizomii je tedy vyhodnocovano na zékladé véku pacientky, stanoveni
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biochemickych markerit PAPP — A, free B-hCG a vySetfeni nuchalni translucence v
ramci ultrazvukového vySetfeni v prvnim trimestru, a stanoveni biochemickych markert
AFP, inhibinu A, volného E3 a hCG v trimestru druhém. (BeloSovi¢ova, Calda, 2012)
Sekven¢ni test se od toho integrovaného odliSuje v tom, Ze se kombinovany test
v prvnim trimestru vyhodnocuje bud’ jako pozitivni, nebo negativni, a v ptipad¢ jeho
pozitivity se pfistupuje k invazivni metod¢ vysetfeni a naslednému vysetfeni karyotypu.
V ptipad¢ negativity se standardné¢ provadi screening v rdmci druhého trimestru a

zpravidla probihd komplexni vyhodnoceni obou druhii screeningu (BeloSovicova,

Calda, 2012).

2.5.4 Zaikladni cytogenetické vySetieni chromozomii

Analyza chromozomalnich defektti a chromozomi samotnych dnes spada pod zakladni
naplit cytogenetickych laboratofi. Historie vyvoje metod zabyvajicimi se analyzou
genetického materialu vSak nesaha nijak daleko, jelikoz k dostate¢né kvalitni vizualizaci
chromozom je zapotiebi pfedevsim kvalitné zpracovaného bunééného preparatu, cehoz
bylo dosazeno az na pocatku 2. poloviny 20. stoleti, kdy bylo zpocatku uspéchem
stanovit konkrétni pocet chromozom v karyotypu. Prvotné pouzivané techniky barveni
neumoziovaly diferencovat jednotlivé chromozomy, ale slouzily alespoii k jejich
rozdéleni v ramci 7 tfid, pficemz d¢licim kritériem byla jejich velikost a pfiblizna
poloha centromer (Hatina, Sykes, 1999).

Zakladnim principem pro vySetfeni chromozomi je rozdilnost v jejich struktufe,
kterd se méni v zavislosti na probihajici fazi bunécného cyklu. Chromozomy obsahujici
jadernou DNA zaujimaji podstatnou c¢ast bunééného cyklu tzv. nezkondenzovanou
formu, az v prubéhu metafize béhem bunééného déleni se stadvaji pro vétSinu
cytogenetickych analyz pozorovatelnymi, jelikoZ nabyvaji hustsi a kompaktnéjsi formy
(Primrose, Twyman, 2003).

Dilezitou strukturni jednotku, jez spadda pod analyzované struktury
chromozomi, tvofi chromatin — jadernd hmota tvofend DNA a proteiny. Chromatin
existuje v jadie ve dvou podobach, a to jako euchromatin, ktery se pii barveni zobrazuje
svétle, zatimco heterochromatin tmave, a to na zékladé rozdilnosti transkripéni aktivity
(Primrose, Twyman, 2003).

Moznost stanoveni a rozdéleni jednotlivych chromozomu piinesla az technika
prouzkovani, tzv. chromosome banding. Tato metoda totiz umoznila vizualizaci oblasti

uvniti chromozomt, které se do t¢ doby barvily jednotn€. V praxi se miizeme setkat se
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¢tyfmi zdkladnimi systémy prouzkovani. Q-banding je vhodnym systémem pro
vizualizaci Y-chromozomu a vyuziva chinakrinu, coz je fluroescencni barvivo. Pro C-,
G-, a R-banding je spolecnym bodem vyuziti Giemsova barveni, ale odliSnost spoc¢iva v
piipravé vzork vySetfovanych chromozomii. C- banding se vyuzivd k detekci
centromer. G-banding (obr. 4) se vyuziva nejéastéji pro svou prednost ve vizualizaci
nejjemnéj$i struktury prouzki a predchazi mu aplikace trypsinu ke vzorku
chromozomti. R-banding vyuziva techniky, pfi niz jsou chromozomy osetieny teplym
fyziologickym roztokem, a v zavéru poskytuje vysledek obdobny G-banding technice,

ale v reverzni poloze svétlych a tmavych prouzkt (Hatina, Sykes, 1999).

2.5.5 Fluorescenéni in situ hybridizace (mFISH)

Pro vysetieni karyotypu, které je provadéno pomoci mnohobarevné fluorescencni in Situ
hybridizace, je zapotiebi bunék délicich se v procesu metafaze (Synlab czech s.r.o.,
2018Db).

Vyuziva se neradioaktivné znacenych DNA sond, u kterych probiha hybridizace
k danym usekiim DNA chromozomt fixovanych k podloznimu sklicku, a to na zaklad¢
vzajemné komplementarity. Sondy jsou znacené pomoci nckolika flurochromd.
Samotnou hybridizaci a naslednou detekci vznikd mnohobarevny obraz, ktery je za
pomoci fluorescen¢niho mikroskopu sniman CCD (Charged-coupled device) kamerou,
pro kterou je charakteristickd jeji vysoka citlivost a ptfitomnost n¢kolika optickych
filtrd, jenZ se vyznaCuji Uzkym spektrem odpovidajicim pouZitym flurochromiim
(Synlab czech s.r.o0., 2018b).

Obraz je nadale zpracovan specidlnim softwarem, ktery proméfuje intenzitu
fluorescencnich signalt vychazejicich od jednotlivych chromozomi. Na zaklad¢ této
analyzy jsou homolognim parim pfifazeny klasifika¢ni barvy, pomoci nichZ je mozné
chromozomy rozdélit na autozomy a gonozomy (obr. 5; obr. 6), coZ umozZiuje

karyotypizaci dle ISCN nomenklatury (Synlab czech s.r.o., 2018b).
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Obr. 5 — Fyziologicky karyotyp
(Synlab czech s.r.o0., 2018b)

Obr. 6 — Aberantni karyotyp
(Synlab czech s.r.o0., 2018b)
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2.5.6 Metoda mnohobarevného pruhovini (nBAND)

Princip této metody spociva ve vyuziti parcidlnich sond, komplementéarnich k variabilné
rozsdhlym piekryvajicim se usekim DNA analyzovaného chromozomu. Tyto sondy
jsou téz znaCeny péti flurochromy. Po hybridizaci dochéazi v disledku castecného
piekryvu fluorescencnich signalti jednotlivych sond k souvislym zméndm v intenzité
signalti vSech fluorochromii podél analyzovanych chromozomil. Za pomoci analyzy
intenzity téchto signald piifazuje pocitacovy software ke konkrétnim chromozomalnim
oblastem ruzné klasifikacni barvy. Vysledkem je specificky obraz sledovaného

chromozomu s mnohobarevnymi pruhy (obr. 7) (Synlab czech s.r.o., 2018b).

Obr. 7 — Vysledny obraz techniky mBAND
(Zdroj: MetaSystems Group, Inc., 2017)

Tato analyza neni limitovana konkrétnim stupném kondenzace chromozomt a je
adekvatnim zpiisobem analyzy rozsahu chromozomalnich aberact, a to zejména deleci a
inverzi. Dale umoZiluje mapovat zlomovd mista v rdmci komplexnich pfestaveb

chromozomalni vybavy (Synlab czech s.r.o., 2018b).

2.5.7 Statistika efektivity prenatdilni diagnostiky v CR dle UZIS CR

Cast statistik publikace UZIS CR ,,Vrozené vady u narozenych v roce 2013 — 2014 se
vénuje vyslednému vlivu prenatalni diagnostiky v CR. Dle primafe oddéleni 1ékaiské
genetiky v Thomayerové nemocnici, MUDr. Gregora, vyznamn¢ roste vliv prenatalni
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diagnostiky ve vztahu k vyslednému poétu zaznamenanych VVV. Zasadni podil na tom
nese presun diagnostiky do ranych fazi gravidity, coz pfispiva jak k rozsahlejSimu
zachytu aberaci, tak k moznosti pfistoupit k invazivnim diagnostickym metodam
mnohem diive. V ramci statistik se sleduje jak vyvoj neinvazivni, tak invazivni
prenatalni diagnostiky (UZIS CR, © 2017).

Ve statistickych grafech je vénovana pozornost predevsim efektivité zachytu

Downova syndromu (obr. 12), (UZIS CR, © 2017).

Graf XI. Efektivita prenatalni diagnostiky Downova syndromu, CR, 1994-2014
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Obr. 12 - Graf efektivity prenatalni diagnostiky u Downova syndromu (UZIS CR, ©
2017)

Déle je efektivita prenatdlni diagnostiky sledovéana i u ostatnich trizomii, tedy u

Edwardsova syndromu (obr. 13) a u Patauova syndromu (obr. 14) (UZIS CR, © 2017).
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Graf XII. Efektivita prenatalni diagnostiky Edwardsova syndromu, €R,
1994-2014
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Obr. 13 - Graf efektivity prenatalni diagnostiky u Edwardsova syndromu (UZIS CR, ©
2017)

Graf XIIl. Efektivita prenatalni diagnostiky Patauova syndromu, CR,
1994-2014
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Obr. 14 - Graf efektivity prenatalni diagnostiky u Patauova syndromu (UZIS CR, ©
2017)

Ze souhrnnych statistik je zfetelné, Ze se efektivita prenatdlni diagnostiky
zvySuje napfi¢ vSemi zmiflovanymi aberacemi, pfi¢emz nejvyssi zachyt je zaznamenan
u Downova syndromu. Nezanedbatelny podil na tom nesou komplexni zmény
screeningovych programii v CR. Diiraz je piitom kladen na ¢asnéjsi diagnostiku VVV,
tedy vyuzivani diagnostiky v ramci prvniho trimestru, diky ¢emuz dochazi k poklesu

poctu provedenych invazivnich diagnostickych zakrokl, nebo alespont k moznosti
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vyuzit ¢asngj$i invazivni metody s nizkym rizikem naslednych komplikaci (UZIS CR,
©2017).

Vyvoj invazivni diagnostiky je také soucasti zpracované statistiky (obr. 15), kdy
se UZIS CR zaméfuje i na &etnost jednotlivych invazivnich metod (obr. 16) (UZIS CR,
©2017).

Graf I. Vyvoj poctu provedené invazivni prenatalni

diagnostiky vrozenych vad v CR, 1994-2014
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Obr. 15 - Graf vyvoje poctu invazivni prenatalni diagnostiky
(UZIS CR, © 2017)

Graf lll. Vyvoj prenatalni diagnostiky vrozenych vad v CR, 1998-2014
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Obr. 16 - Graf vyvoje invazivni prenatalni diagnostiky (UZIS CR, © 2017)
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3 Cil prace

Vyzkumna ¢ast této bakaldfské prace se zabyva laboratornim vySetfenim téhotnych
pacientek, zaméfenym na vyhledavani téch s vys$Sim rizikem vyskytu vrozené vyvojové
vady, a to konkrétné biochemickym screeningem provadénym v I. i Il. trimestru
téhotenstvi. Vyzkumny soubor tvofilo 40 pacientek, jejichz vzorky byly zpracovany
laboratoti klinické biochemie spole¢nosti synlab czech s.r.o. Tyto vzorky pochazely
prevazné ze spolupracujici laboratore GENNET, s.r.o., dale z Ustavu pro pé¢i o matku a
dit¢ v prazském Podoli, a v mensi mife z ordinaci praktickych lékaii — gynekologii.
Vyhledévacim kritériem byla indikace k provedeni druhotrimestralniho screeningu a
existence dat z biochemického vySetieni v ramcli |. trimestru.

Cilem bakalafské prace je tvorba souhrnného ptehledu vysledkli biochemického
screeningu za L. i IL. trimestr véetné nékterych anamnestickych udaju a vysledkti UZ
vySetieni. A dale sledovani korelace mezi v€kem pacientek a vyslednymi hodnotami

PAPP — A, free B-hCG a NT uvadénymi v nasobcich mediand.
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4 Metodika prace

4.1 Material

4.1.1 Biochemické vySetieni
K provedeni biochemického vysetfeni nebylo zapotiebi zadné specidlni Upravy ¢
ptipravy vzorku, jelikoz se jednd o automatizovany proces analyzy vzorku séra ¢

plazmy.

4.1.2 Genetické vySetieni — pomiicky, chemikdlie

Kultivace bunék

15 ml zkumavky Falkon

jednorazové sterilni pipety

automatické pipety

kultivaéni lahvicky

RPMI1640 kultiva¢ni médium bez stimulantl

kolcemid

Hypotonizaéni roztok

smé&s Optimal Hypotonic

destilovana voda

Fixaéni roztok

metanol

99,5% kyselina octova

Priprava preparatu

podlozni skla

kryci skla

elastické lepidlo Fixogum
96% ethanol

destilovana voda

DNA sondy

DAPI barvivo

20x SSC
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4.2 Biochemicky screening

Biochemicky screening je zaloZzen na principu monitorovani biochemickych latek,
jejichz produkce je spjata se zménami v organismu zeny v pribchu téhotenstvi.
Produkce téchto latek je zprostiedkovana fetoplacentarni jednotkou. Sledovani hladiny
téchto specifickych latek miize ptispivat bud’ ke zhodnoceni zdravotniho stavu t€hotné
pacientky, nebo samotného plodu. Pro vySetieni nejcastéjSich chromozomalnich aberaci
se tyto testy provadi jak v prvnim, tak i ve druhém trimestru t¢hotenstvi, je vSak nutné
podotknout, zZe analyzované markery nenesou funkci piimé detekce anomalii, ale pouze
vyjadfuji miru rizika jejich vyskytu (Polék et al., 2017).

Vseobecné probiha v laboratorni praxi analyza 6 biochemickych markerd, a to
AFP, hCG, free B-hCG, PAPP-A, UE; a inhibinu A. V laboratofi, kde probihala samotna
praxe, se vySetfuji vSechny markery, az na Inhibin A. V ramci své laboratorni praxe
jsem se tedy podilela pfedevsim na analyze markert AFP, hCG a uEs, které spadaji pod
biochemicky screening II. trimestru.

Nedilnou soucast biochemického screeningu tvofi také anamnéza a ultrazvukové
vySetieni. JelikoZ jsou vysledky biochemického screeningu posuzovany komplexné, je
nezbytné, aby zddanka s pozadavkem na biochemické vySetfeni zahrnovala 1 vysledky z
ultrazvukového vySetfeni pacientky a nékteré z anamnestickych udaji. (obr. 1). Veskeré
potfebné anamnestické tidaje spolecné s vysledky z UZ jsem ziskala v programu Selma,
ktery slouzi k evidenci zadanek. Vysledky screeningu z I. trimestru byly k dispozici
v programu STAPRO.

Veskeré udaje a vysledky jsou pak zakladem pro vypocet pravdépodobnosti
vyskytu vrozené vyvojové vady. Hranici hodnot mezi negativitou a pozitivitou si uréuje
sama laboratof a miru pravdépodobnosti vyjadiuje napiiklad hodnotou 1:100. Pokud je
napiiklad jako hranice pozitivity stanovena hodnota 1:50, bude vysledek 1:100
povazovan jako negativni, zatimco vysledek 1:25 jako pozitivni. V ptipadé této
laboratorni praxe probihd vypocet bud’ v laboratofich GENNET, s.r.0., nebo piimo u
oSetfujicich lékart. K samotnému vypoctu slouzi specializované pocitatové programy
(napf. Alpha nebo Astraia), které zohlediiuji poZadovana kritéria, a to hlavné vysledky
biochemického screeningu, hodnoty namétené pti UZ vySetieni, v€k, hmotnost, gestacni

stafi, ptipadné dalsi specifické anamnestické tidaje.
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4.3 Biochemické markery vySetfované v prvnim trimestru téhotenstvi

4.3.1 Celkové hCG /free B-hCG (lidsky choriongonadotropin)

Tvorba glykoproteinu hCG je zajisténa syncytiotrofoblastem placenty. Lidsky
choriongonadotropin se v lidském organismu vyskytuje nejen jako celistva molekula,
ale 1 jako volna podjednotka. Zasadni llohou hCG je stimulace funkce zlutého téliska
(Polék et al., 2017).

Hodnoty hCG se zvySuji v ptipad¢ postizeni plodu trizomii 21, opacny efekt
vyvolava pfitomnost trizomii 18 a 13, kdy byvaji hladiny nizs$i. Pokud se jedna o
pacientku, ktera podstoupila jakykoliv druh asistované reprodukce, je zapotiebi pocitat s
tim, Ze hodnoty hCG byvaji vyssi. Vysetieni hladiny lidského gonadotropinu se provadi
jak v prvnim, tak i ve druhém trimestru (Polak et al., 2017).

Za standartnich podminek se ve vybrané laboratorni praxi stanovuje samostatna
free B-hCG v rdmci prvotrimestralniho screeningu, zatimco celkové hCG spolecné s 3
podjednotkou je formou stanovovanou pomoci biochemického screeningu v prib&hu
druhého trimestru. Vysetfovanym materidlem je v pifipadé¢ samostatné podjednotky
sérum - totozné, jako u kombinovaného stanoveni s tim rozdilem, Ze u kombinovaného
stanoveni lze vyuzit i plazmu s riznymi antiagrega¢nimi Cinidly, jako naptiklad citrat
sodny, heparin, fluorid sodny, KsEDTA ¢i Na;EDTA, aj. (Synlab czech s.r.o0., 2018d;
Synlab czech s.r.0., 2018e).

4.3.2 PAPP-A (Pregnancy Associated Plasma Protein A)

Jedna se o glykoprotein, ktery je béhem téhotenstvi produkovan placentou, avSak jeho
funkce nebyla zcela definovana. Spekulace hovoii o UCasti pii regulaci
fetoplacentarniho ristu, v obdobi mimo té€hotenstvi je spojen s hojivymi procesy nebo
opétovnym tvarovanim kostni tkané (Polak et al., 2017).

Pfi existenci chromozomalni anomadlie byvaji jeho hladiny niz8i, pficemz
markantni snizeni miiZze byt varovnym signdlem pro vysoké riziko potratu. Ovlivnéni
vysledkit metodami asistované reprodukce je obdobné jako u hCG, v piipadé PAPP-A
ovSem zaleZi 1 na konkrétnim zptsobu, ktery byl k fertilizaci vyuzit, hodnoty tak mohou
byt ovlivnény jak smérem ke spodni, tak i k horni hranici (Polak et al., 2017).

Analyzovanym materidlem je matetské sérum odebrané ve standartni odbérové

soupraveé nebo v soupraveé se separacnim gelem (Synlab czech s.r.0., 2018f).
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4.4 Biochemické markery vySetiované ve druhém trimestru téhotenstvi

4.4.1 AFP (Alfa- 1 —fetoprotein)

Produkce tohoto onkofetalniho proteinu je zprostiedkovana zloutkovym vackem a jatry
samotné¢ho plodu. AFP lze strukturou a funkci pfipodobnit albuminu. Jeho tuloha
nespociva pouze v odhalovani rizika vyskytu chromozomalnich anomalii, ale ve spojeni
s ultrazvukovou diagnostikou ho 1ze také vyuzit jako marker detekce poskozeni neurdlni
trubice a riznych druhi malformaci plodu (Polék et al., 2017).

Ptitomnost chromozomalnich aberaci, konkrétné trizomii 21, 18 a 13, naznacuji
abnormalné snizené hodnoty AFP, naopak vyssi hodnoty se objevuji naptiklad u
ruznych defekti, malformaci, nebo i v ptipadé¢ umrti plodu. S vyssimi hodnotami je
nutné pocitat v ptipadé metod asistované reprodukce. (Polak et al., 2017)

AFP je analyzovan ze séra v klasické soupravé nebo v soupravé se separacnim
gelem, déle 1 z plazmy v K3EDTA, citratu sodném, nebo heparinizované plazmy

(Synlab czech s.r.o0., 2018c).

4.4.2 uE3 (nekonjugovany estriol)

Nekonjugovany estriol nespadd svym charakterem jako jediny z vySetfovanych latek
pod skupinu proteind, ale jedna se o steroidni hormon, a zdroven o nejmensi molekulu
ze vSech zminovanych biochemickych markeri. Vznika ve fetalnich nadledvinéch,
jatrech a placenté, kde se tvofi v ramci metabolismu cholesterolu. Nékteré zdroje uvadi,
ze napomahd zmékCovat délozni ¢ipek pied samotnym porodem a podili se na procesu
ptipravy mlé¢né zlazy pred néstupem laktace. (Polak et al., 2017)

Potencialni riziko vyskytu Downova, Edwardsova 1 Patauova syndromu znaci
snizené hodnoty, jako je tomu i u AFP, ale z pohledu miry citlivosti ve vztahu k detekci
Downova syndromu je estriol povazovan za spolehlivéjsi marker. Lehce snizené hladiny
jsou ocekédvané u tehotenstvi vzniklych za pomoci asistované reprodukce (Polék et al.,
2017).

Ke stanoveni volného estriolu se vyuziva nehemolyzovaného séra (Synlab czech

s.r.o., 2018g).
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4.5 VySetieni biochemickych markerii v laboratorni praxi

Prevazna cast vzorkl uréenych k diagnostice biochemickych markert pochazela ze
spolupracujici laboratofe GENNET, s.r.o., dalsi ¢ast tvofily vzorky od praktickych
1ékatt, a z Ustavu pro pééi o matku a dité v prazském Podoli.

Vzorky nebylo zapotiebi pfed vySetfenim nijak upravovat, jen bylo dulezité, aby
u nich byla pfed méfenim zachovana pokojova teplota, jelikoz v disledku zvySené
teploty mohlo dojit k jejich inaktivaci. V nékterych piipadech bylo také tfeba zvysené
pozornosti na stav materialu, a to konkrétné¢ u hemolytickych vzorka.

Vysetieni biochemickych markerii probihalo na biochemickém analyzatoru
Cobas €601 (obr. 2), u nekonjugovaného estriolu na analyzatoru UniCel DxI 800 (obr.
3). Pozadovanym materidlem, ktery byl zpracovavan, bylo pfevdzné krevni sérum, u
nékterych markerti to byla plazma. Markery byly z matefského séra nebo plazmy
analyzovany elektrochemiluminiscen¢ni metodou.

Tato imunoanalytickd metoda je modifikovanou verzi chemiluminiscence, kdy je
luminiscence generovana chemickymi reakcemi s tim rozdilem, ze jsou tyto reakce
iniciovany elektrochemicky (Synlab czech s.r.0., 2018a).

V pfipadé¢ analyzitoru Cobas €601 je vyuzit sendviCovy princip
imunoanalytického stanoveni. V pribéhu inkubace spolu nejdiive reaguji biotinylovana
monoklondlni protilatka stanovovaného analytu s monoklondlni protilatkou
stanovovaného analytu, znacend rutheniovym komplexem a tvoii tak sendvicovy
komplex. V druhé fazi inkubace se ptiddvaji mikrocastice potaZzené streptavidinem a
komplex vznikly v piedeslém kroku se tak vaZe na pevnou fazi v disledku interakce
mezi biotinem a streptavidinem. V méfici komtrce, kam je reakéni smés naséta, jsou
mikrocastice zachyceny magnetickym polem na povrchu elektrody, zatimco nenavazané
sloZky odstraiiuje roztok ProCell. Nésledné¢ je pfivedenym napétim vyvolana
chemiluminiscen¢ni emise fotonl, kterou méfi fotondsobic. V zavéru jsou vysledky
hodnoceny z kalibra¢ni kiivky (Synlab czech s.r.o., 2018f).

Stanoveni nekonjugovaného estriolu oproti ostatnim markerim probihalo na
analyzatoru UniCel DxI 800.

Jeho principem je kompetitivni imunoenzymaticka analyza. Vzorek je v reakcni
kyveté smichan s konjugatem estriolu s alkalickou fosfatdzou a paramagnetickymi
Casticemi, které jsou potazené kozi zachytnou protildtkou proti kralicim

imunoglobulinim a polyklonalni krali¢i protilatkou proti estriolu. Ve vzorku tak estriol
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soutézi s konjugatem estriolu s alkalickou fosfatdzou o vazebnd mista na omezené
mnozstvi specifické protilatky proti estriolu. Vzniklé komplexy se vazou na zachytnou
protilatku na pevné fazi. Pii nasledné inkubaci se nenavazané latky odstranuji pomoci
separace v magnetickém poli a promytim. V zavérecném kroku je do reakéni kyvety
aplikovan chemiluminiscencni substrat a svétlo generované reakci je méfeno
luminometrem. Vysledné mnozstvi analytu je opét stanoveno na zdklad¢é kalibracni
kiivky (Synlab czech s.r.o0., 2018g).

Vysledky ziskané z analyzatoru byly kontrolovany pro pfipadné neocekéavané
hodnoty. V pfipad¢ jakychkoliv nesrovnalosti se analyza opakovala a provadéla se
kontrola korelace vysledkii s udaji na Zadance, v krajnich ptipadech doSlo i na
konzultaci s oSetfujicim 1ékafem. Naopak, za idedlnich podminek byly vysledky zaslany
zpét laboratoii GENNET, s.r.o0., praktickym Iékaitim a do Ustavu pro pééi o matku a
dit¢ v Podoli. Lékarti poté provadi zaveéreéné vypocty, indikuji rozsitenéjsi diagnostiku a

vénuji se dalsi péci o t€hotné pacientky.

4.6 Lékaiské postupy v piipadé patologického ndlezu

Na zakladé posouzeni vysledkli komplexniho prenatdlniho screeningu se odviji
charakter nasledné péce o t€éhotnou pacientku. Pokud se béhem vysetieni odhali zvySené
riziko vyskytu jakékoliv vyvojové anomalie plodu, nasleduje konzultace s lékarem —
genetikem, ktery by mél doporucit nejvhodnéjsi postup s ohledem na celkovy stav
pacientky, plodu a prib&h téhotenstvi. Nejcastéjsi volbou v piipadé pozitivity
pfedchoziho screeningu je invazivni vySetfeni, a to zpravidla odbér choriovych klki
slouzici k naslednym molekuldrné-cytogenetickym analyzam chromozomovych aberaci.
K tomuto vySetieni se vak pfistupuje v ¢asnéjsich fazich t€hotenstvi.

At uz je vyuzito jakékoliv formy invazivniho vySetfeni, v prvni fad¢ se
pfistupuje k metod¢ kvantitativni fluorescencni PCR, diky které je mozné béhem 1 — 2
dnii ziskat vysledky a predbézné¢ vyloucit ¢i potvrdit pritomnost nejcastéjSich
aneuploidii. Pro potvrzeni vysledku mohou nebo v nékterych ptipadech musi nésledovat
metody cytogenetické, jejichz vysledky jsou vSak v disledku nutnosti kultivace bunék
k dispozici piiblizné za tyden, zasadni je stanoveni karyotypu plodu pomoci klasického
barveni chromozomt a ptipadné vyuziti dalSich metod, které se soustfed’uji na analyzu

konkrétnich chromozom nebo jejich useki.
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4.7 Genetické vySetieni chromozomdlnich aberaci metodou FISH

Cast laboratorni praxe probihala i na oddé&leni cytogenetiky v laboratoii v Praze 6, kde
se naskytla moznost vlastni analyzy vzorku. Vzorek plodové vody pochézel od téhotné
pacientky, u niz se na zéklad¢ indikace O281, tedy pozitivni screening ve II. trimestru,
ptistoupilo k aminocentéze a néslednému genetickému vysetfeni. Analyza QF-PCR
potvrdila trizomii 21. chromozomu a vysledek bylo nutné podpotit metodou FISH.
Vzorek plodové vody bylo =zapotiebi pied samotnou kultivaci nejprve
centrifugovat 15 minut pii 1000 otackach. V laminarnim boxu (obr. ¢. 17) nasledné
probéhlo odsati supernatantu. Za béznych okolnosti se tento supernatant pienasi do
sterilni zkumavky pro dalsi biochemickd vySetieni, v mém ptipad¢ se jednalo o studii
jiz analyzovaného vzorku, tudiZ tento postup nebyl vyzadovan. Dédle jsem jiz tuto
bunéénou suspenzi pienesla do kultivacni lahvicky, kterd byla ptfedem opatfena
identifika¢nim Stitkem a datem nasazeni této suspenze do kultivacniho média, které
bylo pfedem nahtaté za pomoci termobloku na 37°C. K suspenzi jsem nasledné ptidala
pfiblizn¢ 3 ml kultivaéniho média, pfiCemz piidavané mnoZzstvi obvykle zavisi na
konkrétnim tydnu gravidity. Kultiva¢ni lahvicky jsou poté ulozeny do termostatu (obr.
¢. 18), pti teploté 37°C za ptitomnosti 5% CO,. Po dvou dnech se provadi kontrola ristu
bun€k za pomoci inversniho mikroskopu. Béhem kultivace byla zapotiebi i vyména
kultiva¢niho média, které se poprvé meénilo po 4 dnech. Tento proces probiha téZz ve
sterilnim laminarnim boxu, a to tak, Ze se piivodni obsah kultivacni lahvicky opatrné
promicha a slije. Néasledné se ptidaji 3 ml nového pfedem nahtéatého kultivaéniho média
a po par hodinach probiha opét kontrola ristu bunék. Po uplynuti 9 dnli jsem za pomoci
aplikace 100 pl kolcemidu ukonéila rist bun€k, kultivaéni lahviéky jsem ponechala
Vv termostatu jesté do druhého dne. Obsah kultivacni lahvicky jsem nasledné prenesla do
sterilni zkumavky, kde byl tento obsah smichdn s roztokem trypsin EDTA a nasledné
slit. Tuto proceduru jsem opakovala dvakrat. Roztok trypsin EDTA je poté pomoci 15
minutové centrifugace pti 1000 otdckach oddélen od plvodni suspenze. Déle jsem
pfistoupila k hypotonizaci pomoci roztoku vytvofeného smichanim jednoho baleni
prasku Optimal Hypotonic s 1 1 destilované vody, ktery je uchovavan v lednici a
alespoit 30 minut pfed zpracovanim je tfeba roztok nahfat na 37°C. Roztok jsem
k suspenzi pridavala po kapkach za soucasného tfepani na vortexu a v prub¢hu dalsich
30 minut za 37°C nechala hypotonizovat. Nasledovala prefixace pomoci 3 kapek

fixatniho roztoku, pfipraveného smichanim metanolu a 99,5% kyseliny octové

38



v poméru 3:1, vychlazenym v mraznicce, a centrifugace 10 minut pfi 1000 otackach.
Poté jsem odsala supernatant, ptiblizné¢ 0,5 ml resuspendovala, a za stalého tfepani
vortexu piidala celkem 8 ml fixa¢niho roztoku. Roztok jsem nechala 20 minut stat a
nasledné opét nechala centrifugovat. Piedesly krok jsem jesté dvakrat opakovala s tim,
ze po druhém odsati supernatantu a resuspendaci jsem piidala znovu 8 ml fixa¢niho
roztoku. Nasledovala centrifugace a odsati supernatantu. Zbylé mnozstvi sedimentu jiz
bylo ptipravené k aplikaci na podlozni sklo.

Samotnd piiprava preparatu probihala tak, ze jsem si na podloznim skle
vybrousila kfizky, které znacily oblasti, kam jsem pozd¢ji aplikovala 20 pl suspenze
bun¢k. Preparat jsem dehydratovala pomoci ethanolové tady (70%, 85%, 96%) po 1
minuté a nechala zaschnout. Nésledovala aplikace sondy a pfilozeni kryciho skla, které
bylo ordmované elastickym lepidlem (Fixogum). DalSim krokem byla spole¢na
denaturace preparatu a sondy na termobloku, pfedem nastaveném na 75°C, po dobu 2
minut. Hybridizace prob¢hla ptes noc v hybridiza¢ni peci pii 37°C. Dalsi den jsem
pomoci pinzety odstranila vulkanizacni roztok spole¢né s krycim sklem a preparat
nechala inkubovat ve specialnim roztoku 0,4xSSC pii 72°C na 2 minuty, dale v roztoku
2xSSC pii pokojové teploté na 30 s. Preparat bylo zapotiebi nechat oschnout a chranit
pred svétlem. V zavéru jsem aplikovala fluorescencni barvivo DAPI a kryci sklo.
Preparat byl tak pfipraven k samotné analyze hybridizacnich signdlli za pomoci
fluorescen¢éniho mikroskopu (obr. ¢. 19), pticemz je zapotiebi hodnotit alesponn 200
interfaznich jader. Na zaklad¢ pozorovani jsme zaznamenali trizomii 21. chromozomu,

zachycenou CCD kamerou (obr. ¢. 20).
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Obr. 20 — Metoda FISH — interfazni jadra chromozom - trizomie 21

(Zdroj: vlastni foto)

4.8 Statistickd analyza

K testovani asociaci hodnot PAPP-A, free B-hCG a NT uvadénych v MoM s vékem
byla pouzita funkce CORREL v programu Microsoft Excel®. Vztah mezi témito
hodnotami se zjiStuje za pomoci tzv. korelacniho koeficientu. Tento koeficient nabyva
hodnot od — 1 do 1, kdy zaporné hodnoty vykazuji uréitou silu zavislosti, ale nikoliv
piimy vztah. V ptipad€ nulového koeficientu prakticky Zadny vztah neexistuje, zatimco

kladné hodnoty dosahujici az 1 vypovidaji o silné a ptimé zavislosti.
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5 Vyhodnoceni vysledki

Béhem laboratorni praxe bylo analyzovano 40 vzorka té€hotnych pacientek, piicemz
vyhledavacim kritériem byla indikace k vysetfeni biochemického screeningu v ramci II.
trimestru téhotenstvi, tedy k tzv. triple testu. Zaroven bylo zadouci, aby byla k dispozici
data souvisejici s prvotrimestralnim screeningem. V ramci této praxe tedy byla
provadéna vysetieni AFP, nekonjugovaného estriolu a hCG.

Ziskané udaje byly zaznamendny do tabulek chronologicky dle posloupnosti
vySetieni. Vysledky biochemického screeningu v ramci I. trimestru jsou uvedeny

Vv tabulce ¢. 1 a ¢. 2.

Tabulka ¢. 1 — Vysledky prenatalniho screeningu — I. trimestr (pacientky ¢. 1-20)

pacientka | vék | hmotnost (kg) PAPP-A (1U/) B-hCG (ug/l)
1 32 90 0,30 71,00
2 25 72 1,00 28,00
3 40 62 1,80 89,00
4 25 68 2,30 93,00
5 34 69 1,40 21,00
6 32 67 1,30 58,00
7 25 49 1,60 37,00
8 38 82 0,70 14,00
9 35 86 1,90 20,00
10 37 51 1,70 35,00
11 42 68 1,50 115,00
12 29 73 2,30 18,00
13 28 71 2,20 28,00
14 28 83 1,30 59,00
15 26 62 1,10 32,00
16 32 63 1,40 205,00
17 25 70 1,30 16,00
18 26 70 5,80 180,00
19 31 57 2,20 72,00
20 32 65 2,90 49,00
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Tabulka ¢. 2 — Vysledky prenatalniho screeningu — I. trimestr (pacientky ¢. 21-40)

pacientka | vék | hmotnost (kg) PAPP-A (1U/l) B-hCG (ng/l)
21 40 66 2,60 71,00
22 38 88 1,70 188,00
23 34 56 1,60 93,00
24 33 91 1,20 21,00
25 31 o1 1,80 76,00
26 37 64 8,80 39,00
27 36 75 2,10 48,00
28 40 55 1,90 38,00
29 35 58 1,70 85,00
30 40 75 1,40 27,00
31 33 67 1,10 40,00
32 38 49 2,30 40,00
33 33 49 1,50 67,00
34 29 61 2,30 38,00
35 26 60 3,00 27,00
36 28 68 2,40 53,00
37 32 58 1,60 39,00
38 20 70 0,90 34,00
39 28 76 4,20 73,00
40 32 67 3,60 86,00

Hodnota biochemického markeru PAPP-A se typicky s pribéhem téhotenstvi
zvySuje a vramci prvotrimestralniho screeningu by méla byt vyssi nez 0,3 TU/I
V ptipadé niz8i koncentrace se doporucuje konzultace s I€ékafem o dalSich postupech a
indikacich ke specializovanym vySetfenim. Hladina hCG ma pro téhotenstvi typicky
sestupny pribéh. Vyssi hodnoty jsou naptiklad typické pro plod postizeny Downovym
syndromem.

Vysledky biochemického screeningu za II. trimestr t€hotenstvi jsou uvedeny
v tabulce ¢. 3 a ¢. 4, ve kterych jsou zahrnuty i vysledky UZ vySetieni, jelikoz ta byla
vétSinou kompletné provedena az po absolvovani biochemického vySetfeni v prubehu

prvniho trimestru. Zaroven bylo nezbytné uvést vék a hmotnost pacientek s ohledem na
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to, Ze tyto udaje tvoii podstatnou Cast pii zavérecnych vypoctech pravdépodobnosti

vyskytu VVV.

Tabuka ¢. 3 — Vysledky prenatalniho screeningu — Il. trimestr (pacientky ¢. 1-20)

vacientka | vek hmotnost | AFP | uEstriol | hCG | CRL BPD NT
(kg) (ng/) | (ng/) | (V) | (mm) | (mm) | (mm)

1 32 92 15,5 0,50 22,00 | 72,10 22,60 2,00
2 25 73 25,2 0,42 23,00 | 66,00 21,00 2,40
3 40 60 88,6 1,38 40,00 | 74,40 23,90 2,10
4 25 69 40,4 0,79 83,00 | 69,90 22,60 1,30
5 34 70 72,4 0,72 29,00 | 66,60 24,30 1,50
6 32 67 35,0 0,53 46,00 | 71,10 22,90 1,60
7 25 50 29,8 1,05 15,00 | 70,00 neuved. 0,80
8 38 82 38,9 1,06 9,00 67,70 neuved. 1,70
9 35 87 39,8 0,92 13,00 | 66,00 21,90 1,80
10 37 54 50,5 1,34 11,00 | 68,60 22,40 2,00
11 42 73 68,1 0,97 60,00 | 61,20 19,40 1,70
12 29 73 25,4 0,95 33,00 | 76,00 24,00 2,80
13 28 75 27,9 0,59 23,00 | 64,00 20,50 2,90
14 28 85 50,0 0,91 39,00 | 60,00 20,30 1,98
15 26 66 54,1 1,07 18,00 | 62,00 18,70 1,20
16 32 64 64,4 1,08 73,00 | 61,50 18,90 1,66
17 25 72 42,0 0,65 14,00 | 69,00 22,50 1,90
18 26 71 49,7 1,30 24,00 | 71,00 23,00 2,10
19 31 57 63,8 1,65 17,00 | 59,90 | neuved. 1,60
20 32 65 30,4 0,76 36,00 | 73,30 24,90 1,50
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Tabulka ¢. 4 — Vysledky prenatalniho screeningu — Il. trimestr (pacientky ¢. 21-40)

oacientka | vék hmotnost | AFP | pEstriol | hCG | CRL BPD NT
(kg) (ug/l) | (ugfl) | (VM) | (mm) | (mm) | (mm)

21 40 67 65,7 1,19 37,00 | 57,50 17,70 1,10
22 38 89 241 0,69 39,00 | 63,00 21,00 1,90
23 34 60 48,3 0,62 38,00 | 66,00 21,80 1,30
24 33 94 53,1 1,19 16,00 | 65,00 20,90 1,60
25 31 52 54,9 1,74 34,00 | 61,23 21,03 1,18
26 37 64 55,1 1,02 20,00 | 69,70 22,10 2,20
27 36 78 37,1 0,58 27,00 | 61,10 21,30 1,60
28 40 57 39,6 1,12 21,00 | 70,10 22,40 1,30
29 35 60 38,5 2,06 28,00 | 67,10 22,80 1,90
30 40 77 22,8 0,60 16,00 | 65,40 21,00 1,30
31 33 69 251 0,54 39,00 | 72,00 | neuved. 1,70
32 38 50 97,7 1,39 34,00 | 59,50 20,80 1,80
33 33 51 49,8 0,85 18,00 | 62,30 | neuved. 1,60
34 29 62 41,4 1,02 19,00 | 73,50 | neuved. 1,50
35 26 61 64,4 1,18 10,00 | 65,70 23,10 1,30
36 28 71 25,0 1,07 44,00 | 66,00 20,00 1,52
37 32 58 25,3 0,77 41,00 | 72,50 24,00 1,30
38 20 71 447 0,90 32,00 | 68,80 26,00 1,95
39 28 78 50,5 1,04 31,00 | 71,00 21,50 1,33
40 32 68 20,2 0,87 48,00 | 59,00 20,00 1,50

Udaje o hmotnosti pacientek jsou zaznamenany na zakladé toho, Ze je tento tidaj
nezbytny pii komplexnim posouzeni rizika pii zavérecném vypoctu. Pro tcely korelace
s dalsimi markery bylo vSak nevhodné tento udaj vyuzit s ohledem na to, ze jsme
neméli k dispozici vysku, kterou pacientky disponuji. Nebylo tak mozné urcit, zda se
pacientka dle vypocteného Body Mass Indexu pohybuje Vv rozmezi hmotnosti
odpovidajici jeji vySce ¢i nikoliv, a korelaci vyslednych markert tak asociovat
naptiklad s nadvahou ¢i podvahou. Hodnoty nuchdlni translucence (NT) se povazuji za
hrani¢ni do 2,5 — 3 mm. Hodnota temenokostréni délky (CRL) by se méla pohybovat

V rozmezi minimaln¢ 45 mm a maximaln€¢ 84 mm. Hodnoty NT a CRL se vysetfovaly
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soucasné V obdobi od 10. — 13. tydne téhotenstvi. Biparietalni praimér (BPD) byl méfen
v ramci UZ vysetfeni ve II. trimestru, proto u n¢kterych pacientek udaj chybi.
Zaverecnou cast tvoii vysledky vztahujici se k vybranym markerim, a to
konkrétn¢ k PAPP-A, volné podjednotce B-hCG a hodnoté nuchalni translucence, které
jsou uvedeny v tabulce ¢. 5 a ¢. 6. Hodnoty jsou uvedeny v nasobcich medianti (MoM) a
jsou vypocteny na zdkladé naméfené hodnoty daného markeru a medidnu koncentrace
pro konkrétni tyden gravidity. V tomto ptipadé se jedna o markery vztahujici se ke
screeningu Vv ramci 1. trimestru, jelikoZ zavére¢né vypocty zohlednujici vysledky za oba
trimestry byly provadény pocitaCovym programem piimo u oSetfujicich 1ékait nebo

Vv laboratoii GENNET, s.r.o0. a vysledky ndm ve vétsin€ ptipadii nebyly zptistupnény.
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Tabulka ¢. 5 — Prenatalni screening — vysledky v MoM (pacientky ¢. 1-20)

_ NT PAPP-A | freep-hCG
pacientka | vék (MoM) (MoM) (MoM)
1 32 1,16 0,16 2,77
2 25 1,46 0,81 0,62
3 40 1,19 1,30 1,84
4 25 0,76 1,34 2,18
5 34 0,91 0,90 0,51
6 32 0,93 0,82 1,36
7 25 0,47 1,02 0,55
8 38 1,02 0,55 0,39
9 35 1,09 1,21 0,66
10 37 1,19 1,11 0,63
11 42 1,07 1,21 2,52
12 30 1,57 0,96 0,50
13 28 1,79 0,98 0,85
14 28 1,26 1,20 1,57
15 26 0,75 0,60 0,75
16 32 1,05 0,86 4,62
17 25 1,13 0,80 0,41
18 26 1,22 4,50 4,14
19 31 1,02 1,93 1,27
20 32 0,86 1,62 1,10
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Tabulka ¢. 6 — Prenatalni screening — vysledky v MoM (pacientky ¢. 21-40)

: NT PAPP-A | free B-hCG
pacientka vék (MoM) (MoM) (MoM)
21 40 0,72 1,55 1,71
22 38 1,18 1,47 5,60
23 34 0,79 0,97 1,87
24 33 0,98 1,01 0,67
25 31 0,75 1,24 1,33
26 37 1,30 4,33 0,99
27 36 1,01 2,09 1,03
28 40 0,76 0,91 0,77
29 35 1,14 1,00 1,79
30 40 0,79 1,09 0,64
31 33 0,98 0,59 0,94
32 38 1,15 1,60 0,64
33 33 1,00 1,20 1,05
34 29 0,86 1,23 0,89
35 26 0,79 2,17 0,51
36 28 0,92 1,54 1,28
37 32 0,75 0,70 0,94
38 20 1,16 0,56 0,86
39 28 0,78 2,30 2,17
40 32 0,97 1,93 2,21

Dle hodnot v nasobcich mediant jiz Ize ¢astecné odvodit riziko vyskytu nekteré
z aneuploidii. U téchto markert lze predbézné napiiklad stanovit miru rizika u
Downova syndromu, kdy se mira rizika vyrazné zvySuje s hodnotami free B-hCG
vy$§imi nez 2,5 MoM a PAPP-A niz§imi nez 0,5 MoM. Hodnoty je vSak nutné hodnotit
1 na zaklad¢ gestacniho stafi, jelikoz hladiny v prabéhu téhotenstvi charakteristicky
klesaji nebo stoupaji, pficemz se pro tento vypocet zaznamendva gestacni staii v dobé

odbéru vzorku.
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Vzhledem ke vSeobecné znamému faktu, na jehoz zakladé je zvySena mira rizika
vyskytu vrozenych vyvojovych vad pfisuzovana vysSimu véku, bylo ptehledné
zaznamenano vékové zastoupeni vySetfovanych pacientek (obr. ¢. 21). Z grafu je patrné,
ze nejvetsi zastoupeni meéla vékova skupina 31-35 let, konkrétné 15 pacientek
z celkovych 40, o néco slabsi zastoupeni méla skupina pacientek od 36-40 let, kterou
tvofilo 10 pacientek. Dale v ramci této praxe podstoupilo screeningové vySetfeni 9
pacientek ve v€ku od 26 do 30 let, 5 pacientek spadalo do skupiny 20-25 let a 1 do
skupiny 41-45 let.

Vékové zastoupeni pacientek

=<
)
-
=
>
o=
5}
3
="
=<
1
X
s

15 20

Pocet pacientek

Obr. 21 — Graf v€kového zastoupeni téhotnych pacientek

Dal$im zamérem bylo sledovat korelaci mezi v€kem pacientek a hodnotami
vybranych markerti uvadénych v nasobcich mediant, a to konkrétn¢ PAPP — A, free 8-
hCG a NT. Vysledné hodnoty koeficienti vypoctené na zakladé vztahu
vék — PAPP — A (MoM), vék - free B-hCG (MoM) a vék — NT (MoM) jsou uvedeny

V tabulce ¢&. 7.

Tabulka €. 7 — Vypocet korelace véku a vySetfovaného markeru

vztah hodnot korela¢ni koeficient
Vék — PAPP — A (MoM) -0,034480197
Veék - free B-hCG (MoM) 0,013376976
Vék — NT (MoM) 0,101896372
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6 Diskuze

Primarnim cilem této prace byl sbér dat na zaklad¢ vlastni analyzy vzorkl indikovanych
k vysetfeni biochemického screeningu 1. a II. trimestru v ramci prenatalniho screeningu.
Vyzkumny soubor tvotilo 40 pacientek ve véku od 20 do 42 let, pficemz se jednalo o
pacientky praktickych 1ékail, spolupracujicich bud’ piimo s laboratofemi synlab czech
s.r.0., nebo skrze spolupracujici laborator GENNET, s.r.0., pfipadné¢ o pacientky lékati
ptsobicich v Ustavu péée o matku a dité v prazském Podoli. Pramémy vék pacientek
byl 32 let a kazda veékova skupina z vybéru 20-25 let, 26-30 let, 31-35 let, 36-40 let a
41-45 let méla své zastoupeni, pfiCemz nejpocetnéjsi skupinou byly pacientky ve véku
od 31 do 35 let.

Sbér dat probihal v laboratofi firmy synlab czech s.r.o., na oddéleni klinické
biochemie v Praze 7. Na zaklad¢ téchto dat byl utvoren souhrnny piehled vysledkd za
obdobi I. 1 II. trimestru téhotenstvi spole¢né s dalSimi dtlezitymi parametry
z ultrazvukového vySetieni a dilezitymi anamnestickymi tdaji.

Ziskana data za obdobi 1. trimestru, konkrétné vysledky markerit PAPP-A a free
B-hCG zaznamenana v nasobcich mediant byla vyuzita ke sledovani korelace v asociaci
s vékem pacientek. Na zaklad€¢ vypoctenych koeficienti bylo patrné, ze marker NT
uvadény v MoM maé ze vSech posuzovanych hodnot nejsiln€j$i vztah k véku pacientky,
a to pfimého charakteru. Vzhledem k jeho hodnoté v$ak nemizeme povazovat tento
vztah za statisticky vyznamny. V piipad€ free B-hCG se jednd o nejslabsi vazbu
s hodnotou v€ku a hodnota PAPP — A se odviji opaénym smérem, nez hodnota NT.
Vztah je tedy silnéjsi nez u free B-hCG, ale inklinuje k neptimému charakteru zavislosti.

Sledovani korelace vramci této laboratorni praxe tedy nepotvrdilo, Ze by
Vtomto piipadé vék vyrazné pusobil na vysledné hodnoty. Vzhledem K relativné
nizkému poctu pacientek vSak nemliZzeme povaZovat tento vysledek za relevantni, a
zaroven je zapottebi zminit, Ze ve€k, jako zasadni rizikovy faktor, ve vztahu k vyskytu
vrozenych vyvojovych vad, je sklonovan spiSe ve vztahu k celkové problematice,
nikoliv ke konkrétnim biochemickym markertim. Jako vhodné&jsi parametr ke sledovani
korelace byl plivodné zamyslen zavéreCny vysledek vypoctu rizika vyskytu VVV, tyto
vysledky vSak nebyly ze strany externich 1€katti zptistupnény na zakladé zpiisnéni

podminek ochrany soukromi.
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7 Zavér

Tématem této bakalarské prace bylo vySetieni vrozenych vyvojovych vad, konkrétné
screening vrozenych anomadlii se zaméfenim na chromozomalni aberace. V rdmci
teoretické Casti bylo vSeobecné specifikovano déleni VVV na zéklad€ riznych kritérii,
pfiCemz dalsi ¢ast byla zamétena na chromozomalni aberace. Zavér teoretické Casti byl
vénovan prenatalni diagnostice, a to predevsim jejimu ¢lenéni a druhtim.

Jelikoz byla prace zaméfena na laboratorni vySetfteni VVV v ramci
biochemického screeningu, tak se metodicka ¢ast vénovala konkrétnim screeningovym
programiim v ramci prenatalni diagnostiky. Blize byly specifikovany postupy a ¢lenéni
biochemického screeningu, funkce konkrétnich biochemickych markeri a jejich zptisob
a princip vySetfeni. Byla zdlraznéna nutnost pohliZet na screeningové programy jako na
komplexni vySetfeni, kterd vyhodnocuji pouze miru rizika, nikoliv pfitomnost
samotnych VVV. Ve snaze pfiblizit postupy, které nésleduji v piipadé vyhodnoceni
vy$§i miry rizika vyskytu VVV, byla vénovéna pozornost i nékolika druhim
cytogenetickych vysetfeni, kterd byvaji naopak zésadnim nastrojem pro detekci
chromozomalnich anomalii. V zavérecné ¢asti metodiky byla vyuzita metoda korelace,
vramci niz byla sledovana asociace veéku pacientek a vybranych markert
vySetfovanych VvV ramci prvotrimestralniho screeningu a zaznamenanych v nasobcich
medianti. Tato statistickd analyza nepotvrdila striktni zavislost véku téhotnych
pacientek na hodnotach jednotlivych markerti, ale pouze slabou zavislost ptfimého i
nepfimého charakteru. Primérny vék pacientek byl 32 let, pfi¢emz je vSeobecné znamo,
Ze mira rizika vyskytu vrozené vyvojoveé vady se zasadné zvySuje s piekrocenim 35 let
véku.

Tato prace tak poddva podrobnéjsi piehled o moZnostech prenatalniho
screeningu VVV se zaméfenim na chromozomalni aberace, a zaroven apeluje na
zéasadni tlohu prenatalni diagnostiky, jelikoz ¢im casnéji je odhaleno zvysSené riziko
anomalie, tim vice néslednych diagnostickych moznosti je pro pacientku dostupnych.
Anomalie je tak pfipadné odhalena a specifikovana brzy, a i pies nepfivétivou situaci je
tak mozné zabranit komplikacim, které mohou mit zdvazny dopad na samotné zdravi a
psychiku. Dale je tfeba brat v potaz 1 dopady tykaji se socidlni ¢i ekonomické situace
téhotné pacientky, které by se v poméru se zdravim mohly jevit jako nepodstatné, avSak
V realném zivoté jsou dost dilezitym aspektem, ovliviwjicim jak zdravi, tak i Samotnou

psychiku.
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Seznam pouzitych zkratek

AFP - alfa - 1 - fetoprotein

AMC - aminocentéza

CCD - zafizeni s vazanymi naboji (charged-coupled device)
CO; - oxid uhlicity

CRL - temeno-kostréni délka (crown-rump lenght)

CVS - odbér choriovych klkt (chorion villi sampling)
DAPI - 4',6-diamidin-2-fenylindol

DNA - deoxyribonukleova kyselina

E; - nekonjugovany estriol

FISH - fluorescenéni in situ hybridizace

FSH - folikuly stimulujici hormon

hCG - choriovy gonadotropin

ISCN - International system for cytogenetic nomenclature
IVF - in vitro fertilizace

KsEDTA - tri-draselna sul kyseliny etylen-diamin-tetraoctové
KDC - kordocentéza

PAPP — A - plazmaticky protein A

PCR - polymerazova fetézova reakce

QF - PCR - kvantitativni fluorescencni polymerazova fetézova reakce (quantitative

fluorescent polymerase chain reaction)

RTG - rentgen

SSC - roztok citronanu sodného a chloridu sodného (Saline Sodium Citrate)
uz - ultrazvuk

UzIS CR - Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR

VFEN - VSeobecna fakultni nemocnice v Praze

VvV - vrozené vyvojové vady
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Prilohy

Piiloha 1: Obrazek 1: Zadanka pro biochemicky screening s odebranym vzorkem séra

Zdroj: vlastni foto
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Ptiloha 2: Obrazek 2: Analyzator Cobas €601

Zdroj: vlastni foto

Ptiloha 3: Obrazek 3: Analyzator UniCel DxI 800

Zdroj: http://www.beckmancoulter.com
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http://www.beckmancoulter.com/

Ptiloha 4: Obrazek 4: Metoda G—pruhovani chromozomu
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Zdroj: http://www.biologie-Ifhk.cz
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Ptiloha 5: Obrazek 17: Laminarni box Clean Air firmy Schoeller pro zpracovani vzorkt

pro metody molekularni cytogenetiky

Zdroj: vlastni foto
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Ptiloha 6: Obrazek 18: Termostat firmy Schoeller pro inkubaci vzorkd v kultivacnim

médiu
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Zdroj: vlastni foto
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Ptiloha 7: Obrazek 19: Fluorescen¢ni mikroskop Axiolmager Z2 s piisluSenstvim

Zdroj: vlastni foto
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